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RESUMO

O termo Persisténcia Hereditina de Hemoglobina Fetal (PHHF) ¢ usado para
descrever um grupo heterogéneo de doencas hereditanas, caracterizadas por niveis
aumentados de HbF na vida adulta, sem outros distirbios hematologicos significativos. Do
ponto de vista das alteragdes moleculares podem ser caracterizadas por delegdes gé€nicas ou
por mutacdes de ponto. As PHHF causadas por mutagdes de ponto, sio caracterizadas pela
substituicdo de um nucleotideo em locais especificos da regiio promotora dos genes y
foram descritas tanto nos promotores dos genes v* quanto de v°. Estas mutagdes estdo
associadas ao aumento na expressdo dos genes da globina in vivo, sugerindo que estas
regides sAo importantes na regulacio da expressio dos genes y. Além da regido promotora,
outro elemento importante para a transcrigdo dos genes da globina € o "Locus Region
Control" (LCR), localizado a montante (upstream) do gene g, consistindo de cinco sitios
hipersensiveis 4 desoxirribonuclease 1 (DNase I), e em conjunto com o promotor, €
essencial para conferir altos niveis de expressio aocs genes das globinas. Porém, o
mecanismo exato da interacio LCR/promotor ainda nio esta completamente elucidado.

O mecanismo molecular responsavel pelo aumento de expressiio das cadeias y nas
PHHFs e como € feita a interagio entre o LCR e os promotores dos genes da globina, € de
grande importincia nfo s6 do ponto de vista académico, como também para o possivel
desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas nas hemoglobinopatias. O objetivo desse
estudo é contribuir para o esclarecimento destes mecanismos.

Tendo em vista a detecciio de individuos portadores da PHHF tipo Brasileira
(mutagio -195 C = G), cujo aumento de expressio in vitro ainda nfio havia sido
comprovado, experimentos de expressdo génica e interagio DNA-proteina foram realizados
em nosso laboratério.

Para demonstrar que o promotor contendo a mutagio —195 C-2G, aumenta a forga
do promotor da globina v* foram construidos vetores de expressio do gene reporter da
luciferase com os promotores: normal e com as mutagdes 195 e ~175, associadas ao sitio
hiperssensivel 2 (HS2) do LCR e suas expressdes analisadas em 3 linhagens celulares:
K562, HEL e 293. Deste modo, foi verificado aumento de expressio significativo do vetor

contendo a mutagdo -195 nas 3 linhagens quando comparado ao promotor normal.



Para analizar quais proteinas estfio envolvidas na regulaciic da transcrigio na
presenga da mutacio, andlises da interagdo DNA-proteina foram realizadas pela técnica de
retardamento do complexo DNA-proteina em gel e os experimentos demonstraram que,
diferentemente do que ocorre com a mutagio —198 T->C que aumenta a afinidade de
liga¢do com a proteina Spl e cria um novo sitio de ligagdo CACCC box, a mutagdo —195
diminui a afinidade de interacdo com a proteina Spl.

Esses resultados demonstram que a mutagio € provavelmente a responsavel pelo
aumento de expressio de cadeias y na PHHF, porém o mecanismo pelo qual esse aumento
ocorre ndo esta completamente elucidado. Os resultados deste trabatho mdicaram que esse
mecanismo difere do encontrado na mutagio —198 e que deve haver portanto, outras

proteina, que nfo a Spl, envolvidas nesse mecanismo.

Palavras chaves: Persisténcia hereditania de hemoglobina fetal (PHHF), mutagfo-193

C->@, expressdo génica, Spl e analise interacio DNA-proteina.
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SUMMARY

We report an in vitro expression study of the “y-globin gene promoter containing
the *v-195 C->G mutation that causes the Brazilian Type of Hereditary Persistence of Fetal
Hemoglobin (HPFH). To demonstrate that this mutation results i increased promoter
strength, we evaluated the mutant promoter linked to the Hypersensitive Site-2 (HS2) of the
Locus Control Region (LCR) with the luciferase reporter gene system and examined
protein interactions by eletrophoretic mobility shift assay. The transient expression was
studied in three cell lines; K562, HEL and 293, and indicated increased promoter activity of
the promoter containing the Brazilian mutation i all cell lines. The protein-DNA
interaction showed that, in contrast to the *y —198 T->C mutation which has increased
affinity for the Spl protein and creates a motif that behaves like a novel CACCC box in the
y promoter, the Brazilian HPFH mutation decreases the affinity at the Sp1 protein and does
not act as a CACCC motif. These results suggest that this mutation may act to increase the
“y-globin chain production. In addition, the mechanism by which this increased production
occurs 1s different to that of the ~198 mutation. Other proteins may be involved i the

overexpression of the y-globin chain and/or may be dependent upon the DNA structure.

Key words: Hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH), -195 C-2G gamma globin

mutation, gene expression, Spl and electrophoretic mobility shift assay.
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I-INTRODUCAQO

1. Hemoglobina

As hemoglobinas humanas sfo tetrAmeros formados pela combinacdo de 2 cadeias
polipeptidicas do “tipo a” (& ou () com 2 cadeias do “tipo B” (B, 5, v®, v* e ). Cada cadeia
contém um grupo prostético heme, que se liga reversivelmente & molécula de oxigénio,

cumprindo assim a fungo primaria da hemoglobina, que € o transporte de oxigénio para os

tecidos.

A sintese das cadeias globinicas esta sob controle de genes distintos, separados em 2
agrupamentos {clusters); os genes que codificam as cadeias « ¢ C estdo no brago curto do
cromossomo 16 (cluster o) e compreendem uma regido de 30Kb, enguanto que aqueles que
codificam as cadeias B, 3, v, e & estdo no brago curto do cromossomo 11 (cluster ) numa
regiio de 60Kb (Figura 1.1). Todos os genes sio compostos de 3 éxons ¢ 2 introns e tém
uma estrutura similar pois, derivam de duplicagBes e mutacdes de um mesmo gene ao longo
do processo evolutivo. Tanto os genes das cadeias o quanto os das cadeias y sdo
duplicados, os genes o e o sdo similares (nfo diferem nas suas regibes codificantes),
enquanto que 0s genes y¥ e v* diferem entre si pela codificacio de apenas um aminoacido

diferente na posi¢io 136, glicina para o gene v© ¢ alanina para oy” (Bunn & Forget, 1986).

LCR
YHS o 6 54 321 3HS
Cluster B | i ;
Cromossomo 11 L fl e Gyay uR S B |
* ‘L ; E ¥
HS 40

: ool a2 ol

¥ z
Cluster a : ;%f Hhﬂ_i.__...._._
Cromossomo 16 woya O

Figura 1.1 - Organizagio dos genes da globina nos cromossomos 11 e 16 (Beutler er a/,
2001).
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Para que o tetrimero funcional possa ser formado, é preciso que a expressio dos
diferentes genes do cluster o e B se dé de forma balanceada, nos diferentes estigios do
desenvolvimento. Assim, no estagio embrionario, s3o produzidas as hemoglobinas Gower 1
(Cag2), Gower II (a282) e Portland I (Czy2); no periodo fetal, estas sdo substituidas pela
hemoglobina fetal (HbF) (a2y2) que por sua vez, d4 lugar as hemoglobinas A (cf2) € Ag
(0282) no adulto (Figura 1.2).

B
5
>
=
=
=
g;)
£
{a)
z
i
z 5
d B}
40 WEEKS
(b}

Figura 1. 2 — O grifico (a) mostra a produgfic das hemoglobinas e o (b) 2 producio de

cadeias globinicas nes diferentes estigios do desenvolvimento (Beutler ef al, 2001).
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Em individuos normais, a HbA ¢ predominante, compondo mais de 95% do total da
hemoglobina celular, enquanto 2 HbA; se mantém em niveis entre 2-3% ¢ a HbF entre O-
2%. Interessante notar que os genes estdo localizados no cromossomo, na mesma ordem em

que sdo ativados durante o desenvolvimento ontogenético normal (Figura 1.1).

2. Hemoglobina Fetal

A HbF ¢ produzida durante o periodo fetal na propor¢io de 75% de cadeias ve
25% de v* Apos o nascimento ocorre diminuigdo progressiva da produgio de HbF com
aumento da produgio de HbA. No adulto temos a manutengio de 0-2% de produgio de
HDbF pelas células denominadas F, sendo 40% de vY & 60% de v* (Bunn & Forget, 1986).

Persisténcia de maiores niveis de HbF no adulto pode ser encontrada em situagdes
de hiperplasia eritroide reacional, como na Anemia falciforme e P-Talassemia, em algumas
eritroleucemias ou na regeneracdo medular pds quimioterapia (Sheridan, er al, 1976,
Olivieri & Weatherall, 1998 e Weatherall & Clegg, 2001); portanto as celulas
hematopoiéticas tém a capacidade de reativagio parcial da sintese de cadeias y mesmo fora
do periodo fetal.

Qutra situagiio em que temos aumento de HbF no adulto é denominada Persisténcia
Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF). Nesse caso o aumento de HbF ¢ associado a
uma alteracio genética hereditaria sem outro distirbio hematologico significativo (Bunn &
Forget, 1986).

3. Regulac@io dos genes da globina

A regulacdo dos genes da globina depende da interacdo de fatores de transcri¢do
(proteinas regulatorias) com segiiéncias génicas especificas que podem estar adjacentes ao
gene ou mesmo a varios kilobases de distincia. A organizag3o dos genes no Cromossomo,
localizados na mesma ordem em que sfo ativados durante o desenvolvimento ontogenético
normal, levou a suposicdo de que as seqiiéncias regulatérias estariam presentes nas regides
intergénicas as quais programariam o controle de expressio consecutiva da cada gene do

grupo, durante o periodo embrionério, fetal ¢ adulto (Bunn & Forget, 1986). Desta maneira
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foram sendo descobertas varias regies importantes para regulagiio génica, dentre elas as

mais importantes sao a regido promotora e as regides potenciadoras (“enhancers”).

3.1. Regdo promotora

A regifo promotora fica a montante (5°) do sitio de iniciagio da transcrigiic do gene
e ¢ de fundamental importincia para sua transcri¢gio. Estudos de interacio entre DNA e
proteina, sugerem a presenca de varios sitios de ligacdo na regifio proximal dos promotores
com intmeras proteinas eritroides especificas (por exemplo, GATA-1) ou ndo (por exemplo
Spl) (Figura 1. 3) (Gumucio e7 a/, 1988 e 1991; Mantovani ef o/, 1988, Superti-Furga et a/,
1988; Catala ef al, 1989), que sfio necessarias para a correta transcricdo do gene e da sua
intensidade.

Os promotores dos genes €, v, 0 e 3 diferem entre si, com presenca de diferentes
sitios de hgagdo para as proteinas regulatorias, o que certamente esta relacionado com a
diferenca de expressdo desses genes nos diferentes estagios do desenvolvimento (Figura
1.3).

Estudos realizados modificando a seqtiéncia de bases da regiio promotora, uma de
cada vez, constataram que algumas seqiiéncias tém maior influéncia na transcricio do gene,
entre elas destacamos as seqiiéncias TATA, CACCC, regibes rica em CG e CCAAT, sendo
que o CACCC ¢ encontrado predominantemente em promotores eritroides especificos. Os
promotores dos genes da globina apresentam algumas semelhancas e diferencas entre si e
as diferengas s8o, em parte, responsaveis pela diferenca de forga de expressiio de cada gene
nos diversos estagios do desenvolvimento. Todos os genes do cluster 8 apresentam um sitio
CCAAT com a excec¢do do gene 0 e os genes v o t€ém em duplicata. O sitic CACCC
também esta presente em todos os genes, mas no gene § ha uma modificagdo para CCAAC
(Figura 1.3).

Mutagdes na regido promotora podem alterar a afinidade de ligagio de fatores de
transcriciio e conseqilentemente aiterar a expressio do gene (Cunningham & Jane, 1996,
Weatherall & Clegg, 2001). Experimentos anteriores demonstraram, por exemplo, que
delecdo do sitio CACCC no promotor vy, reprime sua expressdo no estagio adulto em

camundongos transgénicos. Porém, uma vez introduzida a mutacio -198 C2>T (relacionada
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a PHHF) nessa construgiio (sem o sitio CACCC}, a expressio do gene vy no adulto €
reestabelecida (Li ef af, 2001). Portanto a mutagdo -198 cria um sitic de ligagio que
substitui a fungdo do CACCC box no promotor gama.

A figura 1.3 representa as regides promotoras dos genes €, ¥ € B e seus fatores de

transcrigao.
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Figura 1. 3 — Fatores de tramscricio das regibes promotoras g, v ¢ f (Cunningham &

Jane, 1996).
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3.2. Regibes potenciadoras da transcri¢do génica (“enhancers”)

Os “enhancers” sio regides que conferem altos niveis de transcricio dependente do
numero de copias, de maneira tecido especifica, em qualquer sitio de integragio do gene em
experimentos com amimais transgénicos, independente da sua orientagdo, posicdo e
distancia em relagdo ao gene. Estdo presentes nos clusters dos genes o (regido HS-40) e B
(no LCR) (Weatherall & Clegg, 2001).

O Locus Control Region (LCR), foi descoberto através dos estudos de pacientes
com ydB-Talassemia secundérias as dele¢es génicas distantes do gene B (Driscoll &
Dobkin, 1989). Ele esta localizado entre 6 e 22Kb & montante (upstream) do gene ¢ e
consiste de cinco sitios hipersensiveis & desoxirribonuclease I (DNAse I), denominados
5’HS1-5 e um elemento a justante (downstrean) do gene da B globina (3’HS1).

Numerosos estudos vém sendo realizados para caracterizar o funcionamento do
LCR e identificar de que maneira ele confere altos niveis de expressdo a genes que se
encontram a grande distincia. Estes dados implicam em caracterizar as seqiiéncias em "cis"
¢ os fatores de trans-ativagio responsaveis pelo controle temporal dos genes da globina. A
ordem e a distdncia do LCR em relagio aos outros genes parece ser importante para a
correta regulagdo dos genmes da globina. Acredita-se que o LCR cria um dominio
cromatinico aberto mais acessivel aos fatores de trans-ativagio e formaria uma alga (foop)
que interagiria diretamente com o promotor através dos fatores de transcrigio, juntamente
com elementos silenciadores (Figura 1.4), mas como é feita a interagio LCR/promotor
ainda ndo esta completamente elucidada (Grosveld er a/, 1987, 1993 e 1998, Li er al, 1999
e Bulger & Groudine, 2000).

A figura 1.4 representa um modelo da interagdo entre 0 LCR e os genes da B

globina nos diferentes estagios do desenvolvimento.
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Figura 1. 4 — Esquema de interagio LCR com os genes da globina nos diferentes
estagios do desenvolvimento. As setas continuas representam a interacfio preferencial
do LCR em cada estigio e a pontilhada onde nio haveria interagdo. O simbolo S

representa elementos silenciadores (Stamatoyannopoulos e al, 2001).

A grande extensio do LCR dificulta sua utilizagio tanto para experimentos in vitro
como na terapia génica em figagio com retrovirus. Deste modo, o estudo da fungfo de cada
um dos seus elementos se faz necessario para o desenvolvimento de um “micro-LCR”
(uLCR), que viabilizaria seu emprege em experimentos in vivo e in vifro (Walsh et i,
1993).

Atualmente, sabe-se que cada sitio hiperssensivel (HS) apresenta uma regido de 200
a 300pb mais ativa onde se ligam diversos fatores de transcricio e que esses elementos
individualmente podem conferir, altos niveis de expressfio, independente da sua posi¢io,
quando ligados aos genes da globina, com efeitos aditivos apos diferentes combinagGes
destes elementos (Li ef al, 1999).

O HS2 parece ser o “enhancer” clissico e sua atividade pode ser detectada em
experimentos de transfecgfo transitoria (Bungert ¢f o/, 1999), enquanto que a atividade dos

sitios HS3 e HS4, podem ser detectadas apenas quando integrada a cromatina (Hardison ef
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al, 1997 ¢ Fraser ef al, 1990). O HS1 ndo parece ter atividade significativa em estudos de
transfeccdo, mas possui papel importante, pois a expressdo em camundongos transgénicos
s6 € completa na sua presenca (Pasceri ef al, 1998). Desta maneira, novos estudos vém
sendo realizados usando pequenas regides do LCR, principalmente a regiio HS2 em
experimentos in vitro para testar eficicia de promotores e mutagdes neles presentes

(Langdon & Kaufman, 1998).

3.3. Expressdo dos genes da globina

No ser humano ocorrem 2 fendmenos de switching (inativagio de um gene
simultaneamente & ativagdo de outro): do periodo embrionéario para o fetal e do fetal para
adulto. No primeiro switching, parece haver uma troca de linhagem celular programada
para produzir cadeias embrionarias (no saco embrionério), para outra apta a produzir
cadeias fetais (no figado e medula ossea) (Figura 1.2) (Wood e af, 1985).

No caso da troca da hemoglobina fetal para aduita, ela ocorre na mesma linhagem
celular, ou seja, a mesma celula expressa as duas cadeias. Experimentos demonstraram que
transplantes de células fetais para a medula 6ssea de um adulto, resultam em produgio
inicialmente de HbF, porém posteriormente de HbA e o tempo decorrido até a troca, nio
depende do tempo do transplante, mas sim da idade gestacional das células fetais
transplantadas. Essa constatacio levou a hipdtese de que o ambiente no qual a célula esta
inserida ndo € tdo importante para o tipo de cadeia produzida, mas sim que haveria uma

programagio celular responsavel por essa troca (Wood ef o/, 1985 e Honing ez al 1995).

3.3.1 Expressio do gene €

Experimentos transgénicos demonstraram que o gene £ ligado ao LCR tem sua
expressdo presente no periodo embrionario € posteriormente silenciado nos periodos fetal e
adulto, independente da presenca de outros genes subsegiientes a ele, indicando que sua
regulagio € autdbnoma (Shih er al, 1990 e Raich er o/, 1990). Delecio da regifio —467 a 182
relativo ao sitio de iniciagdo da transcrigio {(cap site) (Figura 1.3) previne a inibigio da

expressdo do gene, resultando em sua continua expressio até a vida adulta em baixos



niveis, indicando que esta regiio possui elementos silenciadores e & responsavel pela

inativacao do gene (Raich ef g/, 1992 ¢ 1995},

3.3.2 Expressdo do gene y

Animais transgénicos que contém apenas o gene v ligado ao LCR mantém sua
expressdo em altos niveis até o estagio adulto, porém, quando seguido dos genes § ¢ B,
ocorre diminui¢do da sua expressdo. Primeiramente pensou-se que a presenca do gene P
seria importante para inativagdo do gene, provavelmente por competi¢io pelo LCR (Enver
et al, 1990). Porém, outros estudos mostraram que se extendermos o gene v de +1950 a
+4308 relativo ao cap site em animais transgénicos, haveria diminuigio de expressio do
gene ¥ no adulto (Dillon & Grosveld, 1991), sugerindo que esta regido ¢ que silenciaria o
gene v € ndo a presencga dos genes & e 3. Stamatovannopoulos ef al em 1993, através de
expenimentos com deleges sucessivas no promotor do gene v, constataram ainda que a
delegldo da regido entre ~382 e —730bp relativo ao cap site leva a um aumento de expressio

do gene e, portanto tambem seria uma regido silenciadora.

3.3.3 Expressdo do gene [

Construgdes que apresentam apenas ¢ gene [ ligado ac LCR, quando introduzidas
em amimais transgénicos, t€m sua expressdo desde o estdgio embriondrio até o adulto,
porém se colocado o gene v ou outro gene {por exemplo, o o) entreelee 0 LCR, ¢ gene B €
silenciado (Hanscombe ef a/, 1991 e Anderson ef al, 1993). Portanto no desenvolvimento
ontogenético normal parece ser necessario o gene y para manter o gene B silenciado no
periodo fetal, ou seja, parece haver uma competicio entre os genes 3 e v pela ativacio pelo
LCR. No pericdo fetal haveria uma maior afinidade do LCR pelo gene ¥ e no adulto pelo B
(Behringer e7 a/, 1990, Enver e al, 1990 e Peterson & Stamatoyannopoulous, 1993).

Algumas proteinas regulatorias sdo estagio especificas, ou seja, podemos ter uma
proteina que € produzida em determinado estagio do desenvolvimento para se ligar ao
promotor facilitando ou mibindo a sua interagiio com o LCR, ativando ou reprimindo sua

ativagdo. No caso do gene B, verificou-se que camundongos com auséncia do gene que
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codifica a proteina EKLF em homozigose apresentam grave déficit de produgio de cadeias
B e morte do embriio com 15 dias, e em heterozigose diminui¢do drastica da producio de
cadeias 3, sem prejuizo da produgio de cadeias y. Portanto acredita-se que a proteina EKLF
ative especificamente o gene B facilitando sua interagdo com o LCR (Perkins ef a/, 1995 ¢

1996, Nuez et al, 1995 e Gregory ef al, 1996).

4. Hemoglobinopatias

Defeitos estruturais e de sintese da hemoglobina podem levar a doengas hereditarias
de alta morbidade como a Anemia Falciforme e as Talassemias.

A Anemia falciforme ¢ uma doenca hereditaria e apresenta uma freqiiéncia entre 5 a
10% de heterozigotos no Brasil. Ela € causada pela substituicio de uma Gnica base no
codon 6 do gene da B globina (adenina por timina) que resulta na substituicio do
aminoacido acido glutdmico por valina. Essa substituigio leva a formacio de uma
hemoglobina com caracteristicas distintas, a HbS (0uf®,), que quando em concentracdo
elevada (em individuos com a mutagdio presente em homozigose) ¢ na forma desoxigenada
torna-se relativamente insolivel e se agrega em polimeros. A formac¢io destes polimeros
deforma o entrécito originando as classicas formas de hemacias falcizadas. O processo
micialmente € reversivel, porém apds sucessivas polimerizagdes, ha lesio da membrana
celular e a celula se torna irreversivelmente falcizada (Dean & Schechter, 1978). A
polimerizacdo intracelular de HbS desoxigenada corresponde, em esséncia, ao processo
fisiopatologico basico de oclusfo vascular e les@o tecidual, subjacente as manifestacBes
organicas da anemia falciforme (Finch, 1972).

As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de doencas
hereditarias resultantes da redugfio no ritmo de sintese de uma ou mais cadelias globinicas.
Na § Talassemia, ha diminuicdo ou auséncia de produgfo da cadeia B, que leva a
hemoglobinizacdo deficiente e conseqiientemente, microcitose e hipocromia. Além disso, o
excesso de cadeias o, forma agregados nas hemaécias, que causam lesdes na membrana e
interferem no metabolismo celular. Conseqgiientemente, teremos destruicdo prematura dos
eritroblastos na medula dssea, caracterizando eritropoese ineficaz e reduzida sobrevida das

hemacias na circulagdo, determinando o quadro hemolitico.
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Estima-se que a freqiiéncia das 3 Talassemias na América Latina seja entre 1-2%.
Elas podem ser classificadas em B -Talassemia, caracterizada pela supressio parcial na
produgio de cadeias B, ou em B” Talassemia, em que hi auséncia total de sintese de
globina 3. O estado homozigético da maioria das variantes genéticas da P Talassemia
produzem ¢ quadro climco de talassemia maior, cujo paciente apresenta anemia grave com
necessidade de transfusbes regulares para sobreviverem. Os heterozigotos apresentam
apenas discreta anemia que nfio condiciona manifestagdes clinicas relevantes. Entre esses 2
limites, existem algumas formas de combinagio genética que levam a um quadro de B
Talassemia intermedidria com quadro clinico nfo tdo grave quanto da talassemia maior
(Cividalli er a/, 1980).

Varias alteragbes moleculares podem levar a um quadro de Talassemia, desde a
delegdo de um Gnico nucleotideo, grandes delecdes, até insergbes, ou mutagdes de ponto
nas diferentes regides do gene (Bank, 1978).

Desde 1972, estudos clinicos j4 demonstravam que o aumento do nivel de HbF tem
relacdo inversa com a gravidade da doenca (Perrine er al, 1972, Powars ef af., 1984 ¢
Olivieri & Weatherall, 1998). Desde entio o mecanismo pelo qual a HbF interfere na
fisiopatogenia da doenca vem sendo estudado. No caso da Anemia Falciforme, a HbF além
de diminwir a porcentagem de HbS na hemacia, inibe a polimeriza¢io diminuindo o
fendmeno de falcizagdo. Na $ Talassemia com aumento de expressio do gene v, ha
diminuigiio do excesso de cadelas o e conseqiientemente menor formagio de agregados na

hemacia (Rodgers, 1997 e Zago et al, 2001).

5. Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal

As PHHFs comp&e um grupo heterogéneo de individuos com aumento de HbF na
vida adulta, sem outro distarbic hematologico associado. Os niveis de HbF em
heterozigotos € de 3-20% e a sua distribuigio entre os eritrécitos €, em geral, uniforme. Do
ponto de vista molecular, elas sdo caracterizadas por delecdes génicas ou por mutaches de
ponto e o estudo das alteragOes moleculares que levam a PHHF ¢ de suma importancia para
o conhecimento de regides fundamentais para a manutengio da expressdo das cadeias v no

adulto.



5.1. PHHF secundarias a deleg¢Ges génicas

As formas delecionais da PHHF sdo caracterizadas por grandes deficiéncias no
grupo dos genes B, em geral, com preservacio dos genes v e v© {Figura 1.5). Nelas ocorre
geralmente aumento nas duas cadeias v* e v* (Kutlar er al, 1984, Henthorn ef al, 1986,
Sanglio ef al, 1986, Collins e al, 1987, Camaschella ef al, 1990 e Kosteas ef al, 1997).

Interessante notar que delegdes no cluster § podem resultar em um guadro clinico
benigno como o da PHHF, ou em doengas como a (8B)° — Talassemia (Figura 1.5), portanto
o estudo dos diferentes pontos de quebra entre os portadores da PHHF e a (58)° —
Talasserma € de suma mmportincia para o reconhecimento de seqiiéncias regulatérias da
expressio do gene v.

Existem 3 hipoteses para explicar 0 mecanismo responsavel pelo aumento de HbF
nas PHHFs delecionais: por competicio, ou seja, que a auséncia dos genes & e B favoreceria
a expressdo do gene v (Peterson & Stamatoyannopoulos, 1993 e Weatherall ef al, 2001),
et al, 1994 e Stamatoyannopoulos et al, 1997) ou por justaposicio de elementos
potencializadores (enhancer) presentes a 37 do cluster, nas proximidades dos genes v (Tuan

et al, 1983 e Arcasoy et al, 1997).

A figura 1.5 representa as regides deletadas no cluster §§ que resultam nas PHHFs

tipolabe (3B’ — Talassemias.
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Figura 1.5. — PHHF delecionais. Na parte superior temos a representacfio dos genes do

cluster B, e inferior a ele, as regifes que sdo deletadas nas PHHFs e mas 5By’
Talassemias (Andrade, 2003).

5.2. PHHF secundarias a mutagdo de pounto

As PHHFs decorrentes de mutago de ponto sio caracterizadas pela substituigio de
um nucleotideo na regidio promotora tanto nos promotores dos genes v quanto de yo
(Tabela 1.1). InGmeras mutagdes foram descritas associadas ao aumento na expressdo dos
genes da globina in vivo, sugerindo que estas regiSes sdo importantes na regulacdo da
expressao dos genes y (Gumucio ef al, 1988 ¢ 1991, Mantovani ef al, 1988, Catala ef al,
1989, Ulrich ef al, 1990 e Stetmberg, 1995).

Na tabela 1.1 estfo as mutacBes encontradas nas regifes promotoras dos genes e

v relacionadas com & PHHF e a porcentagem de HbF presente em heterozigotos.

31



Tipo Substituicio het?iggote Referéncia
v* | Black 202 (C>T) 2-4 Gilman et al, 1988a
British -198 (T—>C) 3-10 Tate et al, 1986
Ttalian -196 (C>T) 12-21 Giogliont et al, 1984;
Gelinas et af, 1936
Brazilian -195 (C=>G) 5-7 Costa ef al, 1990
Black -175(T—=>C) 37-39 Stoming ef al, 1989
Greek /Black  |-117 (G>A) 10-20 Gelinas et al, 1985
Collins ef al, 1985
Black 13bp deletion 114 2 -102 30-32 Gilman ef ol 1988b
Georgia -114 (C>T) 3-5 Oner et al, 1991
v9 | Black 202 (C2G) 15-25 Collins ez al, 1984
Black/Sardinian |-175 (T>C) 17-30 Ottolenghi et al, 1983,
Surrey ef al, 1988
Australian -114 (C=>G) 11-14 Motum ef al, 1994
Japanese -114 {C-=>T) 8 Fucharoen et a/, 1990
Algerian -114 {C2A) 3,5 Zertal-Zidani er of, 1999
Swiss -100 (A= C) 3 Indrak ef al, 1991

Tabela 1.1, — PHHFs decorrentes de mutaces de ponto {adaptado de Weatherall &
Clegg, 2001).

No caso das PHHFs secundarias & mutagdes de ponto, acredita-se que a presenga da
mutacdo interfira com a ligacdo de proteinas de transcrigio na regifio promotora (Figura
1.6), seja dimmuindo a ligagio de elementos supressores seja facilitando a ligagiio de
ativadores da transcrigio (Forget, 1998).

Varios estudos ja demonstraram alteragdo de ligagic de proteinas regulatdrias no
promotor v, a mutacdo -117 (G—>A) aumenta a interac@o das proteinas CP-1 e CDP e

diminut a interagio com GATA-1 e NF-E3 (Superti-Furga ¢f of, 1988 e Mantovani ef al,
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1988), a mutagio —175 T-> A abole com a ligagdo da proteina OCT-1 e altera ligaciio com a
proteina GATA-1 (Mantovani ef al, 1988 e Gumucio ¢f af, 1988) ¢ a mutagiic -202 C>T
reduz a ligacio com a proteina Spl (Sykes & Kaufman, 1990). Uma alteracio cujo
mecanismo de aumento de cadeia v j& esta bem caracterizada ¢ a mutagdo —198 T->C.
Estudos demonstraram que ela cria um novo sitio CACCC box que tem alta afinidade pela
proteina Spl, o que aumenta a forga do promotor v mantendo a sua expressdo na fase adulta
(Liet al, 2001).

A figura 1.6 representa um esquema da regiio promotora ¥, com as regides em que
se ligam os fatores de transcrig@o e as posi¢des em que se encontram as mutagdes de ponto
relacionadas a PHHF.

i
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Figura 1.6. — Fatores de tramscricio na regifio promotora do geme v. Os nimeros
representam as posicdes das diversas mutacdes relacionadas a PHHF em relacde ao
cap site e também esquematizado as proteinas que se ligam em regifes préximas a
essas mutacies (Weatherall & Clegg, 2001).
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Para provar que determinada mutagio é responsavel pelo aumento de expressao do
gene v, € necessario ndc somente a constatagio da relacio entre a presenca dessa mutacio
com a elevacdo dos niveis de HbF (estudo familiar mostrando que somente os portadores da
mutacdo apresentam aumento de HbF), mas também de experimentos iz vitro ou in vivo
demonstrando esse aumento de expressio.

Ao longo das Ultimas décadas, experimentos in vifro para andlise de expressao
génica vém sendo realizados utilizando ¢ sistema de gene reporter. Nesses sistemas,
sequéncias promotoras ou enhancers a serem estudados sio ligados a vetores de expressio
¢ transfectados em uma célula. Os vetores de expressio contém um gene codificador para
uma proteina cuja expressdo ¢ determinada, em geral, através de um ensaio enzimatico. Sua
atividade correspondera a transcri¢io do gene e conseqientemente a for¢a do promotor e/ou
enhancer. Dessa maneira, varias mutacdes de ponto relacionadas &8 PHHF foram testadas; a
~198 T=> C e -196 C> T por Ronchi ez af, 1989 e Fischer & Nowock, 1990, a-175T=> C
por Nicolis ez a/, 1989, Llovyd ef al, 1989, Gumucio ef al, 1990 e Motum ef o/, 1993, a 202
C-> G, -196 C> T e-117 G> A por Ulrich & Ley, 1990, e a ~195 C = G por Schreiber
etal, em 2001.

Os primeiros experimentos realizados continham apenas a regifo promotora sem a
presenca de elementos do LCR. Ronchi er al, em 1989 e Fischer & Nowock, 1990,
demonstraram em experimentos de expressio usando o gene reporter CAT
(chioramphenicol acetyltransferase), aumento de expressio do promotor entre 4 aSe 2 a
3,9 vezes respectivamente, com a mutacio —198 em comparagdo com o promotor normal,
porém os dois autores nio constataram aumenio de expressio para a mutacio —196.
Também com gene reporter CAT, Nicolis e7 a/, 1989, Lloyd ef al, 1989 ¢ Gumucio et al,
1990 mostraram aumento de 3 a 9, 2 a 3 e 3,7 vezes, respectivamente, para a mutagio 175
T = C. Utilizando um outro gene reporter, o hGH, Motum ef al, em 1993 também
constataram um aumento de express3o para as mutagdes —175 e —198 de 5,8 e 2.5 vezes
respectivamente.

A mutaglo 195 C->G foi descoberta por Costa ef af em 1990 através do estudo de
um paciente caucaséide portador de esferocitose hereditaria e esplenectomizado que
apresentava 7% de HbF sendo 86,1% de "fi‘ e 13,9% de yG_ Dois dos seus quatro irmdos

também apresentavam aumento de HbF (4,5 e 4,7%), com predominic de cadeia ‘;fA‘, mas
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nfo eram portadores de esferocitose. A regifio promotora v foi seqiienciada e detectada a
substituicdo do nucleotideo C para G na posicio ~195 relativo ao sitio de micio da
transcrigdo em heterozigose. A regio onde for encontrada a mutagdo apresenta outras
substitui¢cdes relacionadas a casos de PHHF e, portanto parece ser importante para a
regulagdo do gene da globina y.

Em 1998 Bordin ef a/ estudou mais 3 individuos de diferentes familias e 3 membros
de uma mesma famiha identificados através de um programa de triagem para
hemoglobinopatias do Hemocentro da UNICAMP, com aumento de HbF (entre 5,5 ¢ 8,5%)
e niveis de cadeia v* entre 73 a 100%, e todos apresentavam a mesma mutagiio da PHHF
tipo Brasileira. O estudo dos familiares demonstrou que os individuos com niveis normais
de HbF ndo apresentavam a mutacio.

Para comprovar que a mutagio —195 C—>G era realmente a responsavel pelo
aumento de expressio de cadeia v*, alguns experimentos preliminares in viro foram
levados a efeito por Schreiber ef al em 2001, e ao contrario do que € verificado nos
individuos portadores da mutagio, o promotor mutante ndo mostrou aumento da atividade
in vitro. Uma das hipOteses aventadas como responsavel por esse fato foi a auséncia de
seqiiéncias necessarias para ativagio do promotor, como por exemplo o LCR (Schreiber ez
al, 2001).

Tendo em vista a estreita relacio entre o aumento dos niveis de HbF e a mutagdo -
195 C>G, este trabalho, testa a atividade do promotor mutante através do estudo da
expressio génica em associagdo com elementos do LCR e sua interacio com a proteina
Spi, contribuindo assim para um maior conhecimento das varias fungbes da regido
promotora e do modo como atuam na regulagdo de promotores normais ou com mutagdes
associadas & PHHF.

[¥5]
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II- OBJETIVOS

1. Analisar a expressio do promotor da globina gama A contendo a mutacdo PHHF
tipo Brasiletra in vitro na presenga do HS2 — LCR, comparando-a com o promotor
normal e o promotor com a mutagdo —175 através da metodologia do gene reporter da

luciferase nas linhagens celulares 293, HEL e K562,

2. Caracterizar as interagdes DNA-proteina entre as regides do promotor de globina
v* onde se encontram a mutacio da PHHF tipo Brasileira, com proteinas de extrato
celular de células entroides e da proteina Spl, na tentativa de identificar o(s) fator(es)

de transcrigio envolvidos nesse controle.
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I - RESUMO DAS ETAPAS EXPERIMENTAIS

Para atender o objetivo 1:

1. Construgdo do vetor de expressio contendo a regiio promotora v.

1.1, Extrac@o de DNA gendmico de individuo heterozigoto para a mutacio —195

C->G e individuo com regido promotora normal.

1.2, Amplificacdio da regifo promotora através da técnica PCR ou através da téemica

de mutagénese sitio dirigida para a mutagio -175 T=>C.

1.3. Clonagem do fragmento amplificado no vetor PCR®2.1-TOPO (Invitrogen-Life
Technologies).

1.4. Sequenciamento do vetor para identificar a presenga do promotor normal ou com

a mutacio.

1.5. Clonagem da regiio promotora normal e mutada no plasmideo de expressao.

2. Construgdo do vetor de expressdo contendo a regido promotora y € o HS2-
LCR.

2.1. Amplificar os elementos do HS2-LCR através da técnica de PCR de DNA

gendmico e sequenciamento para confirmar a seqii€ncia desta regifo.

2.2. Clonagem desse fragmento nos plasmideos contendo os promotores de globina v

normais € mutados (construidos no item 1}.

3. Analise de expressio génica.

3.1. Cultura das células K562, HEL e 293.
3.2. Transfecc¢do das construgdes (item 2) nas células K562, HEL e 293.

3.3. Analise da expressdo do vetor através da atividade da luciferase nas trés linhagens

transfectadas.
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Para atender o objetivo 2;
4. Analise da interagio DNA-proteina.

4.1. Construgdo de sondas do promotor v normal e mutados.

4.2. Marcac8o da sonda com isotopo radioativo.

4.3. Extragdo de proteinas nucleares das células K562, HEL e 293,

4.4. Ligagdo das sondas com protefna purificada Sp1 e extrato nuclear, na presenca ou
auséncia de competidor.

4.5. Analise da ligagio DNA-proteina em gel de poliacriamida.
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Materiais e Métodos
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IV - MATERIAIS E METODOS

Descoberta em 1990 por Costa e7 al, a mutagio —195 C=>G foi detectada em alguns
individuos no Laboratério de Terapia Génica do Hemocentro de Campinas (Bordin et al,
1998). O DNA de um desses pacientes foi extraido a partir de uma amostra de sangue, e
utilizado como molde para a obtengdo da regifio promotora com a mutagdo para os
expenmentos de expressdo génica. Da mesma maneira, o DNA de um individuo sem
alteragfio na eletroforese de hemoglobina (HbA, HbA, ¢ HbF em niveis normais) e regidao
promotora com sequenciamento normal foi utilizado de molde para o promotor normal.

A tabela 4.1 mostra os dados hematologicos do portador da PHHF do tipo

Brasileira, cujo DNA foi utilizado para construgio do vetor de expressio.

GV (10°mm’ )| Hb (g/dl) Ht (%) VCM ) | HCM (pg) HbF (%) HbA, Eletroforese de
cadeias
4722 13,1 37.9 89,7 31,1 8,16 2,24 A gama

Tabela 4.1 - Dados hematolagicos do portador da mutacic PHHF tipo Brasileira.

1. Construcdo do vetor de expressdo contendo a regidio promotora v.

1.1. Extracdo de DNA genbmico

Foi coletado 10ml de sangue com EDTA e centrifugado a 3.000 T.p.m. por 15 min.
para separacdo e retirada do plasma. As hemacias foram em seguida lisadas pela adigiio de
40ml de solugdo de NH4Cl 0,144M e NHLHCO; 0,01M (proporgao 10:1) e centrifugadas
por 15 min., para decantagio dos leucocitos, por 2 vezes para se obter uma massa de
leucocitos livre de hemacias.

O conglomerado de leucocitos foi dissolvido em 10ml de solucdo contendo Na(l
0,3M, EDTA 10mM, Tris/HCI pH7,5 10mM, Uréia 7M., SDS 0,5% e incubado a 37°C por

aproximadamente 16hs.
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Apos incubagfio, adicionou-se 10ml de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na
proporgdo 25:24:1 e centrifugado & 3000r.p.m. por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo com cuidado para ndo levar a interfase composta de
proteinas. Repetiu-se o procedimento mais duas vezes sendo que a ultima vez foi
realizada somente a adigdo de cloroformio/alcool isoamilico na proporgdo 24:1. Ao
sobrenadante, foi adicionado 2,5 vezes o volume de etanol absoluto gelado com 10% de
acetato de sodio 3M para precipitagdo do DNA.

O DNA precipitado foi lavado com etanol a 70% para eliminar residuos de fenol e
sal e deixado em temperatura ambiente para secar. Uma vez seco, 0 DNA foi diluido em

4gua deionizada estéril e guardado a -20°C até ser utilizado.

1.2. Amplificacdo da regido promotora
1.2.1. Reagfio em cadeia da polimerase

Para construgio do vetor de expressio, 670pb da regido promotora da globina gama
A {Genebank HUMHBB nucleotide 38792-39462) foi amplificada através de DNA
genbmico, utilizando a técnica de reago em cadeia da polimerase (PCR) em ciclador
térmico automatico {Erlich, 1989). Cerca de 1ul de DNA foi amplificado em 3ul de
tamp@o; 1pl de dANTP 10mM; 2ul de MgCl; 50mM; 10puM do primer P1 e P2 (Tabela 4.2),
1 unidade de Tag DNA polimerase e dgua deionizada esténl suficiente para 50ul de volume
final (todos reagentes fornecidos pela Gibco-BRL). Colocado em ciclador térmico
automatico por 7 min. a 94°C para desnaturagio inicial, seguido de 33 ciclos de | min. a
94°C para desnaturacdo, 1 min. a 53°C para anelamento ¢ 1 min. e 30 seg. a 72°C para
extensdo, o programa finaliza com 7 min. de extensdo final.

Os produtos da reaclo foram visualizados em gel de agarose 1% em tampdo TAE
(Txis-Acido acético-EDTA), corado com brometo de etidio (Sug/dl), sob luz ultravioleta
com amplificagio de fragmentos de 670pb.

Para direcionar a clonagem do promotor no vetor de expressdo, a amplificagio dos
fragmentos normais e mutados {(mutagdo da PHHF tipo brasileira —195C—G) do promotor

do gene globina v foi realizada com primers contendo em sua porgio 3', uma cauda para
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enzima de restricdo; o primer sense P1 com sitio para enzima X#ol e o antisense P2 para
Hindlll descritos na Tabela 4.2.

Nome Seqiiéncia
Pl Xhoi
5 ATCTCG AGT GAA ACT GTG GTC TTTATGA 3
P2 HindlT
5" CTAAGC 7T CTG GAC TAG GAG CTTATT G 3

Tabela 4.2 — Primers utilizades no PCR da regifio promotora. Em itilico a seqiiéncia

adicionada com o sitio de restri¢io para as enzimas Xhol e HindIII,

1.2.2. Mutagénese sitio dirigida por PCR

A muta¢io —175 T->C foi produzida pela técnica de mutagénese sitio dirigida como

descrito por Motum ef af (1993). Essa técnica foi desenvolvida em 3 estagios:

1* estigio - Consistiu em duas reacdes de PCR em separado, usando DNA de
individuo com a regido promotora normal como molde. Na primeira reagdo foi utilizado o
primer sense P3 (Tabela 4.3) ¢ como primer antisense, um oligonucleotideo que contém a
regidgo da mutagdo —175, com o nucleotideo C na local do T na posicio -175 (P173as
Tabela 4.3) com amplificagiio de um fragmento de 164pb (Genebank HUMHRBB nucleotide
39092-39239). Na segunda reagio foi utilizado como primer sense, um oligonucleotideo
complementar ao P175as, contendo a mesma mutagio (P175s Tabela 4.3) e como antisense
o primer P2 (Tabela 4.3) com amplificagio de um fragmento de 243pb (Genebank
HUMHBB nucleotide 39239-39462). Desta forma os dois produtos do PCR obtidos tém a

troca da base C no local da T na posigiio -175.

2° estagio - Os produtos das reagdes de PCR obtidos no primeiro estagio, foram
misturados e submetidos a 35 ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo, utilizando a
Taq DNA polimerase, sem a necessidade de utilizacdio de primers, pois os primers P175s e
P175as s@o complementares e conseqiientemente os produtos do PCR 1 e 2 do primeiro

estagio irdo se complementar e servirdo de primer um para o outro.
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3® estagio - Cerca de 1 ul do produto de PCR obtido no segundo estagio foi
utilizado em uma nova amplificagio para se obter uma quantidade maior do produto de
PCR contendo a mutagdo. Foram utilizados os primers P3 e P2 gue contém sitio para
enzima de restricio Xhol e Hindlll respectivamente para facilitar a clonagem no plasmideo

de expressio.

A figura 4.1 representa um esquema da técnica do PCR mutagénese sitio dingida

para obtengdo do promotor com a mutagdo ~175.
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P2 HindllI
5’ CTAAGCTIT CTG GAC TAG GAG CTT ATT G 37

P3 Xhof
STATC TCG AGC TAT GAT GGG AGA AGG AAAC3T

P173s 5" CTC AAT GCA AACATC TGT CTG 37

P175as 5'CAG ACA GAT GTT TGC ATT GAG 3’

Tabela 4.3 — Primers utilizados na técmica de PCR mutagénese. Em itilico as
seqiiéncias adicionadas com sitio de restricio para as enzimas HindIIl ¢ Xhol . Em

negrite o nucleotideo trocado (T->C) para se obter a seqiiéncia com a mutacio.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas como descrito no item 1.2.1, porém com
temperatura de anelamento de 55°C e extensdo final de 1 minuto. O fragmento final obtido

possui 386pb (Genebank HUMHRBB nucleotide 39092-39462).

1.3. Clonagem do fragmento amplificado no vetor PCR®2.1-TOPO.
1.3.1. Reacdo de Ligacdo

Os fragmentos do promotor da globina v* (normal, com 2 mutagiio —195 e —175)
amplificados por PCR apresentados no item anterior, foram entfic clonados no vetor
PCR®2.1-TOPO (Invitrogen-Life Technologies) para selecionar clones com o promotor
mutante (uma vez que a mutacdo —195 foi encontrada em heterozigose) e serem
seqiienciados.

A enzima 7aq polimerase, usada para a reacdo de PCR, adiciona uma
deoxiadenosina na terminagdo 3° do produto final do PCR. O vetor PCR®2.1-TOPO
apresenta um residuo deoxitimidina na por¢io 3° o que permite maior eficiéncia de ligagio

do produto do PCR no vetor.
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A ligagdo consiste em misturar 1 a 4ul do produto do PCR com 1ul de solugio de
NaCl 1,2M e MgCl, 0,06M, 1 pl do vetor PCR®2.1-TOPO e 4gua delonizada suficiente

para um volume final de 6pl e incubar a reagdo por 5 minutos a temperatura ambiente,

1.3.2. Transformacio

A transformagdo em bactéria competente Escherichia coli (DHS5w) foi realizada por
choque térmico que consiste em incubar 2 pl da reagdo de ligacio (item 1.3.1.), com 50 ul
de bactéria competente por 30 min. em gelo, seguida de 45 seg. a 42°C, e novamente no
gelo por 2 minutos.

Em seguida, adicionou-se 950ul de meio de cultura SOC (Triptone 2%, Extrato de
Levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCl 2.5mM, MgCl, 10mM, MgSO; 10mM e glicose 20mM)
e incubou-se a 37°C, sob agitagio por 60 min. Apos esse periodo, o meio foi centrifugado a
10.000 r.p.m. por 30 seg. e 900ul do sobrenadante retirado e o precipitado de bactérias
ressuspenso nos 100 pl restantes do meio e espathado em placa Petri, contendo meio LB
solido (Triptone 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 10mM, agar 15g/L), ampicilina
(50mg/ml-Sigma) e solucdo de X-Gal 40mg/mi ¢ IPTG 100mM para selecio de coldnias
gue contenham o inserto (fragmento de PCR), pois quando introduzido no vetor, o inserto
inativa o gene lacZ o que permite a identificagfio dos clones recombinantes pela cor branca
da coldnia em contraste com a cor azul dos clones que nio possuem o inserto. A placa de

Petri foi incubada por 14 a 16 horas em estufa a 37°C.

1.3.3. Extrag@o do DNA plasmidial

Foram selecionadas as coldnias brancas da placa de Petri (item 1.3.2.), e transferidas
para 3mi de meio LB (Triptone 1%, Extrato de Levedura 0,5%, NaCl 10mM) com
ampicilina 50mg/m! e deixado sob agitagio por 16hs a 37°C. A cultura foi em seguida
centrifugada a 6,000 rpm por 15 minutos, com a finalidade de se recolher o precipitado
bacteriano.

A extrago do DNA foi realizada utilizando-se o kit de Extragiio de DNA plasmidial

Life-Concert (Gibco-BRL) segundo as instrucdes do fabricante. A técnica consiste em lise
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alcalina da bactéria, ligacio do DNA plasmidial a2 uma coluna de resing anidrnica e remogio
do RNA, proteinas e outras impurezas através de sucessivas lavagens em meio com média
concentracdo de sal. O DNA plasmidial foi eluide com tampdo rico em sal e precipitado
com isopropanol. A concentracdo e a qualidade do DNA foi determinada em

espectofotdmetro a 260 e 280nm, em luz ultravioleta e/ou gel de agarose a 1%

1.4 Sequenciamento

0 sequenciamento automatico foi realizado no sequenciador ABL prism 377 DNA
sequencer. O principio do sequenciamento se baseta no método de Sanger ef of (1977),
porém ao invés de marcador radicativo € usado o éigéfye% que € um marcador de
fluorescéncia.

Para a reacdo de sequenciamento misturou-se 2,5uM do primer P1 (Tabela 4.2), 1ul
de bigdye, 25 a 100ng de DNA e agua estéril para 10ul de volume final, e a reagdo foi
submetida & 2 min. a 94°C para desnaturagdo inicial e depois 35 ciclos de 30 seg. a 94°C
para desnaturacgio, 30 seg, a 53°C para anelamento & 4 min. a 60°C para extensdo.

Os fragmentos amplificados foram aplicados em um gel de acrilamida e submetidos
a um campo elétrico, onde sdo separados por tamanho. Quando passam pela regiio de
leitura, o laser excita o corante fluorescente que emite luz em um comprimente de onda
especifico para cada base. Hsses dados sfio analisados em computador que emite os
resultados em forma de um grafico (eletroesferograma) onde cada cor representa um
macleotides: G, A, T ou C. A seqliéncia enconirada foi comparada com banco de dados do
Genebank para se localizar a seqiiéncia de base no gene da globina (Genes da globina
humana = GI 455025) utilizando o programa Blast 2 sequence disponivel no site
hitp:/www.avbi.nlm.nih.gov:80 e identificados clones normais & com as mutagles ~195 ¢ —

175,

1.5. Clonagem no vetor de expressio

Uma vez identificados os clones normais e os contendo a mutago, os mesmo foram
clonados ne vetor da luciferase pGL2basic - Promega {Figura 4.2) que contém o gene da

Firefly luciferase {vetor de expressfo). Foram construidos vetores contendo o promotor da
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globina gama A normal (Promotor y* normal), com a mutagio ~195C—=>G (Promotor
mutagdo —195) e a mutagdo 175 T-> C (Promotor mutagiio —175),

Aproximadamente 6ul de cada plasmideo contendo os promotores ¥* obtidos no
item 1.3.3. foram entdo digeridos com as enzimas Xho! e Hind III (1ul de cada) para
separar o inserto do vetor. A digestdo foi visualizada em gel de agarose para se selecionar a
banda do inserto que, posteriormente foi extraida do gel e purificada com a utilizagdo do kit
de extracdo de DNA do gel da Concert-Life, segundo as instrucdes do fabricante. Da
mesma maneira ¢ vetor da luciferase pGL2basic, foi digeridos com as mesmas enzimas
Xhol ¢ Hind III, cujo sitio de restrigio estd presente em seu polilinker, regiio onde o
promotor do gene da globina y* foi inserido de maneira direcionada para expressdo do gene
(Figura 4.3).

poiy( A} signal
{for background reduction)

3 Polilinker

pGLZ-Basic
Yector
{5587bp}

poly{A} signal
{for juc reporist’

Q313 A0 giE

Figura 4.2 — Vetor de expressfio da luciferase: pGL2-basic. Em amarelo o gene da
luciferase (luc) e em azul e vermelho os sitios das enzimas utilizadas na clonagem de

HS2 e regifio promotora, respectivamente.

A ligagdo foi feita com a utilizagdo de 0,5u! da enzima T4 ligase (Gibco-BRL),
tampdo da enzima e aproximadamente 30ng do vetor (PGL-2-basic) para 10ng do inserto
{promotor gama A} (Figura 4.3). A reagfo foi incubada 14°C por aproximadamente 16hs e
transformada como citada no item 1.3.2. Realizada extragio do DNA plasmidial {como no

item 1.3.3.) e sequenciamento para confirmar a presenga ou auséncia das mutacdes.
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A Figura 4.3 represenia um esquema do experimento de clonagem do fragmento de

PCR do promotor y no vetor de expressio luciferase.

*hol Hind III Hind IT1 XhoX

4 R §

T4 DNA Ligase

\

Figura 4.3 — Esquema da clonagem de promotor gama no veter da luciferase.

Uma vez confirmada a seqiiéncia, para se obter uma maior guantidade de DNA
plasmidial para os experimentos de transfecg8io, a bactéria contendo o DNA plasmidial foi
cultivada em 500ml de meic LB e o DNA plasmidial extraido pela técnica de
maxipreparacdo (Qiagen). A técnica tem o mesmo principio descrito no item 1.3.3, porém
utifizando uma coluna com maior capacidade de retengio do DNA plasmidial.

Ao final desse processo temos 3 construcdes compostas pelo vetor da luciferase
p(GL2basic ligados a regifio promotora y* normal, com a mutagic -195 ou —175,
denominados Promotor gama A normal, Promotor mutacio —195 e Promotor mutagio —175

respectivamente, representados na Figura 4.4.
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ame pormal-

Figura 4.4 — Vetores de expressio promotor gama e luciferase.

2. Construg8o dos vetores de expressio contendo a regidio promotora
v e 0 HS2-LCR

2.1. Amplificagdo do fragmento HS2-LCR

A regiio de 756pb do HS2-LCR foi amplificada através da técnica de PCR
(Genebank HUMHBB nucleotide 8485-9224) da mesma maneira descrita no item 1.2.1,
porém com temperatura de anelamento de 57°C e utilizados os primers PHS2s e PHS2as
(Tabela 4.4), nos quais foi acrescentado na suas extremidades 5, sitic para enzima de

restrico Smal e Kpnl utilizados para facilitar a clonagem.

PHS2s Smal

5"ATC CCG GGT AAGCTT CAG TYTTTC 3
PHS2as Kpnl

S CIGGIACCCAGATC TGACCCCGTAY

Tabela 4.4 ~ Primers utilizados no PCR da regiio HS2-LCR. Em itilico a segiiéncia

adicionada com sitio de restri¢do para as enzimas Smal e Kpnl.
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2.2. Clonagem do fragmento HS2-LCR no vetor de expressdo

Uma vez amplificado, o fragmento obtido no item 2.1. foi digerido com as enzimas
Smal e Kpnl, e inserido nas construgBes do vetor de expressiio da luciferase com os
diferentes promotores v (obtidos no item 1.5.) nos sitios de restrigio Smal e Kpnl do
polilinker (Figura 4.2). As técnica utilizadas foram as mesmas descritas na clonagem
anterior {item 1.5.).

A figura 4.5 representa um esquema do experimento de clonagem do fragmento de
PCR contendo o sitio hiperssensivel 2 do I.CR (HS2-LCR) nas construgdes obtida no item

1.5 (Figura 4.4) contendo o vetor de expressio luciferase e o promotor v.

Smal KpnI Kpnl Smal
¥ 11 3

Ghlemwsa

T4 DA Ligass

§

Figura 4.5 - Esquema da clonagem do fragmento HS2-LCR nas construcdes contendo

g prometor gama ¢ ¢ vetor da luciferase.
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Desta maneira teremos ao final desse passo, 3 construgSes compostas pelo vetor da
luciferase pGL2-basic, ligado ao HS2 ¢ a regido promotora v* normal, com a mutagio —195
ou —175, denominados HS2 - Promotor gama A normal, HS2 - Promotor mutagiio ~195 e

HS2 - Promotor mutagdo —175, respectivamente, representadas na Figura 4.6.

Figura 4.6 - Vetores de expressio HS2-promotor gama-luciferase.

Novamente a presenga da regifio HS2 e do promotor foi confirmada por
sequenciamento e realizado extragio do DNA plasmidial pela técnica de maxipreparagio

(Qiagen) para se obter uma maior quantidade de DNA para os experimentos de transfec¢io.

3. Anélise de expressdo génica

Para o estudo de expressdo in vifro, os plasmideos obtidos no item 2.2. foram

introduzidos em 3 tipos celulares; K562, HEL (human erythroleukemia) e 293.
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3.1. Cultura de célula

As células K562 e HEL sio células que crescem em suspensio e foram cultivadas
respectivamente em meio DMEM e RPMI 1640 com 10% de soro bovino fetal a 37°C com
80% de umidade e 5% de COa.

A célula 293 cresce aderida a garrafa e foi cultivada em DMEM com 10% de soro

bovino fetal com 10% SBF em estufa 2 37°C com 80% de umidade e 5% de CO,,

3.2. Transfecgdo

Foram utilizadas 2 metodologias conforme o tipo celular.

3.2.1. Transfecgdo por eletroporagéo

Para as células K562 ¢ HEL que se desenvolvem em suspensdo, utilizamos o
método de eletroporagio (Pahl er al, 1991). Nesse método as células s30 expostas a um
pulso elétrico breve (voltagem de 0,25kV e capacitdncia de 975uF, por 17mseg), que
produz poros temporarios na membrana celular, permitindo a entrada do DNA plasmidial
exbgeno. A eletroporagio foi realizada em BioRad gene pulser II, com cubeta de
eletroporacdo de 0,4 cm,

O método consistiu em lavar as células 2 vezes com PBS, ressuspendé-las em meio
RPMI - 1640, para uma concentragdo final de 10° células por cubeta (0,5 ml). Adicionou-se
20ug DNA plasmidial a ser testado e 1ug de plasmideo controle pRL-TK (Promega) ¢
incubado por 10 min. no gelo. Realizou-se o processo de eletroporag@o (choque elétrico) e
novamente submetidas ao gelo por 10 a 15 min. Em seguida, as células foram transferidas
para placa com 10m! de meio RPMI - 1640 com 10% de SBF, e incubadas por 24 horas a

37°C com 30% de umidade e 5% de CO; antes de serem analisadas.

3.2.2. Transfeccdo por lipofecgdo

Para as células 293 que crescem aderidas a garrafa de cultura, a transfecgo foi

realizada através da lipofecgdo. Dois dias antes do experimento, 10" células/Sml foram
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colocadas em cada placa, para que no dia do experimento estivessem aderidas a placa com
70 a 90% de confluéncia. Nessa técnica o reagente Lipofectamine (Gibco), composto por
lipideos catidnicos, foi misturado & 3ug de plasmideo a ser testado e 0,15ug de plasmideo
controle pRL-TK (Promega). O lipideo catibnico, cuja superficie € positiva, atrai e engloba
a molécula de DNA, formando um complexo lipossdmico. Uma vez em contato com as

celulas, este complexo tem afinidade pela membrana celular (composta por lipideos) sendo

introduzido dentro da célula.
As celulas foram expostas ao complexo DNA-lipofectamine por 2 horas, trocado o

meio e cultivadas por mais 20hs, para expressdo do gene antes da lise das células e leitura

da luminescéncia.

3.3 Analise da atividade de luciferase

A andlise da atividade de luciferase foi realizada utilizando o kit Dual Luciferase

(Promega) seguindo as instrugdes do fabricante descrita a seguir.

3.3.1. Lise das células K562 e HEL

As celulas K562 ¢ HEL, que crescern em suspensdo, foram lavadas com PBS por 2
vezes, descartado o sobrenadante e adicionado 400ul tampdo de lise PLB (Passive lysis
buffer - Promega). Apos 10 min sob agitagfo, as células foram centrifugadas ¢ 20ul do

sobrenadante usado para leitura da luminescéncia.

3.3.2. Lise das células 293

Para as células 293 que crescem aderidas & placa, a técnica consiste em descartar o
meio de cultura, lavar as células em tampdo PBS, por 2 vezes, e lisar as células
transfectadas com 500ul de tampdo de lise PLB sob agitagdo por 15 min. As células foram
transferidas para novo tubo, centrifugadas e uma aliquota de 20 u! do lisado celular usado

para leitura da luminescéncia.
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3.3.3. Leitura da luminescéncia

Ao lisado obtido nos itens 3.3.1. e 3.3.2. foi adicionado 100 ul do reagente de
andlise de luciferase LAR (Promega) que resulta em emissdo de luz integrada em um
lumindmetro, para leitura da Firefly luciferase. Essa primeira medida expressa a atividade
dos promotores da globina gama a serem testado (pois estdio ligados ao vetor da luciferase
pGL2basic que contém o gene da Firefly luciferase). Em seguida adicionado 100ul do
reagente Stop and Glo (Promega) que bloqueia a primeira reaglio ¢ inicia a leitura da
Renilla luciferase, que expressa a luminescéncia produzida pelo vetor controle pRL-TK
(Promega), representado na figura 4.7. Este vetor ja possui um promotor ligado ao gene da
Renilla luciferase para que esse gene seja expresso, sua utilizagio € necessaria, pois
juntamente com © vetor a ser estudado um segundo vetor € co-transfectado, para controle
interno do experimento. O vetor pRL-TK foi escolhido pela boa sensibilidade e facilidade
na realizacio das reagcBes como previamente relatado por Skarpidi er ai,. 2000. Os

resultados serfic expressos em unidade relativa de luz (URL).

SV4diate

pRL-TK
Wecter
(4045bp)

HEY T
Pramaler

1356VAWD. gif

Figura 4.7 — Esquema do vetor pRL-TK utilizade como comtrole imterme das
transfeccdes. Em verde o gene da Renilla juciferase (Riuc) e em vermelho a regifio

nromoetora.
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Os experimentos foram repetidos por 3 vezes e realizadas 2 a 4 eletroporacles de
cada vetor por experimento, além dos vetores pGL2-Basic (Promega) (Figura 4.8a) que
contém apenas o gene da luciferase sem promotor ou “emharncer” e pGL2-Control
(Promega) (Figura 4.8b) que ja possui um promotor e um “enhancer”, que foram usados
respectivamente com controle negativo e positivo da express3o da luciferase. Esses vetores

estido representados na figura 4.8

(a) (b)

polv(A} signal

A) signal .
ng'ygna)ckgroend rediuction} {lor hackground reduction)

Enhancer

p6l.2-Control
poly(A) signal Vocler
{for ke reporter)

poly{A) signat {8046hg}

Froanot:
{or huc raporiar) ‘i‘\ \ rarmotat

GatdvAm o

0BT TVAD.gE

Figura 4.8 — Esquema dos vetores utilizados como contrele negativoe ¢ positive das
reacBes: {a) - pGL2-Basic; vetor de expressieo da luciferase sem promotor ou
enhancer, {(b) - pGL2-Control; vetor de expressiio da luciferase que ji vem com uma
regiio promotora ¢ enhancer. Em amareio ¢ gene da luciferase (fuc), em vermelho o

enhancer e azul & regifio promotera.

Os valores obtidos com a leitura dos vetores ligados a Firefly luciferase foram
corrigidos pelos valores obtidos pela Renilla luciferase que foi o controle interno da
transfecciio. A construgfo contendo promotor gama A normal ligada aoc HSZ-LCR foi
considerada como tendo atividade de 1 (100%) e o resultado final € expresso pela atividade

dos promotores mutados comparados a ela.
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4. Analise da interacfio DNA-proteina

A analise de retardamento do DNA em gel foi utilizada para investigar a presenga
de fatores de transcricio capazes de se ligar as regiGes previamente identificadas como
relacionadas a regulacdio dos promotores de globina v. Desta forma, seqiiéncias especificas
da regifo promotora foram marcadas com fésforo radicativo P*? ¢ incubadas com extratos
nucleares ou proteina purificada. Essa mistura é aplicada a um gel de poliacnilamida ¢
submetido a um campo elétrico que resultara na migracdo do DNA através do gel. Se
houver interagio do DNA com a proteina, ele ficara mais pesado e migrara mais lentamente
no gel que 0 DNA sozinho e como ¢ marcado radioativamente, uma vez exposto em um
filme de RX, podera ser evidenciada uma banda referente ao complexo DNA- proteina. O
DNA nfo marcado migra mais rapidamente e como o tempo de corrida ¢ longo, ele sae do
gel e ndo aparece no gel ou aparece na sua porgdo inferior (Gumucio ef af, 1988 ¢
Rosenthal ef al, 1993).

4.1. Constru¢do de sondas de regides promotoras € normats

Foram feitos 5 oligonucleotideos complementares, 3 de 26pb da regido promotora
da globina v" entre as posigdes -210 e -184 relativo ao cap sife: um contendo a sequiéncia
normal, e outros dois com as mutagdes -195 C->G (PHHF do tipo Brasileira) e -198 T->C.
Um oligonucleotideo com a seqiiéncia especifica para ligagdo da proteina Spl e um

oligonucleotideo da regiio CACCC box. As seqiiéncias estdo descritas na tabela 4.5.
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Nome Abreviacidoe | Seqgiiéncia
57 RGT ATC CTC TTG GGG GCC CCT TCC CCA CAC 37
Promotor normal Normal
3" TCAR TAG GAG BRAC CCC CGG GGA AGG GGT GTG &f
[~ ey CT/’w r"arf e ¢ -
Promotor corm ) 57 AGT ATC CTC T7TG GGG GCC CCT TCC gCA CAC 32
mutagdo ~195 195 3’ TCA TAG GAG BAC CCC CGG GGA AGG oGT GTG 5
C—>G -1895
57 AGT ATC CTC TTG GGG GCC CCT eCC CCA CAC 37
Promotor com
~ ¥ byl = T T ~ RS
mutagio —198 198 3" TCA TAG GAG AAC CCC CGG GGA gGG GGT GIG 5
T=>C ~198
) 57 ATT CGA TCG GGG CGG GGC GAG C 3°
Proteina Spl Spl . )
3° TAA GCT AGC CCC GCC CCG CTC G 5
57 TGG CTA BAC TCC ACC CAT GGG TTG 37
CACCC box CACCC
37 ACC GAT TTG AGG TGG GTA CCC AAC 57

Tabela 4.5 — Seqiiéncias das sondas utilizadas no gel shift. Em letra miniscula estio as

regifes onde se encontram a mutacio —195 C2>G ¢ -198 T>C. Em negrito esta o sitio

de ligaciio para a proteina Spl e em itdlico ¢ sitic CACCC box.

Foi anelado 10ug de cada oligonucleotideo com sua fita complementar em TrisHCI

10mM, MgCl 10mM , NaCl 50mM e DTT 1mM, por 15 minutos a 65°C.

4.2. Marcacio da sonda com isétopo radioativo

Foi marcada 0,1ug de cada sonda anelada com v-P** com a enzima T4 poliquinase

{Gibco-BRL) e purificado em coluna sephadex G-25 (Amersham Pharmacia Bitoech) para

retirada do isotopo nfo incorporado.

4.3. Extrato nuclear

Para o estudo de interacio DNA-proteina, as células K562 e HEL foram cultivadas

em RPMI com 10% de soro bovino fetal conforme descrito no item 3.1, para extragio de

proteinas nucleares utilizadas no experimento.
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Foram lavadas 1,0 X 10® células em PBS e a membrana celular lisada em HEPES
KOH 10mM, Mg(Cl 1,5mM, KCl 10mM, DTT 0,5mM e PMSF 02mM. As células sdo
entdo centrifugadas e o sobrenadante composto de elementos citoplasmaticos retirado, o
pellet resultante, composto pelo nicleo € lisado em HEPES KOH 20mM, glicerol 25%,
MgCl 1.5mM, NaCl 420mM, EDTA 0.2mM, DTT 0,5mM e PMSF 0,2mM e o extrato
nuclear congelado em gelo seco com alcool e conservado a —80°C até ser usado (Li ef al,
2001). A concentragdo da proteina foi determinada utilizando o kit de quantificacdo de

proteina da Bio-rad.

4 4. Reacgao de higacio

O extrato nuclear (5ug) obtido no item anterior foi incubado com 50.000cpm da
sonda marcada em um tampfo de ligacio (40mM Tris-HC! pH 7.9, 100mM NaCl, 20%
glicerol, 0,2mM DTT), juntamente com 1,6pg poli di-dC por 15 min. em temperatura
ambiente (Li ef al, 2001). Em algumas reagdes, foi acrescentada uma sonda nfo marcada
em altas concentragdes (50X, 100X ou 200X mais gue a sonda marcada) usada como
competidor para testar a especificidade da ligagio. Também foram realizadas ligagOes
utilizando 1pg da proteina purificada Spl (Recombinant Human Spl - Promega) na
presenca de 200mg/ml de BSA (bovine serum albumin - Sigma). As ligagOes realizadas

estdo esquematizadas nas Tabelas 4.6, 4.7 e 4.8.

Reagio i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 5 11
: . Proteina Spl
Proteina Extrato nuclear de K562 . P
purificada

Sonda . - .

Normal | Normal| 195 | 195 | 198 | 198 | Spl |Normal{ 195 | 198 | Spi
marcada
Sonda ndo ) Spi i Spl i Spl i ) ) ) )
marcada 100X 106X 100X

Tabela 4.6 — Reacdes de ligacie com extrato nuclear de célula K362 (1 a 7) ¢ Proteina
Spl purificada (8 a 11), com as sondas Normal (prometor normal), 195 (promotor
com a mutacio —195 C>G), 198 (promotor com a mutacdo —198 T->C) e Spl (sitio
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de ligacdo para proteina Spl). A sonda Spl usada como competidor niio marcada foi

usada em uma concentracio 100X maior que a sonda marcada.

Reagdo 1 2 3 4 5 6 7
Proteina Extrato nuclear de HEL

Sonda Normal | Normal | 195 | 195 | 198 | 198 | Spl
marcada

Sonda ndo i Spl i Spl ) Spi _
marcada 100X 100X 100X

Tabela 4.7 — Reacbes de ligacio com extrate nuclear de célula HEL, com as sondas

Normal (promotor normal), 195 (premotor com a mutacio —195 C->G) , 198

(promotor com a mutacio —198 T->C) e Spl (sitio de ligacdo para proteina Spl). A

sonda Spl usada como competidor ndo marcada foi usada em uma concentracio 100X

maior que a sonda marcada.

Reagdo 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 il 12
Proteina Extrato nuclear de K562
Sonda

CACCC | CACCC I CACCC | CACCC | CACCC | CACCC 1 CACCC | CACCC | CACCC  CALCC | CACCC | CACCO
marcada
Sonda
- cACCC | cacee | Normal | Normal | Normali 195 195 165 198 198 198
nao SOX 100X | 50X | 100X | 200X | 50X | 100X | 200X | 50X | 100X | 200X
marcada

Tabela 4.8 — Reacdes de competicio com a senda CACCC box. Ligacio da sonda

CACCC bex marcada com extrate nuclear de célula K562, com as sondas Normal

(promotor normai), 195 (promotor com a mutagéio —195 C>G), 198 (promotor com 2

mutacio ~198 T=>C) e a prépria sonda CACCC box em concentracdes de 50, 190 ou

200X maior que a sonda marcada usadas come competidor.




4.5. Analise da interagio DNA-proteina em gel de poliacnilamida

A leitura da interagdo DNA-proteina foi feita através da corrida da reagio em gel de
poliacrilamida a 4%, 250V por 1 hora. Apos a corrida, o gel foi colocado em papel filtro ¢
exposto ao filme de RX com intensificador por 24 horas. Quando ocorre a intera¢do do
DNA com a proteina e retardamento da mobilidade do DNA no gel, hé formagio de uma

banda visualizada na pelicula de RX (Gumucio ef al, 1988).
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V - RESULTADOS

1. Construgdo do vetor de expressio

Para a analise de expressio da PHHF tipo Brasileira in vitro, foram construidos
vetores de expressdo contendo a regifio promotora com a mutagio —195, -175 ¢ com o

promotor normal, associados ou ndo ao HS2 do LCR.

1.1. Reagdes de PCR

1.1.1. PCR da regifo promotora globina gama A.

Para obtengdc dos fragmentos contendo a regido promotora normal e com a
mutagio -195, foram realizadas rea¢des de PCR utilizando os primers P1 e P2 (Tabela 4.2)
com amplificagio de um fragmento de 670pb. O resultado esta demonstrado na Figura 5.1

800pb —P
40000~

4— 670pb

Figura 5.1 - Gel de agarose 1%. Linha 1 - marcador low mass. Linhas 2 a 5 - fragmento de
670pb correspondente ac PCR da regido promotora da globina gama A com primers Pl e

P2, linhas 2 e 3 do promotor normal e 4 ¢ 5 do promotor com a mutagdo -195.
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i.1.2. Primeiro ¢ segundo estagios da técnica de PCR mutagénese sitio
dirigida —175.

Para obtengdo do fragmento contendo a regifo promotora com a mutagio -175,
foram realizadas reagdes de PCR utilizando a técnica de PCR mutagénese sitio dirigida. Os
resultados das rea¢Bes do primeiro ¢ segundo estagios estio demonstrados na Figura 5.2.
As linhas 1 a 4 correspondem ao primeiré estagio da técnica de PCR mutagénese sitio
dirigida e as linhas 6 e 7 ao segundo estagio. O fragmento amplificado no segundo estagio
estd presente em baixa concentragio, sendo, portanto necessario o terceiro estigio para

obtengdo de uma maior quantidade de DNA para clonagem.

243bp _,

- 4— 386pb
164pb ;

Figura 5.2 - Gel de agarose 1,5%. Linhas 1 e 2 - fragmento de 164pb correspondente ao
PCR com primers P3 e P175as; Linhas 3 e 4 - fragmentc de 243pb correspondente ac PCR
gom primers P175s e P2; Linha 5 — marcador $X174 RF DNA/Haelll ¢ Linhas 6 ¢ 7

fragrmento de 386pb correspondente ao segundo estagio da técnica de PCR mutagénese sitio
dirigida.
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1.1.3. Terceiro estagio da técnica de PCR mutagénese sitio dirigida —-175.

Para obtengic de uma maior quantidade do fragmento contendo a regifio promotora
com a mutagio -175, foi realizada reacdo de PCR utilizando os primers P2 ¢ P3. O

resultado da reagdo do terceiro estigio da técnica de PCR mutagénese sitio dirigida esta

demonstrado na Figura 5.3

400pb __,

Figura 5.3 - Gel de agarose 1,5%. Linha 1 ~ marcador low mass e Linha 2 - fragmento de
386pb correspondente ao PCR do 3° estagio da técnica de PCR mutagénese sitio dirigida

com primers P3 e P2.
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1.1.4. PCR do HS2 do LCR

Para obtengdo do fragmento contendo a regidio do sitio hiperssensivel 2 do LCR
(HS2-LCR), foram realizadas reagbes de PCR utilizando os primers PHS2s ¢ PHS2as
(Tabela 4.4) com amplificagio de um fragmento de 756pb. O resultado estd demonstrado

na Figura 5.4.

< 756pb

Figura 5.4 — Gel de agarose 1%. Linha 1 - marcador 100pb DNA ladder. Linha 2 -
fragmento de 756pb correspondente ao PCR da regifio HS2 do LCR amplificado com

primers PHS2s e PHS2as.
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1.2. Construgdes

Os fragmentos obtidos pela técnica de PCR foram clonados no vetor de

expressdo da luciferase para se obter 6 construgdes representadas na Figura
5.5.

Figura 5.5 — Esquema dos vetores construidos para os experimentos de transfecgio.

1.3. Seguenciamento

1.3.1. Sequenciamento da regifio promotora.

Para verificacio das construgSes génicas, foram realizados reacles de
sequenciamento automatico. A Figura 5.6 representa o eletroesferograma da regifio que

contém a muta¢8o. Observe que as mutagBes —195 e —175 sdo claramente visivels.
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J |

EGUAGTEGT TCCTCTTGRGE GUUC T TO QL C AU TR TUTC, 2 TBC A o TR TOTETC TG s n O G GTCCI TR GO T

ABCAGCLGTATCOTCTTGEEEGLCC T TCCGCCaC TATC TE 2 TGCL sTETCTETOTE: 2 A0 6GTOCCTGEIT:

8 — Promotor YA mutagio —195 C3G

L TETCTC A TOC A CATOTETE TG # 2L GOTCCO TG GOTS

AGCHGLAGTATOCTOTTG GGG G OO TOOT 24

Iy
i
-
L

¢

C - Promotor vA mutagio —175 T-=>C

A -agcagcagtatcctcttgggggececttcocracactateteaatgeasatatctgtctgaaacggtecctggeta
R RN RN N R R R RN R R AR N A R R R R RN R AR N RN RN RN RN AR RN RN AR
® -agcagcagtatcctettgggggoccoticocgacactatetecaatgoaaatatetgtotgaaacyggtecctggoeta
RN RN RN R R R RN R R R RN R R RN RN R R R R AR R NN N AR AR NN RN R R RN RN RN
¢ —agcagcagtatcotettgggggeccottocccacactateteaatygcaaacatctgtetgaaacggteocctggota

Figura 5.6 — Eletroesferograma do sequenciamento automatico da regiio promotora
globina vy, correspondente a regiio -225 a -150 relativo ao cap site (39189 — 39264
Genebank GI 455025). A figura e a seqgiiéncia {A) correspondem ao promotor normal, a (B)
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a mutacio 195 C=2G e (C) 4 mutaglic —175 T=>C. As setas vermelhas e azuis indicam as

posigdes —195 ¢ 175, respectivamente onde aparecem as mutagdes.

1.3.2. Sequenciamento da regido HS2 do LCR.

Para verificagiio das construgBes génicas, foram realizadas reagdes de

sequenciamento automatico. A Figura 5.7 representa o eletroesferograma de uma regifio do

HS2 -LCR.

AT T TG s T Ta T T T T OO T G A T T T Ta T T TATaTA T Cag A T2 Th

“)
v
-1
'y
&
3
v
"4
1
o
'“3
-
"
'3
“%
e
3
-1

Figura 5.7 ~ Eletroesferograma do sequenciamento automatico da regido HS2 ~ LCR
(8855-8936 Genebank GI 455025).

2. Anélise da expressfo do promotor globina gama A

Uma vez confirmada as seqiiéncias das construgbes, foi realizada transfecciio nas
hinhagens celulares.

Nas células K562 e HEL, foi realizada transfecgdo por eletroporagio com 20ug de
plasmideo a ser testado e Ipg de plasmideo controle {(pRL-TK) A célula 293 foi
transfectada através da lipofecclio usando 3ug de plasmideo a ser testado, 0,15ug de
plasmideo controle (pRL-TK) e 10ul de lipofectamine.

O vetor de expressdc utilizado nos experimentos, pGL2-Basic (Promega) (Figura
4.2), contém uma regido codificadora da enzima Firefly luciferase, sem a presenca de
elementos reguladores da transcrigio. Quande associado a um promotor e erhancer, no
caso, o promotor da globina gama na presenca ou nfo do HS2 do LCR, ¢ capaz de produzir

luciferase. O lisado celular, que contém luciferase, quando misturado ao substrato da reagiio
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(LAR — Promega) que contém luciferina e ATP, produz luminescéncia, que serd medida
através do lumindémetro. A medida de luz produzida, correspondera & quantidade de
luciferase produzida e, portanto a atividade do promotor presente em tal construgdo. Deste
modo podemos comparar a atividade do promoetor normal com os promotores contendo a
mutagdo.

O plasmideo controle pRL-TK {Promega) (Figura 4.7) foi utilizado para controle
interno da transfecgdo. Ele normaliza os experimentos realizados conforme a eficiéncia da
transfeccdo. Esse vetor expressa a enzima Remilla luciferase, que também € uma enzima
que cataliza reagio de quimioluminescéncia produzindo luz quando em contato com
substrato especifico (Stop & Glo — Promega}. A utilizac3o desse vetor facilita a realizacio
dos experimentos porque utiliza o mesmo lisado celular e 0 mesmo equipamento de leitura
(lumindmetro).

Foram feitas 2 a 4 eletroporagdes de cada vetor, além dos vetores pGL2-Basic e
pGL2-Control (Figura 4.8) usados respectivamente com controle negativo e positivo da
expressio da luciferase e realizadas 2 a 3 leituras de luminescéncia de cada uma delas.

Apds a transfeccdio, as células foram cultivadas por 24hs para expressar o gene,
depois sfio recollndas, lisadas, e o extrato celular usado para se fazer a leitura da expressdo
génica através da medida da luminescéneia. Os resultados foram normalizados pelo
controle interno e comparados ao promotor normal associado ao HS2-LCR que for
considerando como tendo 100% de atividade.

Os resultados estdo apresentados nos graficos abaixo:
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(a)

(b)




©

Figura 5.8 - Graficos de expressio da luciferase mas células K562, HEL e 293
respectivamente figuras: (a), (b} e {¢). Cada coluna representa um vetor de expressio da
luciferase ligado & um promotor com ou sem o HS2. LucHS2normal — promotor da globina
gama A normal associado ac HS2. LucHS2-195 - promotor da globina gama A com a
mutagfo —195 C->G associado ao HS2. LucHS2-175 - promotor da globina gama A com a
mutagio ~175 T-»C associado ao HS2. Luc-195 - promotor da giobina gama A com a
mutaciio —195 C->G sem HS2. Luc-175 - promotor da globina gama A com a mutago —
175 T>C sem o HSZ.

Na presenga do HS2-LCR, o promotor contendo o gene globina gama A normal
aumentou a expressdo génica em 52,6 + 0,1; 4,9 £ 0,1 € 3,3 = 0,1 vezes nas células K562,
HEL e 293, respectivamente, quando comparado com o promotor sem o HS2. O promotor
contendo a mutacdo —195 associado ac HS2, apresentou aumento da expressio de 1,7 £0,6;
1,6 £ 0,3 e 1,6 £ 0,3 vezes nas células K562, HEL e 293 respectivamente, quando
comparados com o promotor normal fambém associado ac HS2, esse aumento foi

significativo (p-value 0,0041, 0,0001 e 0,0022 respectivamente pelo teste estatistico de
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Wilcoxon} nas 3 linhagens celulares. O promotor contendo a mutacio —175 nio mostrou
aumento quando comparado ao promotor normal na célula 293 e apresentou aumento
significativo de 1.4 + 0,3 e 1,6 £ 0,4 vezes nas células K562 ¢ HEL respectivamente (p-

value 0,014 e 0,0002 respectivamente pelo teste estatistico de Wilcoxon).



3. Analise da interacdo DNA-proteina

3.1. Analise do retardamento em gel das regites promotoras globina gama A

com extrato nuclear de K562, HEL e proteina purificada Spl.

Para verificar se a mutagio -195 C>G afeta a ligagio com proteinas nucleares,
oligonucleotideos contendo a seqliéncia promotora normal e com as mutacdes —198 T>C e
-195 C->G (descritos na Tabela 4.5) foram marcados com fosforo radioativo, incubados
com extrato nuclear de células eritréides ou proteina Sp1 purificada e submetidos a analise
de retardamento em gel de acrilamida.

As Figuras 5.9 e 5.10 demonstram que quando a sonda Sp1 ¢ incubada com extrato
nuclear de K562 ou HEL ou proteina purificada Spl, produz uma banda, correspondente a
sua ligagdo com a proteina Spl1 (Figura 5.9: linha 7 e 11; Figura 5.10: linha 7-8). Quando o
promotor normal € mcubado com a proteina purificada Spl produz uma banda fraca que
migra simultaneamente 4 banda produzida pela sonda Sp! (Figura 5.9: linha 8). J4 a sonda
-198 T->C produz uma banda de forte intensidade (Figura 5.9: linha 10), enquanto que, a
sonda com a mutagdo -195 C->G néo produz nenhuma banda (Figura 5.9: linha 9).

Da mesma maneira que a descrita na literatura (Gumucio ef al, 1991) guando
analizamos a higagdo do promotor ~198 com extrato nuclear de K562 e HEL (Figura 5.9,
linha 5 e Figura 5.10: linha 5, respectivamente), vemos a formacio de uma banda
semelhante a observada na ligacBio com a sonda Spl e de maior intensidade quando
comparada com a ligagdo com o promotor normal (Figura 5.9: linha 1 e Figura 5.10: linha
1.

Quando analizamos a ligagdo do promotor -195 com extrato nuclear de K562,
notamos gue a banda correspondente 4 ligagdo com a proteina Spl desaparece (Figura 5.9;
linha 3), mas uma segunda banda mantém-se, apesar de mais fraca que a banda do
promotor normal. Na ligacio com extrato nuclear da célula HEL, nfio ha formacio de banda
nem com O promotor normal, nem com o promotor 195, na posicio referente a ligacio da
proteina Spl (Figura 5.10: linhas 1 e 3 respectivamente), e sim de um complexo um pouco
abaixo que € mais forte no promotor normal e aparece também em menor intensidade nas

sondas contendo as mutagdes —195, -198 e Spl. Esses dados também foram observados em
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experimentos realizados com outras mutagdes como a —196 ¢ ~202 (Ronchi ef al, 1989,
Sykes & Kaufman, 1990 ¢ Gumucio ef al, 1991). Experimentos com competidor mostraram
que essas bandas secundérias correspondem a uma ligagio DNA-proteina especifica, uma
vez que a adigio da sonda Spl ndo marcada a reaclo, leva ao desaparecimento dos
complexos formados.

Outras bandas observadas abaixo do complexo Spl, também foram descritas em
outros estudos (Ronchi ef al, 1989 ¢ Gumucio ef @/, 1991) e parecem ser secundarias a
protedlise ou alteragdes pos-tradugio da proteina Spl.

A Figura 5.9 representa a foto obtida na reagio de interagfio de DNA-proteina das

regides promotoras com extrato nuclear de K562 e proteina purificada Sp1.

Proteina Extrato K562 Proteina Sp1
Sonda NL -195 -198 Spl  NL/195/-198/Spl
Competidor Spl  Spl  Spl
12 3 4 5 6 17 8 ¢ 10 11

Figura 5.9 — Andlise de retardamenio em gel das ligacdes das sondas das regides
promotoras com extrato nuclear de K562 (linhas 1-7) ou proteina parificada Spl
(linhas 8-11). Linhas 1, 2 e 8; sonda do promotor normal; linhas 3, 4 ¢ 9, sonda do

promotor com mutago -195 C->G; linhas 5, 6 ¢ 10, sonda do promotor com mutago -198
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T-»C e linhas 7 ell, sonda Spl. As linhas 2, 4 ¢ 6 contém sonda Sp1 ndo marcada como
competidor. (experimento realizado conforme Tabela 4.6).

A Figura 5.10 representa a foto obtida na reagio de interagio de DNA-proteina das

regibes promotoras com extrato nuclear de HEL e proteina purificada Sp1.

Proteina Extrato HEL Proteina Sp1
Sonda NL  -195  -198 Spl
Competidor Sp1 Sp? Spl
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 5.10 - Andlise de retardamento em gel das ligaches das sondas das regifes
promotoras com exfrato nuclear de HEL (linhas 1-7) ou proteina purificada Spl
{linhas 8). Linhas 1 e 2, sonda do promotor normal; linhas 3 e 4, sonda do promotor com
mutagio -195 C->G; linhas 5 ¢ 6, sonda do promotor com mutagio -198 T->C e linhas 7 e
8, sonda Spl. As linhas 2, 4 ¢ 6 contém sonda Sp! ndo marcada como competidor.

(experimento realizado conforme Tabela 4.7).
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3.2. — Analise do retardamento em gel do oligonucleotideo contendo a regido
CACCC box com as regides promotoras globina gama A com extrato nuclear
de célula K562.

Experimentos anteriores demonstraram que a mutagio -198 C2>T cria um sitio de
ligagio CACCC box no promotor gama (1i ef al, 2001). Para determinar se a regifo
alterada pela mutagdo ~195 compete com proteinas que se ligam ao CACCC box, um
oligonucleotideo correspondente a essa regido foi marcado radioativamente e incubado com
quantidades crescentes de sondas —195 e —198 nfio marcadas e extrato nuclear de K562.

Quando a sonda CACCC box foi incubada com extrato nuclear de K562, 2 bandas
puderam. ser visualizadas no gel (Figura 5.11: linha 1), Como esperado, quando se
acrescenta a sonda CACCC box nfo marcada radioativamente, as bandas desapareceram
pois a sonda nfio marcada estd em uma concentragdo 30 a 100X maior (Figura 5.11; linhas
2 ¢ 3). Da mesma maneira, a ligaciio dos 2 complexos foi inibida com adi¢do da sonda —198
ndo marcada (Figura 5.11; linhas 10 a 12) sugerindo que as proteinas que se ligam ao sitio
CACCC box também se ligam a sonda —198. Porém quando analizadas as ligagOes com as
sondas com promotor normal e —195, notamos que nfo ha diferenga quando a sonda normal
(Figura 5.11: linhas 4 a ©6) ou ~195 (Figura 5.11: linhas 7 a 9) nfio marcadas foram
acrescentadas. Como ocorre com a sonda normal, as proteinas que se ligam a regido
CACCC box ndo se ligam com a sonda —195, portanto essa mutacio ndo compete com
CACCC box, como observado na mutagdo —198.

O resultado obtido esté ilustrado na Figura 5.11.
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Proteina Extrato K562
Sonda CACCC

Competidor  CACCC NL 195 198
50 100 50 100 200 50 100 200 50 100 200
1 2 34 5 6 7 869 1011 12

Figura 5.11 - Andlise de retardamento em gel das ligaches das sondas CACCC box
com exirate muclear de K562. Linhas 1: representa a ligacio da sonda CACCC box
marcada com ¢ extrato nuclear K562. As linhas 2 a 12 contém além da sonda CACCC box
marcada, uma sonda ndo marcada radioativamente como competidor; as finhas 2 ¢ 3 tem a
sonda CACCC box nic marcada, as linhas 4 — 6 a sonda do promotor normal, as linhas 7-9
a sonda do promotor com a mutagio -195 C-»G e as linhas 10 a 12 a sonda do promotor
com a mutaglo -198 T->C. Foi utilizado 50, 100 ou 200 vezes mais sonda nfio marcada nos

experimentos de competicio (experimento realizado conforme Tabela 4.8).
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Discussdo
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VI~ DISCUSSAQ

Evidéncias clinicas de que o aumento dos niveis de HbF, em pacientes com Anemia
Falciforme e B-Talassemia, estaria associado com uma menor gravidade da doenca (Perrine
et al, 1972), levaram ao estudo dos mecanismos de regulagio génica da expressio do gene
Y, com o intuito de desenvolver novas possibilidades terapéuticas para essas patologias,
ainda hoje sem cura e com uma baixa gualidade de vida.

A HbF, composta pelas cadeias a e v (0zv2), € a principal hemoglobina expressa no
periodo fetal. Depois do nascimento, ela tem sua produgdo diminuida progressivamente,
com o aumento simultdneo da produgdo da HbA (02f32), até que com aproximadamente 6
meses de vida, ja temos o predominio de produco de HbA e apenas uma pequena producio
de HbF (entre 0-2%) (Figura 1.2). Deste modo, vemos que apos o nascimento, ocorre uma
troca de produgiio de cadeia v por B, ou seja, por um mecanismo ainda nfio totalmente
elucidado, a expressio do gene v € inativada enquanto o § € ativado (Bunn & Forget, 1986),

Primeiramente foi levantada a hipotese de que a troca de produgio de cadeia v por
P, seria induzida pelo ambiente, ou seja, ao nascer, sem mais a necessidade de captagio do
oxigénio pela placenta, o individuo passaria a produzir HbA ao invés de HbF. Para testar
essa hipotese, Wood ef af (1985) transplantaram células hematopoiéticas fetais de carneiros
de diferentes idades gestacionais, para a medula Ossea de um animal adulto. Inicialmente,
houve produco de HbF ¢ posteriormente troca para a produgio de HbA, porém o tempo
decorrido para ocorrer essa troca ndo dependeu do tempo do transplante, mas sim da idade
gestacional das c€lulas fetais transplantadas. Essa constatacio levou a conclusdo de que o
ambiente no qual a célula estd inserida nfo ¢ t3c importante para ¢ tipo de cadeia
produzida, mas sim que haveria uma programacio celular para a ocorréncia dessa troca. Em
1995, Homing ef af, tiveram a mesma constatagdo ao transplantarem células de sangue de
corddo umbilical em pacientes com Anemia de Fanconi.

Existem situagdes, em que a produgdo do gene v volta a ser estimulada, como na
recuperagdo hematologica pos-quimioterapia, poOs-hemolise ou poés-sangramento agudo
(Shendan, B1L., 1976, Olivieri. & Weatherall, 1998 ¢ Weatherall & Clegg, 2001), e casos

em que ela ndo ¢ totalmente inativada, como nas PHHFs. As PHHFs, compreendem um

82



grupo de individuos, com aumento dos niveis de HbF na fase adulta sem outro disttirbio
hematoldgico. Essas situagOes nos mostram que, o gene v, apesar de estar “inativo”, ainda ¢é
capaz de ser produzido pelas células hematopoiéticas no adulto, mesmo fora do periodo
fetal e portanto a reativagio da produg@o do gene v é um tratamento possivel para os
pacientes portadores da hemoglobinopatias hereditarias.

Por ser uma alteragfo hereditaria, o estudo das alteracOes genéticas nos portadores
de PHHF, se tornou importante para a descoberta de elementos génicos que estdo
associados com a expressdo dos genes da globina e que estariam associados a programagio
celular para ativagdo ou inativacio desses genes. Portanto, estudos de portadores de PHHF,
visam descobrir segiiéncias génicas alteradas e posteriormente, como elas influenciam na
expressdo dos genes, atraves de ensaios de expressio génica in vitro, interagdo DNA-
proteina e producdo de animais transgénicos. Estas descobertas ajudam a elucidar os
mecanismos de interagio entre os elementos regulatorios responsaveis pela expressio dos
genes da globina e com isso auxiliam no desenvolvimento de novas terapéuticas e
descoberta de drogas que estimulariam a expressdo da cadeia v.

Varias muta¢des de ponto na regido promotora foram descritas associadas a um
aumento de HbF (Tabela 1.1). Como vimos anteriormente, a regifio promotora precede a
regido codificadora do gene, ndo £ transcrita mas ¢ de suma importincia, pois possui
seqiéncias génicas especificas para ligacdo de diversas proteinas regulatdrias da
transcricdo. Essas proteinas formam um complexo, que recruta a enzima RNA polimerase
para iniciar a transcrigio. Portanto uma alteracio nessa seqiiéncia pode alterar a ligacio de

uma dessas proteinas e alterar a transcrigio do gene.

1. Anélise da expressfo do promotor globina gama A

Descoberta por Costa et al, em 1990, a mutacdo —195 esta associada 2 um aumento
de hemoglobina fetal na fase adulta, porém a relacfio entre essa mutagdo e o aumento de
expressio do gene v, ainda ndo havia sido comprovada em experimentos i# vifro. Schreiber
et al em 2001, utilizando o sistema de gene repdrter da luciferase, nio encontrou aumento
significativo de expresséio do promotor contendo a mutagio —195 quando comparado com o

promotor normal, Como ndo houve aumento de expressdc no vetor contendo a mutagdo, for

33



aventada a hipOtese de que a presenca de elementos do LCR seriam necessarios para
adequada expressdo do gene.

Para testar a veracidade dessa hipétese, associamos o HS2 do LCR ao promotor da
globina y* normal e comparamos sua expressio com os promotores contendo as mutagdes —
195 e —175 utilizando o gene reporter da luciferase utilizando 3 linhagens celulares: K562,
HEL e 293.

A mutagdo —175 também foi estuda porque experimentos anteriores j4 haviam
demonstrado que ela aumenta a expressdo génica quando comparada com © promotor
normal, em experimentos de expressdo génica (Nicolis er al, 1989, Lloyd ef al, 1989 e
Gumucio ef al, 1990) e pela facilidade de se obter a mutacdo pela técnica de mutagénese
sitio dirigida, uma vez que a mutacio —198 que também podena ser usada (pois também
apresenta aumento de expressdo in vitro) fica em uma regido rica em nucleotideos CG, o
que dificulta sua execugio.

As células K562 e HEL sdo células eritroleucémicas que expressam globinas
embrionarias e fetais e a 293 é uma célula embrionaria renal que também produz cadeias
globinicas. A linhagem celular K562 foi utilizada em varios estudos na literatura com
objetivos semelhantes e € capaz de transcrever os genes da globina, exceto o da globina §§
(Donovan-Peluso ef al, 1984), As células HEL, também s3o eritroleucémicas fetais que
produzem apenas cadeias v (Martin & Papayannopoulou, 1982). As células 293 sdo células
embrionarias renais humanas transformadas com DNA do adenovirus do tipo 3, e sdo
capazes de transcrever os genes de globina humana (Treisman ef al, 1983).

Os resultados da atividade dos promotores da globina y* in vitro indicaram um
aumento significativo de expressdo dos vetores contendo o LCR (aumento de expressio de
526 £0,1; 49 + 0,1 e 3,3 = 0,1 vezes nas células K362, HEL e 293, respectivamente)
mostrando que 2 sua presenca € necessaria para aumento da expressic dos vetores i Vifro €
portanto para efetiva agio das regides promotoras.

A, importancia do LCR em experimentos i vifro, ja havia sido constatada por
Langdon & Kaufman, 1998 e Sargent ef o/, 1999, entre outros. Em amimais transgénicos
geralmente os genes da globina s@o ligados a um pLCR (cerca de 2,5Kb} para que haja sua
correta expressdo (Walsh ef af, 1993), porém ele € mais trabalhoso de ser obtido uma vez

que € composto da regifio central de cada um dos 4 sitios hipersensivels (regido que
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apresenta maior atividade). Langdon & Kaufman, 1998 realizaram experimentos com
promotor gama na presenga e ausénecia do HS2 do LCR e demonstraram que na sua
presenca haveria uma expressdo entre 13 a 28 vezes maior. Como o HS2 € o enhancer
classico e sua atividade parece ser suficiente para correta expressio do gene em
experimentos de transfecgio transitéria (Bungert er al, 1999), ele foi escolhido para ser
usado em nossos experimentos.

O promotor ¥ contendo a mutagiio —195 associado ao HS2-LCR teve um aumento
significativo da expressdo nas 3 linhagens celulares (aumento da expressdo de 1,7 = 0,6; 1,6
+ 0,3 e 1,6 £ 0,3 vezes nas células K562, HEL e 293 respectivamente), ja o promotor
contendo a mutagdo —175 ndo mostrou aumento quando comparado ao promotor normal na
célula 293 mas apresentou aumento significativo de 1,4 £ 0.3 e 1,6 = 0,4 vezes nas células
K562 e HEL respectivamente. Este resultado pode ser justificado pela diferenga de
expressdo de proteinas nucleares presentes nos diversos tipos celulares e que estio
associados a expressdo do gene. As células 293, apesar da capacidade de expressar cadeias
globinicas, sdo celulas embrionarias renais (Treisman ef al, 1983) e ndo eritrdides. A
auséncia de aumento de expressdo também foi observado por Lioyd ef a/, em 1989.

O aumento de expressio do promotor v* contendo a mutagdo —195 associado a0
HS2-LCR foi menor do que o observado em seres humanos com a mutagio (HbF entre 5-
7% em heterozigotos). Resultados semelhantes foram observados em outros estudos (Lloyd
et al, 1989 e Gumucio ef al, 1990, entre outros ja citados) e refletem as limitacdes da
técnica usada que sero discutidas mais adiante,

Dentre os diversos tipes de genes reporter, escofhemos o gene repdrter da luciferase,
pois apresenta as vantagens de ser um método simples, rapido e bastante sensivel. A enzima
produzida € a luciferase que cataliza uma reagiico de quimioluminescéncia produzindo luz
gue ¢ medida através de um lumindmetro. Ela € uma proteina de 62kDa, estruturalmente
simples (sem grupos prostéticos ou ligacdo com metais) que ndo requer neshuma
modificacdo pos-transcrigio, podendo ser expressa na grande maioria das células. Como os
organismos geralmente ndo t&m luminescéncia endogena, ndo ha interferéncia de sinal,
portanto a medida da luz produzida, refletira a quantidade de hiciferase produzida e

consequentemente a forga do promotor. Esse sistema pode detectar menos que 10°°moles
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de luicferase o que representa uma sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a utilizacdo
de vetores de expressdo como o CAT (William er g/, 1989).

Outra vantagem do sistema utilizado nesse estudo € a possibilidade de se usar o
mesmo lisado celular e equipamentos para se testar 2 vetores simultaneamente. Ha 2 tipos
de luciferases, a Firefly ¢ a Renilla, a primeira € derivada do organismo Photinus pyralis ¢ a
segunda do Renilla reniformis, sendo enzimas diferentes e utilizando substratos diferentes,
podendo portanto ser usadas em conjunto, sem interferéncia no resultado uma da outra.

Uma vez obtido o lisado celular, adiciona-se primeiramente um reagente para leitura
de expressdo da enzima Firefly e em seguida adi¢iio de um segundo reagente que bloqueia a
primeira reacdo e reage com a Renilla. Os 2 genes codificadores podem estar no mesmo
vetor, ligados a promotores diferentes ou em vetores diferentes transfectados na mesma
célula e usados como controle interno do experimento.

Os experimentos aqui realizados de transfeccdo transitoria sofrem maiores
interferéncias que os de transfeccdo estavel. Nesse tltimo, através da utilizagdo de um vetor
que confere resisténcia a determinado antibiodtico, as células sdo cuitivadas na presenga do
antibiético e somente as c€lulas que tiverem o gene da resisténcia, ligado ao vetor a ser
estudado, sobrevivera. Desta maneira, selecionamos as células onde houve integracio do
vetor a ser estudado e mator fidelidade de resultados. A transfec¢io estavel é um método
que nos da resultados mais precisos mas demanda malor tempo (semanas a meses para
selecionar a linhagem celular com o inserto) e trabatho, principalmente quando utilizamos
células em suspensio pela dificuldade de se selecionar as linhagens resistentes.

Ha tambem a necessidade de realizacdo de experimentos usando células gue
mimetizem um ambiente eritrdide adulto. Esta constatagdo for feita por Langdon &
Kaufman, 1998 que demonstraram aumento de expressio nas mutagbes 202 e —-198
somente na célula MEL (Murine ervthroleukemia cell) e ndo na K562, A MEL é uma célula
leucémica entroide de camundongo infectada com Friend leukemia virus, que tem a
capacidade de expressar cadeias globinicas o e 3 presentes na fase adulta (Marks e Rifkind,
1978). Acredita-se que ela apresente fatores de transcricio diferentes dos presentes na
K562 e HEL, necessérios para expressio adequada de cada gene, ou seja, fatores

estimuladores da produc@o de cadeias B e/ou auséncia de estimuladores ou presenca de
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inibidores da produgio de cadeias y. Experimentos com célula eritroide adulta ndo foram
realizados pois ndo tinhamos a linhagem celular em nosso laboratério.

Os experimentos de transfeccio im vitro sdo importantes na deteccdo de elementos
reguladores da transcricio e pela sua facilidade, devem ser usados para o reconhecimento
dessas regides, porém 0s experimentos em animais transgénicos representam um modelo
muitc mais adequado para representar o que ocorre no ser humano. Com ele, podemos
analisar ndo somente a expressio dos genes individualmente e em conjunto mas também da
troca que ocorre entre eles em cada um dos periodos do desenvolvimento (como ocorre a
ativag¢do ou inativag@o dos genes).

Nos animais transgénicos a presenga do todos os elementos do LCR é fundamental
para a expressdo dos genes, pois na sua auséncia nio temos niveis detectaveis de cadeias
globinicas em nenhum dos estagios do desenvolvimento (Starck ef al, 1994 e Peterson,
2003), mas o seu tamanho (cerca de 16kb) dificultava seu uso. Com o estudo mais
detalhado da funcdo de cada elemento do LCR, tornou-se possivel a constru¢do de um
“micro”-LCR (uLCR), que contém apenas as regides fundamentais de cada sitio
hiperssensivel para seu funcionamento (Walsh ez al, 1993), facilitando sua clonagem ao0s
genes da globina.

O pLCR mostrou-se suficiente para a correta expressdo dos genes (Enver ef al,
1989) e experimentos vem demonstrando o aumento de expressdo de cadeia v no adulto, em
camundongo transgénicos, onde foram inseridos vetores com mutagdes relacionadas a
PHHF, como na mutagio -202 (Tanaka er al, 1990), 198 ¢ -117 (Li ef o/, 2001). O
proximo passo indicado pelos resuitados aqui descritos, seria portanto a construgo de uma
vetor contendo os genes da globina ligados ao pLCR contendo a mutagdo —195 no
promotor gama e estudar a sua expressio nos diferentes estagios de desenvolvimento, para

constatar 0 aumento de expressio da cadeia v no estagio adulto.
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2. Anélise da interagdo DNA-proteina

2.1. Interagéo da regidio promotora v com extrato nuclear de K562 e HEL e

proteina Spl.

Uma vez verificado que a mutagio ~195 C = G aumenta a expressic do gene em
experimentos {71 vifro, € necessario elucidar o mecanismo pelo qual esse aumento ocorre. A
regido proximal do promotor da globina v* possui pelo menos 13 sitios de ligagio para
proteinas nucleares (figura 1.6) e varios estudos vém demonstrando que essas mutacdes de
ponto interferem com a ligacdo dessas proteinas. A mutacdo -117 G>A resulta em
aumento da interagdo com as proteinas CP-1 e CDP, enquanto diminui a interagio com
GATA-1 e NF-E3 (Superti-Furga ef af, 1988 ¢ Mantovani ef a/, 1988). Ja a mutagdo —175
T->A interfere com a ligacdo da proteina OCT-1{Mantovani ef al, 1988 ¢ Gumucio et al,
1988) e a —202 C>T reduz a ligagio com a proteina Spl (Sykes & Kaufman, 1990), porém
nesses dois casos, essa alteracfio ndo parece ser o Unico mecanismo envolvido no aumento
de expressdo do gene y. Uma alteragio cujo mecanismo de aumento de cadeia v ja esta bem
caracterizada € a mutagio ~198 T->C. Estudos demonstraram que ela cria um novo sitio
CACCC box que tem alta afinidade pela proteina Spl, o que aumenta a for¢a do promotor ¥
mantendo a sua expressdo no adulto (Lie? af, 2001).

Para avaliar se a mutag@o —195 acarreta alguma alteragio na ligacdo com proteinas
reguladoras da transcricdo, experimentos de interacio DNA-proteina foram realizados
através da técnica de retardamento do complexo DNA-proteina em gel (Gel Shiff). A
técnica consiste em marcar a seqiiéncia de DNA a ser estudada com fosforo radioativo e
liga-lo @ um extrato nuclear ou proteina purificada. Em seguida, a ligagdo é submetida a
analise de retardamento em gel de acrilamida e se a seqiiéncia de DNA possuir sitio de
ligagdo para a proteina, o complexo ficard mais pesado e migrard mais lentamente pelo gel.
Ap6s 1 — 2 horas de cormnda, o gel € exposto a um filme de RX e como o DNA estd marcado
radioativamente, se houver ligaco, iremos visualizar uma banda.

As seqiiéncias de DNA utilizadas, contém a regidio do promotor da globina v* com a
seqiéncia normal, e com as mutagdes —195 C2G e —198 T->C (Tabela 4.3} Os

oligonucleotideos com promotor normal € com a mutagio ~198 T->C foram usados para se
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comparar a intensidade da banda produzida com a mutagiio —195 C->»G. Elas foram ligadas
com extrato nuclear das células eritroides K562 ¢ HEL e a proteina purificada Spl, devido
a constatacdo, em experimentos anteriores, de uma fraca interagdo da proteina Spl na
regifio —200 relativa ao cap site no promotor normal e aumento dessa afinidade na mutagio
—198 (Ronchi ez al, 1989, Sykes & Kaufman, 1990 e Gumucio ef al, 1991).

A proteina Spl € uma proteina reguladora da expressdo génica e participa da
regulagdo de diversos genes eritrdides ou ndo. Ela se liga a regifo rica em nucleotideos CG
e pode agir como ativador ou mmbidor da transcricio dependendo em que promotor esta
presente € com quais proteinas interage (Kaczynski ef al, 2003). A sonda Spl contém a
sequéncia consenso para a ligacdo da proteina Spl e foi usada como controle positivo do
experimento, pois quando incubada com extrato nuclear de K562 ou HEL ou proteina
purificada Spi, necessariamente produzird uma banda, correspondente a sua ligagdo com a
proteina Spl (Figura 5.9: hnhas 7 e 11; Figura 5.10: linhas 7-8).

Confirmando o que € descrito na literatura (Ronchi ef al, 1989, Sykes & Kaufman,
1990 e Gumucio ef af, 1991), quando o promotor normal ¢ incubado com a proteina
purificada Spl, produz uma banda de fraca intensidade que migra simultaneamente a banda
produzida pela sonda Sp1 (Figura 5.9 linha 8 e 11 respectivamente) enquanto a sonda -198
T—>C produz uma banda de forte intensidade na mesma posicio (Figura 5.9: linha 10).
Porém ao estudarmos a sonda com a mutago -195 C->G, verificamos que ndo ha formagéo
de nenhuma banda (Figura 5.9: linha 9).

Quando analizamos a ligacdo do promotor -195 com extrato nuclear de K562,
notamos que a banda correspondente a ligacdo com a proteina Spl desaparece, mas uma
segunda banda mantém-se, apesar de mais fraca do que a banda que aparece no promotor
normal (Figura 5.9: linhas 3 e | respectivamente). Na ligac8o com extrato nuclear da célula
HEL, ndo ha formacdo de banda nem com o promotor normal nem com o promotor —195 na
posi¢do referente a ligacdo da proteina Spl (Figura 5.10: linhas 1 e 3 respectivamente), e
sim de um complexo um pouco abaixo que ¢ mais forte no promotor normal ¢ aparece
também em menor mtensidade nas sondas contendo as mutagtes —195, -198 e Sp1 (Figura
5.10: linhas 3, 5 e 7 respectivamente). Semelhantes resultados também foram observados
em experimentos realizados com outras muta¢des como a —196 e -202 (Ronchi ez al, 1989,

Sykes & Kaufman, 1990 e Gumucio ef al, 1991).
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A presenga de mais de uma banda em ligagdes com extrato nuclear também foram
relatadas em outros estudos (Ronchi e al, 1989 e Gumucio er a/, 1991), podem
corresponder a ligagdo de outras proteinas, uma vez que s6 ocorrem em ligagdes com
extrato nuclear, porém experimentos com competidor, mostraram que essas bandas
secundarias, correspondem a uma ligagio DNA-proteina especifica, uma vez que a adi¢io
da sonda Spl ndo marcada 4 reagfo, leva ao desaparecimento ou reducio de intensidade
dos complexos formados. Portanto esses complexos parecem ser secundéarios a protedlise

ou alteragdes pos traduclo da proteina Sp1l.

2.1. Competigdo de ligagao do promotor y* com a regifio CACCC box.

O sitio CACCC box ¢ encontrado predominantemente em promotores eritrdides
especificos e esta presente em todos os promotores dos genes da B globina. Sua importincia
para a expressdo do gene v foi demonstrada em estudos em animais transgénicos com
fendtipo de PHHF {que expressam cadeia ¥ no estagio adulto) em que o sitio CACCC foi
deletado do promotor v, reprimindo sua expressdo no estagio adulto (Li ef af, 2001). O
mesmo estudo também demonstrou que uma vez introduzida a mutagio -198 C->T nessa
construgdo (sem o sitio CACCC), a expressdo do gene v no adulto é reestabelecida pois na
regifio da mutagdo -198, se ligam as mesmas proteinas que se ligariam a regiio CACCC.
Portanto a mutagdo -198 cria um sitio de ligagdo que substitui a fung¢iio do CACCC box no
promotor v,

Para determinar se a regido alterada pela mutagio —-195 compete com proteinas que
se ligam ao CACCC box, um oligonucleotideo correspondente a essa regifio foi marcado
radioativamente e incubado com quantidades crescentes de sondas —195 e ~198 ndo
marcadas e extrato nuclear de K562

O resultado, apresentado na Figura 5.11, nos mostra que quando a sonda CACCC
box foi incubada com extrato nuclear de K562, 2 bandas puderam ser vistas no gel (Figura
5.11: Iinha 1). Como esperado, as bandas desapareceram quando incubamos a reaciio com
quantidades maiores de sonda CACCC box ndo marcada radioativamente (Figura 5.11:
linhas 2 e 3). Como ja foi constatado em experimentos anteriores (Li ef af, 2001), a adicio

da sonda 198 (Figura 5.11: linhas 10 a 12} inibe a formacfio destes complexos, pois cria

S0



um sitio semelhante ao CACCC box competindo com ele. Quando analisamos a reago de
competicdo com a sonda -195 (Figura 5.11: linhas 7 a 9) e com a sonda normal (Figura
5.11: linhas 4 a 6), notamos que os complexos formados ndo desaparecem, portanto
deduzimos que elas nfo apresentam sitio de ligagdo semelhante a0 CACCC box, e portanto
nao competem com ele na interagio com as proteinas. Acredita-se que a proteina que
interage com essa nova regiio CACCC box € a proteina Spl, uma vez que a mutagdo ~198
aumenta sua afinidade por ela.

Os experimentos aqui demonstrados de interacio DNA-proteina sdo os primeiros
realizados com a mutagio -195 e os resultados nos mostram que o mecanismo de elevagio
da hemoglobina fetal nas mutagdes ~195 e ~198 ¢ diferente. Ha relatos na literatura de
outras mutagdes, como a ~196 C=2T e 202 C>G, que também ndo aumentam a interagdo
com a proteina Spl e cujo mecanismo de elevacdo de Hb F ainda ndo foi elucidado (Ronchi
ef al, 1989, Sykes & Kaufman, 1990 e Gumucio ef al, 1991) sendo necessario novos

estudos com outras proteinas.
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VII - CONCLUSOES

Os estudos de expressdo génica nos mostram que a mutagdo —195 C2G ¢ a
provével responsével pelo aumento de expressdo do gene gama na PHHF do tipo Brasileira
e que a presenga do LCR € necessaria para efetiva acdo das regides promotoras, sendo o
elemento HS2 do LCR suficiente para essa fungo.

Através dos experimentos de interagio DNA-proteina, verificamos que o
mecanismo de elevagdo da HbF na mutacio —195 ndo € mediado pela proteina Spl e ela
nao cria um novo sitio CACCC box na regifio promotora vy, portanto ela ocorre por um
mecanismo diferente ao encontrado na mutagdo —198.

O mecanismo de elevagio de HbF na PHHF do tipo Brasileira ainda nfio foi
completamente elucidado, sendo necessarios novos experimentos utilizando outras
proteinas e sondas e em animas transgénicos, para maior compreensio dos mecanismos
envolvidos na patogenia dessa alteragio, mas esse estudo demonstra um aumento de
expressio do promotor relacionado a mutagdo —195 e representa o primeiro ensaio de

interacdo DNA-proteina realizados com essa mutacdo.
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Abstract: We report an m vitro expression study of the “y-globin gene
promoter containing the *y~195 C —» G mutation that causes the
Brazilian type of heredzta;y persistence of fetal hemoglobin (HPFH). To
demonstrate that this mutation results in increased promoter strength,
we evaluated the mutant promoter linked to the hypersensitive site-2 of
the locus control region with the luciferase reporter gene systemn and
examined protein interactions by eletrophoretic mobility shift assay. The
transient expression was studied in three cell lines: K562, HEL and 293,
and indicated increased _promoter activity of the promoter containing
the Brazilian mutation in all ceil lines. The protein-DNA interaction
showed that, in contrast to the “y—198 T — C mutation which has
increased affinity for the Spl protein and creates a motif that behaves
like a novel CACCC box in the v promoter, the Brazilian HPFH
mutation decreases the affinity at the Spl protein and does notact as a
CACCC motif. These results suggest that this mutation may act to in-
crease the “y-globin chain production. In addition, the mechanism by
which this increased production occurs is different to that of the ~198
mutation. Other proteins may be involved in the overexpression of the y-
globin chain and/or may be dependent upon the DNA structure,
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The term hereditary persistence of fetal hemoglobin
{HPFH), describes a hereditary benign disease,
characterized by the increase of fetal hemoglobin
{(Hb¥F) dunng adult hfe. Non-deletional forms of
HPFH are characterized by single-base mutations
in the promoter region {most of them between -114
and ~202 from the cap site) of either the %v or
y—globxn gene, resulting in an increase of HbF
ranging from 3 to 20% in heterozygotes. Many
point mutations in this reg:on have been described,
including the Greek type (My-117 G — A) {1y,
Black type (*y~175 T ~ A) (2), Brazzhan tvpe
(*v-195 C = G) (3), Chinese type (“v-196
C — T) {4), British type (*y~198' T — C) (5) and
Black type (*y=202 C — T) (6) HPFHs. It is
believed that this mutation may modify the binding
of trang-acting factors to critical regions of the
promoters, resuiting in their continuous expression
during adult life (1, 5, 7-10). The mechamsm by

which the increase in expression of the gamma
chains in HPFH occurs and by which proteins are
involved in this process, however, are not com-
pletely understood.

In an effort to elucidate these mechanisms,
several point mutations were studied herein. The
British HPFH type has been reported to create a
novel CACCC box {11). In contrast, the Greek
type mutation results in increased CP-1 and CDP
binding, whilst it decreases GATA-1 and NF-E3
binding, increasing the y gene promoter strength
(12, 13). The Black HPFH type (-175 T — A)
interferes with QCT-1 binding, although this is not
the only mechanism involved in this mutation (13,
14}, The Bilack HPFH type (-202 C — T) muta-
tion reduces Sp-1 biading, but like the —173
T ~» A mutation, this is probably not the princi-
pal cause of the increase of ¥ gene production

(15).
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Spl is a ubiquitous protein that binds to the
GC-rich motifs found in many gene promoters.
This transcription factor acts by regulating the
expression of a large number of genes and
functions as an activator or repressor, depending
on which promoter it binds to and the other
proteins with which it interacts (16, 17). Some
researchers had studied the binding sites of the
Spl protein in the wild type and mutant v globin
promoters (15, i8). The Brazilian HPFH muta-
tion, which is located in a CG-rich region, has
not been investigated with regard to the possible
mechanism involved in the high production of the
v gene, nor the involvement of the Spl protein in
this process. In order to clarify this issue, we
carried out an in vitro gene expression study,
employing luciferase gene reporter methodology
and evaiuated protein interaction by an elec-
trophoretic mobility shift assay.

Material and methods
Plasmid constructs

The hypersensitive site-2 (HS2)-*y globin promo-
ter-tuciferase reporter gene plasmid was construc-
ted in two steps. A “y promoter (673 bp
Genebank HUMHBB nucleotide 38792-39465)
was first cloped into a PGL2-basic Promega
vector {which contains the firefly luciferase repor-
ter gene without promoter). Subsequently, the
HS2-locus control region (LCR) (739 bp Gene-
bank HUMHBB nucleotide 8485-9224) was inser-
ted into the ®y promoter-luciferase vector. Two
constructs were made: one with the normal
promoter and another with a mutant promoter
containing the —i95 C —= G.

The y promoter was prepared by polymerase
chain reaction {(PCR) amplification from a control
and a patient with the C — G mutation at position
—195 using genomic DNA with the primers P133
and P134 {(Table 1). The PCR product was digested
{Xhol-HindIIl), purified by extraction from aga-
rose gel and cloned upstream of a luciferase
coding sequence with a PGL2-basic vector (19).
In the same manner, the HS2 fragment was
amplified by PCR (primers HS2s and HS2as,
Table 1) before cloning into the Smal-Kpnl site
of the “y-promoter-luciferase vector {upstream of
the “y-promoter). All primers were engineered to
contain restriction sites at their 5" ends, to be used
in cloning assays.

Plasmid DNA was grown in DH3a bacteria and
was purified by the Concert life miniprep kit
{Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA). The
correct insertion and sequences of the constructs
were confirmed by sequencing.

Mechanism of the Brazilian HPFH

Table 1. Primers and probes used in this study

Primer P133  5LATC TCG AGT GAA ACT GTG GTC TTT ATG A-Y
Primer P134 5-CTA AGC TTT TCT GGA £TA GGA GCT TAT TG-3
Primer M32s 5.TAA GCT TCA GTT TIT COT TAG T-3

Primer HS52as 5°-TAG ATC TGA CCC CGT ATG TGA GCA T3

Wild type y promoter F-AGT ATC CTC TTG GGG GEC CCT TCC CCA CAC-3"

probe

Mutation =133 5-AGT ATC CTC TTG GGG GCC £CT TCC GCA CAC-Y
C — G promoter probe

Mutation —198 5-AGT ATC CTC 776 GGG GLE CCT CCC CCA CACY
T — C promoter probe

SP1 probe 5-ATT CGA TCG GGG CGG GGC GAG C¥

CACEC box probe .TGG CTA AAC TCC ACC CAT GGG TTG-3

Cell culture and transfection assay

A transient transfection assay was performed with
three cell lines: K562, HEL and 293. K562 and
HEL celis were grown in RPMI 1640 medium plus
10% fetal bavine serum (FBS) at 37°C, 5% CGa.
Approximately 107 cells in suspension were trans-
fected by electroporation with 20 pg of each
construct at 975 uF and 250 mV. The 293 cell
was an adherent cell line, grown in DMEM
medium plus 10% FBS at 37°C, 3% CO; and
transfection was performed by lipofection. Two
days previously, the cells were trypsinized, counted
and plated to achieve confluence of 70--90% on the
day of transfection. Each constract {3 pg) was
incubated with 10 pL of cationic lipids (Lipofecta-
mine; Promega, Madison, WI, USA) for 15 min at
room temperature, before incubation together with
cells for 2h at 37°C. Transfection was accom-
plished using 1 and (.15 pg PRL-TK vector (which
expresses renilla iuciferase), to provide an internal
control for electroporation and the lipofectamine
assay, respectively.

The transfected cells were harvested for 20 h
and Firefly and Renilla luciferase gene activities
were measured sequentially in cell lysates using the
Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega), as
recommended by the manufacturer. Two vectors,
PGL2Z-Basic and PGL2Z-Control were used for
negative and positive controls, respectively, of the
expression of the luciferase {data not shown}. All
experiments were performed in triplicate and
repeated more than once.

Nuclear extraction

K562 and HEL were harvested in RPMI 1640
medium pius 10% FBS at 37°C, 5% CO.
Approximately 1 x 10° cells were washed twice
with phosphate-buffered saline and once in
4.5 mL cold buffer A {10 my HEPES-KCH pH
7.9, 1.5 mm MgCl, 10 mm KCl, 0.5 mm dithio-
threitol (DTT) and 0.2 mm phenylmethylsuifonyl
fluoride (PMSF)]. The pellet was incubated in
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2 mL of buffer A on ice for 10 min, centrifuged
for 30 s and the supernatant removed. The pellet
was them resuspended in 330 uL of buffer C
(25% glycerol, 20 mm HEPES-KOH pH 7.9,
L5mm MgCly, 420 mm NaCl, 0.2 mm EDTA,
0.5 mm DTT and 0.2 mm PMSF) and incubated
on ice for 20 min. Following centrifugation of the
suspension for 2 min, the supernatant containing
the nuclear proteins was frozen on dry ice and

sthanol and stored at ~80°C, wuntil use. Thée

protein concentration was determined using the
Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).

Electrophoretic mobility shift assay

Three probes containing the consensus Spl site of
the y*-globin promoter (210 and —184 relative to
the cap site} were synthesized, one with the wild type
sequence and the other two with-the —-195 (C — G)
and —-198 (T — C) mutations. A Spl probe was
used as a positive contro! and in a competition assay
and, in the same manner, a CACCC box probe was
used in competition assays (Table 1).

Each oligonucleotide (10 pg) was annealed with
its antisense strand in 10 my Tris-HCI, 10 mm
MgCly, 50 mMm NaCl and 1 mm DTT, at 65°C for
{5 min. Soon after, 0.1 ug of annealed oligonucleo-
tide was labeled with y-P* using T4 polynucleotide
kinase and unincorporated labeled nucleotides were
removed on a sephadex G-25 column (Amersham
Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ, USA).

Nuclear proteins (5 pg) were incubated with
50 000 cpm of labeled probe and 1.6 ug poly dI-dC
for 15 min at room temperature in binding buffer
{40 mm Tris-HCl pH 7.9, 100 mMm NzCl, 20%
glycerol, 0.2 mm DTT). One microgram of purified
Spl protein (Recombinant Human Spl; Promega)
was incubated under the same conditions, but in the
presence of 200 mg/ml bovine serum albumin.
Unlabeled probes were added at higher concentration
{(100-fold) together with the labeled probe to be used
as competitor DNA 10 test specificity of interaction.
Samples were electrophoresed in a 4% non-denatur-
ing polyacrilamide gel in 1 x Tris—borate/EDTA
buffer (250 V) for I h and the gel exposed to X-ray
film overnight at —70°C with an intensifying screen.

Results
Expression of the HPFH mutant promoter in vitre

To assess whether the —195 “v-promoter activates
v-globin gene expression, normal and mutant
constructs {containing or not the HS2-LCR) were
cotransfected with control vector into K562, HEL
or 293 cells. The K562 (20) and HEL (21) cell lines

are erythroleukermia cells that express embryonic
and fetal globins, whilst 293 is 2 human embryonic
kidney cell line transformed with adenovirus type 35,
able to transcribe the human globin gene (22, 23),
Two different iuciferase reporter genes were used,
the tested vectors expressed firefly luciferase and the
control vector expressed renilla luciferase.

The results of the transfection studies are sum-
marized in Fig. 1. In the presence of the HS2
enhancer element, linked to the y-globin wild-type
promoier, -gene expression was significantly in-
creased in all cells lines (51.7 + 0.3-, 49 % 0.1~
and 3.3 = 0.1-fold in the K562, Hel and 293 cells,
respectively) compared with the construct without
the HS2 enhancer. Thus all the comparative ana-
lysis were made with the constructs with the HS2
enhancer. The expression of the HS2-195 mutant
vector were compared with the HS2 wild type *v-
promoter, which was considered to have 100%
activity.

The constructions with the promoter containing
the —195 mutation with the HS2 enhancer increased
the gene expression by 1.7 % 0.6-, 1.6 + 0.3- and
1.6 = 0.3-fold in the K562, HEL and 293 celis,
respectively, when compared with the wild type
promoter. These data were statistically significant in
all cells lines. Data are reported as mean =+ SD and
groups were compared by the Wilcox statistical test.

Interaction of the Spt protein with the “y-globin promoter

The proximal promoter contains at least 13 binding
sites for nuclear proteins. Previous experiments
have shown a weak Spl binding site in the —200
region of the globin gene promoter, in addition
point mutations in this region alter this binding (15,
18, 24). To test whether the —195 C — G point
mutation that causes HPFH affects this binding,
oligonucieotides encompassing this region (wild
type, —198 T > C and -195 C - G mutant
probes) were labeled with **P and subjected to gel
retardation analysis aloae or with a Spl cold probe.
The wild type and the ~198 T — C probes were
used to compare the intensity of the shift produced,
as previous studies showed that they produce a
weak and a strong shift, respectively, when incu-
bated with the Spl protein (i18).

Figures 2 and 3 demonstrate that when Spl
probe was incubated with crude K562 or HEL
extract, respectively, or Spl purified protein, it
preduces a retarded complex, corresponding to the
binding of the Spi protein (Fig. 2: lines 7 and 11;
Fig. 3: lines 7 and 8). When the wild type ¥
promoter probe was incubated with purified Spl
protein it produced a very weak band that
co-migrated with the Spl shift (Fig. 2: line 8). The
198 T — C promoter probe produced a stronger
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Fig. 1. Relative activity of wild-type and —~195 mutant
promoter plus HS2 enhancer or without enhancer. Experi-
ments in (A) K362 cells, (B) HEL, and {C) 293 cells. WT
prometer, wild type promoter; —195 promoter, promoter
with ‘the ~195 mutation; HS2. WT promoter, wild type
promoter plus H82; HS2. ~195 promoter, promoter with
the 195 mutation plus HS2.

shift, demounstrating that this mutation has a
greater affinity for Spl then the normal promoter
(Fig. 2: line 10). In addition, the —-195 C - G
promoter probe did not produce any shift (Fig. 2:
line 9).

The complex produced after binding the nuclear
extract to the wild type promoter presented a weak
shift (Figs 2 and 3: line 1) and the =198 T —» C
promoter probe demonstrated a strong shift (Figs 2

Mechanism 0!’} the Brazilian HPFH

Protein K562 extract Purified Spl
Probe WT  -195 -198 Spl  WTA195/19%/5p!
Competitar Spt Spt Spl

2 91011

12345467

L% 3 TN S

Fig. 2. Birding of K562 nuclear extract proteins (lines 1~7)
or purified Spl protein (lines 8-11) to the probes. Lines 1, 2,
& wild type v promoter probe; lines 3, 4, 9: =195 C > G
mutation promcter probe; lines 5, 6, 10; ~198 T - C
mutation promoter probe; and lines 7, 11: Spi probe. Lines
2,4, 6 contain a cold Spl probe as a competitor.

- Protein HEL extract Spl
Probe WT -195 -198  Spl
Competitor spt Spl  Spl

123 4 5 67 8

Fig. 3. Binding of HEL nuclear extract proteins (lines 1-7}
or purified Sp1 protein (line 8) to the probes. Lines | and 2:
wild type ¥ promoter probe; lines 3 and 4 —195C - G
mutation promoter probe; Hnes 5 and 6 ~198 T— C
mutation promoter probe; and lines 7 and 8, Spl probe.
Lines 2, 4, 6 contain a cold Spl probe as a competitor,

and 3: line 5). Other bands below the Sp-1 complex
were also observed, as described in other studies
{18, 24). When the ~195 mutant probe was
analyzed, the band corresponding to the Sp-1 shift
disappeared and the second band remained
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although it was weaker than that of the wild type -

(Fig. 2: line 3). Competition experiments showed
that these bands corresponded to a specific DNA
binding protein. as the addition of Sp! coid probe
to the binding reaction produced a significant
decrease in the number of complexes bound
(Fig. 2: ine 4).

Previous studies have shown that the -198
T — C mutation creates 2 motif that behaves like
a novel CACCC box in the ¥ promoter (11). To
determine whether the motif created by -the —195
mutant also competes with proteins that bind to the
CACCC baox, an oii§onucieotide encompassing the
CACCC box was **P-labeled and incubated with
increased amounts of —195 and ~198 cold probes.
When the CACCC box probe was incubated with
K562, two shifted bands could be seen on the gel
(Fig. 4). As expected, these bands disappeared
when incubated with the cold CACCC box probe.
There was no difference when the normal or —195
mutant cold probes were introduced, however, the
binding of all complexes was inhibited by addition
of excess —198 cold probe. Like the normal probe,
none of the bands could be competed out by the
presence of the —195 cold probe, thus this mutation
does not compete with the CACCC box probe, as
observed with the —198 mutation.

Protein K562 extract
Probe CACCC
Competitor ~caccc NI 195 198

50 108 50 100 200 50300200 50 100 200

1 234567 8 9101112

Fig. 4. Binding of K562 nuclear extract proteins to the
CACCC box probe. Lines 2 and 3: wild type v promoter
cold probe as competitors; lines 4-6; —~185 C — G mutation
promoter cold probe; and lines 7-9: -198 T — C mutation
promoter cold probe. The competition assay used 50-, 100-
or 200-fold more cold probe.

Discussion

Our previous prefiminary data {19), employing a
construction without the inclusion of the LCR
region. showed that the ~195 mutation was not
able to increase gene expression in vizro. The
introduction of the HS2 fragment in the construc-
tion, as carried out in this study, produced a
significant increase in gene expression by the
mutant promoter. These data suggest that a single
base change of the y-globin gene promoter at ~195
C — G may cause upregulation of the luciferase
gene in erythroid cells and that the presence of a
LCR element (HS2) is necessary for the increase in
the expression of these vectors in vitro and, there-
fore, for effective promoter action. The enhance-
ment produced in the gene expression by the
mutant promoter, however, was several times less
than that seen i vivo. These results were not
unexpected and similar results have also been
described with other mutations, such as the
Ay.175 HPFH mutation (23). Moreover, some
mutations, for example *vy-196 and “y-202, did
not show any increase in gene expression in vitro,
following mutant promoter gene expression (24,
23.

The mechanism by which HPFH may cause
upregulation of y expression is probably mediated
by the alteration of a binding site for an activator

© Or repressor protein. The proximal promoter con-

tains at least 15 binding sites for nuclear proteins
(26). Previous experiments have shown a weak Spl
binding site in the -200 region of the globin gene
promoter, and have demonstrated that point muta-
tions in this region [e.g. —~198 (18, 24, 27) and —202
(15)] alter this binding. To test whether the —195
C ~» G point mutation that causes HPFH affects
this binding, oligonucleotides with this mutation
were subjected to gel retardation analysis. As
described previously (18), when incubated with
purified Spl protein, the wild type y promoter
probe produced a very weak band that co-migrated
with the Spl positive contro! shift. The —193
T > C promoter probe produced a stronger shift,
demonstrating that this mutation has a greater
affinity for Sp! than the normal promoter. Our
data clearly show that the —195 mutation does not
bind the Sp-1 protein, as has also been described
for the —-196 and -202 mutations. Thus, it is
probable that other transcription factors are
involved in the —195 PHHF. Other authors have
observed more than one retarded band, which may
be secondary to proteolysis or post-transiational
modification of the Sp! protein {i8§).

Several studies have suggested an important role
for the CACCC box, located at position —i44
relative from the cap site in the y-globin gene
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promoter, as a positive regulatory element (14, 28).
Dierks et al. (29} and Li et al. (11), demonstrated
that the —198 T — C mutation creates a motif that
behaves like a novel CACCC box in the y promoter,
re-establishing the HPFH phenotype in CACCC-less
transgenic mice, Conversely, we showed, herein, that
the CACCC probe bands could not be competed out
by the —~195 cold probe. Thus, this mutation does not
compete with the CACCC box probe, as observed
with the ~198 mutation.

The data registered here represent the first in vitro
gene expression and protein interaction study of the
~195 HPFH mutatuon. Qur results show that the
mechanism of HbF elevation by the ~ 195 mutationis
neither mediated by the Sp-1 transcription factor nor
by the creation of a CACCC box, asdescribed for the
—-198 mutation. Thus, other proteins may be
involved in the over-expression of the y-globin chain
and/or may depend on DNA structure and these
mechanisms remain to be clarified.
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