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RESUMO
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A expressdo dos genes do cluster da globina oo em humanos é regulada pelo o-MRE
(a-Major Regulatory Element), um elemento localizado 40 kb a montante do respectivo
cluster na regido telomérica do brago curto do cromossomo 16. O a-MRE € geneticamente
polimérfico e seis diferentes haplétipos, nomeados de A a F, foram determinados em
alguns grupos populacionais da Africa, Europa e Asia e em individuos pertencentes a duas
populacdes indigenas brasileiras. As substituicdes de base que resultaram nestes haplétipos
estdo localizadas entre sitios de ligacio para fatores nucleares ou em um sitio ndo ocupado
in vivo, exceto no caso do haplétipo D, em que o polimorfismo altera a seqiiéncia de um
dos sitios ocupado in vivo pelo fator NF-E2. Nao hd, de nosso conhecimento, nenhum
estudo experimental feito para avaliar se essa variabilidade pode influenciar a expressao
génica. Assim, no presente trabalho foi analisada e comparada a expressao do gene reporter
da luciferase em células K562 transientemente transfectadas com construgdes que tiveram
como enhancers os diferentes haplotipos do a-MRE, além de 3 dos polimorfismos
isoladamente (+130, +199 e +209). Os resultados revelaram redu¢do da expressido do gene
da luciferase com todas as constru¢des em relacdo a do haplétipo selvagem A: os
haplétipos B e C corresponderam a 19% do grau de expressdo do haplétipo A, 0 D a 21%, o
E a 15%, o F a 3%, o polimorfismo +130 a 24%, o +199 a 32% e o +209 a 3%. Em seu
conjunto, eles demonstram que os polimorfismos responsdveis pelos diferentes haplétipos
do a-MRE, em sua maioria situados nas seqiiéncias flanqueadoras dos sitios de ligacdo

para proteinas regulatdrias, reduzem a expressao génica in vitro.
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ABSTRACT
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The expression of human o-like globin genes is regulated by the o-MRE
(a-Major Regulatory Element), an element located 40 kb upstream of the a cluster in the
short arm of chromosome 16. The a-MRE is genetically polymorphic and six different
haplotypes, named A to F, have been identified in some population groups from Europe,
Africa and Asia and in native Indians from two Brazilian Indian tribes. The base
substitutions that resulted in these haplotypes are located between binding sites for nuclear
factors or in a site that is considered not to be active in vivo, with the exception of
haplotype D, in which the polymorphism changes the first binding site for the NF-E2 factor
occupied in vivo. To our knowledge, there are no experimental studies evaluating whether
this variability may influence gene expression. Thus, the present work analyzed and
compared the expression of the luciferase reporter gene in K562 cells transiently
transfected with constructs that have, as enhancers, the different a-MRE haplotypes,
besides three isolated polymorphisms (+130, +199 and +209). The results demonstrated a
reduction in luciferase gene expression with all the constructs compared with the wild type
a-MRE (A haplotype): the B and C haplotypes corresponded to 19% of the A haplotype
expression, the D to 21%, the E to 15%, the F to 3%, the polymorphism +130 to 24%, the
+199 to 32% and the +209 to 3%. They demonstrate that the polymorphisms responsible
for the a-MRE haplotypes, most located in the flanking sequences of the regulatory protein

binding sites, decrease in vitro gene expression.
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1.1- As hemoglobinas humanas

As hemoglobinas (Hb) humanas sio proteinas tetraméricas compostas por duas
cadeias polipeptidicas do "tipo a" (o ou §) e duas cadeias do "tipo B" (B, o, y ou €). Cada
cadeia globinica estd associada a um grupo prostético heme (Figura 1) que possui um
atomo de ferro divalente capaz de se ligar de modo reversivel a molécula de oxigénio,
transportando-a dos pulmdes aos tecidos (Perutz et al.,1960; Bunn e Forget, 1986). Na fase
embriondria, sdo produzidas as hemoglobinas Gower I (z€;), Gower 11 (a,; €;) e Portland 1
(C2v2). Durante o periodo fetal, a producdao dessas hemoglobinas d4 lugar a sintese de Hb F
(a2y2), que, por sua vez, € substituida pelas Hbs A (af2) € Az (0202) no estddio adulto.
Apo6s os seis meses de vida, os individuos normais apresentam cerca de 95% de Hb A,

2-3% de Hb Az e 0-2% de Hb F (Bunn e Forget, 1986; Stammatoyannopoulos et al., 1994).

o globina B globina

Grupo heme

o globina

atomo de ferro

Figura 1- Molécula de Hemoglobina Humana. Cada globina estd associada a um grupo
prostético heme que possui um atomo de ferro central (figura adaptada do sitio

http://globin.cse.psu.edu/html/huisman/variants/image.html).
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1.2- Os genes das globinas

Os genes responsaveis pela codificagdo das cadeias globinicas sdo compactos,
com cerca de 1 a 2 kilobases (kb) de DNA, formados por 3 exons e 2 introns e estdo
localizados em dois agrupamentos, ou clusters, denominados de o e 3, onde se encontram

dispostos na ordem em que sdo expressos durante o desenvolvimento do individuo.

O cluster B € composto pelo pseudogene B, pelo gene embriondrio &, pelos

enes %y e “y e pelos genes & e B, e estd localizado no brago curto do cromossomo 11
g Yye vep g ¢

(11p15.5) (Fritsch et al., 1980) (Figura 2).

O cluster o é formado pelo gene embriondrio C, os pseudogenes y( e ya., 0S
genes da globina o duplicados (o, € o) € 0s genes 0 e aoP (também conhecido como ), e
estd localizado no braco curto do cromossomo 16 (16p13.3) (Higgs, 1993;
Hugghes et al., 2005) (Figura 3).

Introdugdo
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Figura 2- Cluster B. Os quadrados pretos representam os genes funcionais e o branco o

pseudogene, as setas representam as seqiiéncias regulatdrias associadas a cinco
sitios hipersensiveis a DNase I (HS 1-5), o segmento de DNA que compreende

os sitios € denominado Regido de Controle do Locus B (B-LCR)
(figura adaptada de Beutler et al., 2001).

llll /& o’ wa o, Oy 0
B (| B[] H B B

Figura 3- Cluster a.. Os quadrados pretos representam os genes funcionais e os brancos os

3’

pseudogenes, as setas representam as seqiiéncias regulatdrias associadas a
quatro sitios hipersensiveis a DNase I (HS 8, 10, 33 e 40), o sitio HS-40 ¢
denominado Elemento Regulatério Maior dos genes do cluster da globina o

(a-MRE) (figura adaptada de Beutler et al., 2001).
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1.3- Regulacao da expressiao dos genes das globinas

A expressao dos genes globinicos em ambos os clusters € regulada de acordo
com o estdgio de desenvolvimento humano e de maneira tecido-especifica. Esta complexa
regulacdo depende da interacdo de proteinas nucleares com seqii€éncias de DNA especificas
que podem estar adjacentes aos genes nas regides promotoras ou a varios kilobases de
distancia de cada cluster génico nas seqiiéncias regulatérias (Forrester et al., 1987;

Grosveld et al., 1987; Higgs et al., 1990).

Na regidao promotora do gene se associam os fatores gerais de transcricdo e a
RNA polimerase II. A caracteristica mais importante do promotor é o TATA box, uma
seqiliéncia curta de bases timina (T) e adenina (A), que € reconhecida pelo fator geral de
transcricdo TFIID, responsavel pelo posicionamento da RNA polimerase II no sitio de
inicio da transcri¢do. Este sitio estd localizado aproximadamente 25 pares de bases (pb)
ap6s o TATA box. As seqiiéncias regulatdrias conferem altos niveis de transcri¢do génica e

possuem Vvdrios sitios de ligacdo para proteinas regulatdrias (Tjian, 1995).

No cluster [, seqiiéncias regulatérias estdo associadas a cinco sitios
hipersensiveis a DNase I (HS 1-5), especificos de células eritréides e localizados 4 a 20 kb
a montante do gene €. O segmento de DNA que compreende os sitios € denominado Regiao

de Controle do Locus 3 (B-LCR) (Forrester et al., 1987; Grosveld et al., 1987) (Figura 2).

Similarmente, no cluster o foram identificados quatro sitios hipersensiveis a
DNase I, localizados 8 (HS-8), 10 (HS-10), 33 (HS-33) e 40 (HS-40) kb a montante do
gene C, em direcdo ao teldmero (Higgs et al., 1990) (Figura 3). Estudos envolvendo a
caracterizacdo de dele¢des naturais, andlises de hibridos interespecificos, experimentos com
transfeccdes estdveis e estudos em camundongos transgénicos indicam que somente a
seqliencia regulatéria localizada 40 kb a montante do cluster (HS-40) exerce efeito
significativo na expressdo dos genes das globinas “tipo a” (€ e a) (Hatton et al., 1990;
Liebhaber et al., 1990; Wilkie et al., 1990; Romao et al., 1991, 1992; Sharpe et al., 1992;
Flint et al., 1994, 1996; Higgs et al.,, 1998; Viprakasit et al., 2003, 2006;
Harteveld et al., 2005). Esta seqiiéncia foi denominada posteriormente Elemento

Regulatério Maior dos genes do cluster da globina a (a-MRE) (Jarman et al., 1991).

Introdugdo
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Cada seqiiéncia regulatdria, associada a um sitio hipersensivel a DNase I,
contém um conjunto de sitios de ligacdo para proteinas regulatorias especificas de células
eritréides e ndo eritréides (Philipsen et al., 1990; Talbot et al., 1990; Jarman et al., 1991;
Pruzina et al., 1991; Talbot e Grosveld, 1991; Ikuta e Kan, 1991; Reddy e Shen, 1991;
Strauss et al., 1992; Strauss e Orkin, 1992; Zhang et al., 1993).

Estudos vém sendo realizados com o objetivo de compreender o funcionamento
das seqiiéncias regulatdrias dos clusters a e 3, ou seja, como estas seqii€éncias conferem
altos niveis de expressdo, de maneira tecido-especifica e de acordo com o estigio de
desenvolvimento humano, a genes localizados a grandes distancias. Devido a
ancestralidade comum e a similar organizacdo entre ambos os clusters, assumiu-se durante
algum tempo que a regulacdo da expressdo dos genes globinicos pelo B-LCR e a-MRE
ocorria de maneira similar. Porém, estudos in vivo e in vitro sugeriram um papel diferente
para estes elementos regulatérios na regulacdo gé€nica de seus respectivos clusters

(Vyas et al., 1992; Craddock et al., 1995).

Além de atuar como um elemento enhancer, ativando a expressao dos genes do
cluster 3, o B-LCR tem a fung¢@o adicional de alterar a estrutura da cromatina em que estes
genes estdo inseridos, para que eles possam ser transcritos. O cluster 3 estd localizado em
uma regido do genoma rica nas bases A-T, de cromatina altamente condensada, onde se
localizam genes ativos em poucos tipos celulares. Em células nao eritréides, o dominio
cromatinico onde o cluster 3 estd contido € insensivel a DNase I, replica-se tardiamente
(durante a segunda metade da fase S do ciclo celular) e estd transcricionalmente inativo.
Em células eritréides, este dominio torna-se sensivel a DNase I, replica-se logo no inicio da
fase S e a transcricdo génica € ativada. As mudancgas tecido-especificas na estrutura da
cromatina sdo atribuidas ao B-LCR, que provoca sua descondensacdo, facilitando a
interacdo dos fatores de transcricdo ao DNA e possibilitando a expressdao dos genes do

cluster B (Craddock et al., 1995).

Diferentemente do -LCR, o a-MRE ndo altera a estrutura da cromatina onde o
cluster a esta contido. Ele esta localizado em uma regido do genoma rica em guanina (G) e

citosina (C), de cromatina descondensada tanto em células eritréides quanto em ndo
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eritréides, onde se localizam genes ativos em todas as células, que € replicada logo no
inicio da fase S do ciclo celular e transcricionalmente ativa. Assim sendo, a funcgdo
principal do a-MRE € atuar como um elemento enhancer, ativando a expressdao dos genes

do cluster o (Vyas et al., 1992).

Nos ualtimos anos, diversos estudos vém demonstrando que a estrutura da
cromatina desempenha um papel critico na expressdo génica. In vivo, os genes estdo
associados a proteinas histonas para formar a cromatina e os nucleossomas, estruturas
repetitivas da cromatina formadas pelas histonas, que geralmente inibem a transcri¢ao
génica. A ativacdo da transcricdo envolve modificacdes na estrutura e/ou na posi¢ao dos
nucleossomas nas regides promotoras dos genes pela acdo de grandes complexos de
proteinas envolvidos na modulagdo da estrutura da cromatina (Vignali et al., 2000;
Berger, 2002; Dean, 2004). Os complexos de proteinas remodeladoras da cromatina sao
recrutados para as regides promotoras dos genes por proteinas nucleares que se associam as
seqliéncias regulatdrias. Estes complexos alteram, entdo, a estutura cromatinica dos
promotores, permitindo, assim, a ligacdo da maquinaria de transcri¢ao (Elefant et al., 2000;

Schubeler et al., 2000; Gui e Dean, 2001; Dean, 2004).

Sendo assim, o contato entre a regido promotora e a seqiiéncia regulatdria é
essencial para a ativacdo da transcricdo. A formacdo de uma al¢a (loop) tem sido proposta
para explicar como seqiiéncias regulatrias distantemente posicionadas podem atuar
(Bulger e Groudine, 1999). Na ativagcdo da transcri¢do dos genes do cluster 3 em células
eritréides, o B-LCR interage, via al¢a (loop), com os promotores dos genes ativos formando
uma estrutura cromatinica Unica, conhecida como active chromatin hub (ACH)
(Tolhuis et al., 2002; Patrinos et al., 2004) (Figura 4 - A). A formacgdo desta estrutura
cromatinica eritréide especifica é também regulada de acordo com os diferentes estagios de
desenvolvimento do individuo, uma vez que, em cada estidgio de desenvolvimento, somente

um gene interage com o 3-LCR para formar uma ACH (Patrinos et al., 2004).

Diferentemente do cluster P, localizado em uma regido do cromossomo onde
se encontram genes ativos em poucos tipos celulares, o cluster o € cercado por genes ativos

em todas as células; sendo assim, uma importante questdo em relacdo a este cluster é
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compreender como o elemento regulatério controla a expressao dos genes “tipo o’ sem a
interferéncia dos genes vizinhos (Zhou et al., 2006). Durante algum tempo, pensou-se que
haveria a formagdo de uma estrutura cromatinica diferente daquela formada no cluster B;
no entanto, estudos recentes de conformagdo da cromatina do cluster o. de camundongos
demonstraram que os genes vizinhos a este cluster mantém no nidcleo uma estrutura
cromatinica permanente, similar aquela formada no cluster 3, devido a sua expressio
constitutiva. O recrutamento dos promotores dos genes ativos do cluster o e do elemento
regulatério para esta ACH resulta na expressdao dos genes globinicos em células eritréides
murinas (Figura 4 - B), ja a exclusdo dos genes das globinas “tipo a” e de seu elemento
regulatério desta estrutura cromatinica em células ndo eritréides murinas, inativa a

expressdo génica (Figura 4 - C) (Zhou et al., 2006).
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Figura 4- Estruturas bi-dimensionais da active chromatin hub (ACH). (A) Representacao

da B-ACH em células eritréides humanas. O B-LCR (representado por elipses
vermelhas) interage com os promotores ativos dos genes do cluster B (indicados
por retangulos azuis, verdes e vermelhos), formando a B-ACH (representada
pela esfera amarela) (Patrinos et al., 2004); (B) Representacao da a-ACH em
células eritréides murinas; (C) Representacio da o-ACH em células ndo
eritréides murinas. No painel B, os promotores ativos dos genes do cluster o
(representados pelas pequenas esferas verdes) interagem com os sitios HS
(indicados por retdngulos azuis), formando a a-ACH (representada pela esfera
tracejada). A o-ACH € compartilhada pelos genes vizinhos ao cluster o
(representados também por esferas verdes). No painel C, os genes do cluster o
(esferas verdes) e os sitios HS (indicados por retangulos cinzas) sdo excluidos

da a-ACH (Zhou et al., 20006).
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1.4- Polimorfismos do a-MRE

A atividade do elemento regulatério o-MRE esta restrita a um fragmento
central de DNA de aproximadamente 350 pb, onde vdrios sitios de ligacdo para proteinas
regulatérias t€m sido identificados. Estes incluem quatro potenciais sitios para o fator de
transcrigdo eritroide-especifico GATA-1, nomeados de A a D, dois para o fator
eritroide-especifico NF-E2, denominados 5’ NF-E2 e 3’ NF-E2, e quatro boxes CACC para
a proteina SP1, nomeados de I a IV (Jarman et al., 1991) (Figura 5). Estudos in vivo
demonstraram a ocupagdo de trés dos quatro sitios para o fator GATA-1 (B, C e D), de
ambos os sitios NF-E2 (5" e 3’) e de um box CACC (II) em células eritréides
(Strauss et al., 1992). Estes sitios de ligagdo foram bem conservados durante a evolugao,
enquanto as seqiiéncias externas aos mesmos mostraram uma menor conservacio, onde

polimorfismos sdo freqiientemente encontrados (Kielman et al., 1994; Kielman, 1996).
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GATA-1(A)

5’- TCGACCCTCTGGAAC CTATCA GGGACCACAGTCAGCCAGGCAAGC
3’- AGCTGGGAGACCTTGGATAGT CCCTGGTGTCAG TCGGTCCGT TCG

CACC(I)  +96
ACATCTGCCCAAGCCAAGG GTGG AGGCATGCAGCTGTGGGGGTCTG
TGTAGACGGGTTCGGTT CC CACC TCC GTACGTCGACACCCCCAGAC 158
+130 GATA-1 (B) 5’-NFV *
AAACACTTGAGGGAGC AGATAA CT GGGCC AACCA TGACT CAGT GC
TTT GTGAACTCCC TCG TC TAT T GA CCCGGTT GGT ACTGA GTCA CG
3’-NF-E2 +199 CACC (I) CACC (II)  +212

GGAGGCCAACAGGACT GCTGAGTCA TCCTGT GGGG GTGG AGGTGG
CC TCCGG TTGTCCTGA CGACTCAGT AGGACACCCC CACC TC CACC
CACC (IV) GATA-1(C) +209

GGACAAGGGAAAGGG GTGG AATGGTACTGC TGAT TA CAACCTCTGG
CCT GTTCCCTT T CCC CACC T TACCATGACG ACTAAT GTTGGAGACC

GATA-1 (D)

TGCT GCCT CCCCCTCC T GT T TATCT GAGAGGGAA -3’
ACGACGGAGGGGGAGGACA AATAGA CT CTCCCTT -5’

Figura 5- Sitios de ligacdo para proteinas regulatérias do a-MRE. As seqiiéncias de
consenso dos sitios estdo sublinhadas, os polimorfismos identificados por
Harteveld et al. (2002) estdio em negrito (figura adaptada de
Zhang et al., 1993).
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Os polimorfismos do elemento regulatério a-MRE foram primeiramente
estudados por Harteveld et al. (2002) em 7 diferentes grupos populacionais, entre africanos
da lingua Bantu, pigmeus africanos, holandeses, italianos, chineses, indianos e
indonesianos. Seis diferentes haplétipos do a-MRE, denominados de A a F (Tabela 1),
foram encontrados. Estes haplotipos foram também estudados em individuos pertencentes a
duas populagcdes indigenas brasileiras: Parakand e Xikrin (Ribeiro et al., 2003). As
freqiiéncias dos haplétipos do o-MRE nos grupos populacionais estudados por

Harteveld et al. (2002) e Ribeiro et al. (2003) estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1- Haplétipos do a-MRE.

+96° +130 +158 +199 +209 +212
Haplétipo A C G C G G G
Haplétipo B C AP C A G G
Haplétipo C C A C A A G
Haplétipo D C G T G G G
Haplétipo E C G C G G C
Haplotipo F A G C G G G

* Posigdes dos sitios polimérficos do o-MRE em relag@o ao sitio CAP do gene ¢
® As letras em negrito indicam as substituicdes nucleotidicas em comparagio ao haplétipo A

Fonte: Harteveld et al., 2002

Tabela 2- Freqii€éncia dos haplétipos do a-MRE nos grupos populacionais estudados.

POPULACOES HAPLOTIPOS
A B C D E F
Holandesa (35)* 0,43 0,57
Italiana (53) 0,56 0,43 0,01
Indiana (39) 0,67 0,32 0,01
Chinesa (23) 0,74 0,26
Indonesiana (34) 0,78 0,22
Africana (32) 0,73 0,11 0,16
Pigmeus (60) 0,76 0,16 0,04 0,02 0,02
Parakana (70) 0,70 0,30
Xikrin (95) 0,87 0,13

? Numero de individuos estudados

Fonte: Harteveld et al., 2002; Ribeiro et al., 2003.
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O hapldtipo A é o hapldtipo selvagem e deriva da seqii€éncia publicada por
Jarman et al. (1991). O haplotipo B difere do A em duas substituicdes de pares de bases,
nas posi¢coes +130 (G—A) e +199 (G—A). Os demais haplotipos derivaram dos haploétipos
A ou B por uma simples substituicao de base. O haplétipo C derivou do B por uma tnica
substituicdo G—A na posicao +209, enquanto os haplétipos D, E e F derivaram de A por

substitui¢des nas posicoes +158 (C—-T), 4212 (G—C) e +96 (C—A), respectivamente
(Harteveld et al., 2002).

Os haplétipos A e B sdo freqiientes em holandeses e italianos (43%: 57% e
56%: 43%, respectivamente). Nas populacdes indiana, africana, chinesa, indonesiana,
Parakana e Xikrin, o haplétipo A é o predominante (67% a 87%), seguido do haplétipo B
(11% a 32%). O haplétipo C € relativamente raro em italianos e indianos, com uma
freqiiéncia de 1%, e ndo foi encontrado nas demais populagdes estudadas. O haplétipo D foi
observado somente entre africanos, com uma freqii€ncia relativamente elevada (4 a 16%).
Os haplétipos E e F foram observados exclusivamente em pigmeus africanos, apresentando
uma freqiiéncia relativamente baixa (2% cada) ao lado dos haplétipos A, B e D, mais

predominantes (Harteveld et al., 2002; Ribeiro et al., 2003) (Tabela 2).

Os haploétipos A, B e D encontram-se associados a determinantes da talassemia

A

o (3 delecdes e 3 mutacdes de ponto). As delecdes — e --"=P estdo ligadas ao haplétipo

Hphl

A e a delegdo -o estd associada aos haplétipos A, B e D. J4 as mutagdes de ponto o"""o

e a%a estdo ligadas ao haplétipo A e a mutacio o

(Harteveld et al., 2002).

o estd associada ao haplétipo B

Espera-se que os polimorfismos do a-MRE ndo interfiram na regulagdo dos
genes do cluster o, uma vez que os mesmos estdo localizados entre sitios de ligacdo para
fatores nucleares (polimorfismos +96, +130 e +199) ou em um sitio ndo ocupado in vivo
(polimorfismos +209 e +212), exceto o polimorfismo +158, que constitui o haplétipo D,
onde a substituicdo nucleotidica altera a seqiiéncia de consenso do sitio 5’-NF-E2 de

TGACTCAGT para TGACTTAGT (Figura 5) (Andrews et al., 1993).
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1.5- Polimorfismos de DNA

Grande parte das variacOes genOmicas € constituida de polimorfismos de
nucleotideos unicos (conhecidos em inglés como SNPs ou Single Nucleotide
Polymorphisms), com freqiiéncias entre 1 e 99% e responsdveis pela diversidade genética
entre os individuos. Os SNPs sdo resultantes de mutacdes pontuais, que podem estar
presentes tanto em regides codificadoras (¢SNPs) como em introns e regides reguladoras
(rSNPs), sao bialélicos e apresentam uma baixa taxa de mutacdo, tornando-se, portanto,
bons indicadores para estudos evolutivos (Collins et al., 1998). Estima-se que, no genoma
humano haja cerca de 1 SNP a cada 500-1.000 pares de bases e 6 SNPs por regiao
codificadora por gene (Collins et al., 1998; Sherry et al., 1999; The International SNP Map
Working Group, 2001).

O conhecimento da variabilidade genética entre os individuos pode ter um
importante papel na elucidagcdo da histdria e organizacdo do genoma humano, bem como
em estudos de associacdo visando correlacionar diferentes gendtipos com susceptibilidade
ou protegdo a doencas e resposta a tratamentos especificos (Collins et al.,, 1998;

Chakravarti, 2001; Wang e Moult, 2001).

A identificacdo de SNPs na regido codificadora de genes humanos pode auxiliar
no entendimento das bases moleculares de doencas de caracteristica genética multifatorial,
como o cancer, aterosclerose, doencas autoimunes e neuropsiquidtricas. A presenca de
SNPs em regides reguladoras pode alterar a afinidade de ligacdo de proteinas regulatdrias
aos seus respectivos sitios e, consequentemente, modificar a expressio génica

(Collins et al., 1998; Wang e Moult, 2001; Knight, 2005; Wang et al., 2005).

A influéncia dos SNPs na expressao génica fol recentemente ressaltada por um
estudo demonstrando um mecanismo adicional causador de talassemia o: um SNP
regulatorio (rSNP), localizado em uma regido ndo codificante entre os genes o € 0
elemento regulatério a-MRE, constitui um novo promotor que interfere na expressao
normal dos genes a.. A simples substituicado de uma timina (T) por uma citosina (C) criou
um novo sitio de ligacdo para o fator de transcricdo GATA-1, eritréide-especifico. A

insercdo deste novo elemento promotor altera a expressao dos genes o devido,
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provavelmente, a sua interacdo preferencial com o elemento regulatério o-MRE,

competindo com os promotores endégenos dos genes da globina o (Gobbi et al., 2006).

O interesse pelo estudo dos polimorfismos de DNA aumentou bastante nos
ultimos anos, como podemos observar pelo nimero crescente de SNPs depositados nos
bancos publicos, ultrapassando os 9 milhdes de SNPs (Wang et al., 2005). No entanto,
ainda existem poucos trabalhos pesquisando o papel dos polimorfismos e haplétipos nas
regides reguladoras dos genes humanos e identificando aqueles que alteram a expressao
génica. Para demonstrar que um determinado polimorfismo modifica a expressao gé€nica
sd0 necessarios experimentos in vitro € in vivo que comprovem essa influéncia. A grande
maioria dos trabalhos baseia-se na andlise dos efeitos dos polimorfismos regulatérios em
linhagens celulares através de ensaios com genes repoérteres, ndo os associando, porém, a
variacoes da expressdo génica in vivo (Rockman e Wray, 2002; Buckland et al.,

2004, 2005).

Os sistemas de gene repérter vém sendo empregados com a finalidade de
aumentar a eficiéncia e a sensibilidade dos experimentos in vitro de andlise da expressao
génica. Nesses sistemas, seqiiéncias promotoras ou regulatdrias sdo clonadas em vetores de
expressdo e transfectadas em células somadticas. Os vetores de expressdo contém um gene
codificador para uma proteina cuja expressdo € determinada, geralmente, através de um
ensaio enzimatico; sua atividade corresponderd a transcricdo do gene e, consequentemente,

a forca do promotor e/ou elemento regulatdrio estudado (Li et al., 2005).

Dentre os diversos sistemas de gene repérter, o que utiliza o gene da luciferase
apresenta as vantagens de ser um método simples, rapido e bastante sensivel. A luciferase €
uma proteina de 62 kDa, estruturalmente simples (sem grupos prostéticos ou ligacdes com
metais) que ndo requer nenhuma modificacdo pds-trascricional para exercer sua atividade
enzimdtica, podendo ser expressa na grande maioria das células (Wood, 1984; de
Went, 1985). Esta enzima catalisa uma reagdo de quimioluminescéncia produzindo luz,
medida através de um lumindmetro. Como os organismos geralmente ndo possuem
luminescéncia endégena, ndo hd interferéncia de sinal, e a medida da luz produzida reflete a

producio de luciferase. Este sistema pode detectar menos que 10 moles de luciferase, o
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que representa uma sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a obtida utilizando outros

sistemas de gene reporter como o CAT (chloramphenicol acetyltransferase), por exemplo

(Williams et al., 1989).

Outra vantagem do sistema de gene reporter da luciferase € a possibilidade de
se utilizar dois vetores de expressao simultaneamente. Ha dois tipos de luciferase: a Firefly
luciferase e a Renilla luciferase, a primeira é derivada do organismo Photinus pyralis e a
segunda do Renilla reniformis, sendo enzimas diferentes que utilizam substratos diferentes,
podendo, portanto, serem usadas conjuntamente. Os genes codificadores para as duas
enzimas podem estar no mesmo vetor, ligados a promotores diferentes, ou em vetores

diferentes que podem ser co-transfectados em uma mesma célula (Promega, 2005).

Tendo em vista que os polimorfismos do a-MRE foram muito pouco
investigados a nivel mundial e, de nosso conhecimento, nio hd nenhum estudo
experimental realizado para investigacdo do efeito de sua variabilidade na expressdo de
genes sob seu controle, o objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia dos
polimorfismos do elemento regulatério maior dos genes do cluster da globina o humana na
expressdo génica in vitro, através do sistema de gene repérter da luciferase, em células da

linhagem eritroleucémica humana K562 (Capitulo 1).

E, considerando que a hemoglobina e os genes de globina sdo, de longa data,
importantes modelos para estudo e determinacio da estrutura, da fun¢cdo e dos mecanismos
de regulacdo de outros genes e proteinas, concomitantemente aos experimentos de
expressao e frente as varias descricdes de delecdes nesta regido regulatéria que resultam em
talassemia o, julgamos pertinente a elaboracdo de um artigo de revisdo sobre o tema

(Capitulo 2).
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CAPITULO 1
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ABSTRACT

The a-MRE is the major regulatory element responsible for the expression of
human a-like globin genes. It is genetically polymorphic, and different haplotypes have
been identified in some population groups from Europe, Africa and Asia and in native
Indians from two Brazilian Indian tribes. Most of the a-MRE polymorphisms are located
between binding sites for nuclear factors or in a site that is considered not to be active in
vivo. To our knowledge, there are no experimental studies evaluating whether this
variability may influence gene expression. The aim of the present work was to analyze and
compare the expression of the luciferase reporter gene in K562 cells transiently transfected
with constructs that have the different a-MRE haplotypes as enhancers in addition to the
SV40 promoter. We observed a reduction in luciferase gene expression with all the
constructs compared with the wild type a-MRE (A haplotype), thus demonstrating that
these polymorphisms, most located in the flanking sequences of the nuclear factor binding

sites, decrease in vitro gene expression.

INTRODUCTION

Human hemoglobin (Hb) is a globular protein that consists of two a-like and
two B-like globin polypeptide chains. The a-like globin gene family is clustered on
chromosome 16, and the transcriptionally active members of this cluster are arranged in the

order of their expression during erythroid development: 5’- { (embryonic) - o, - o -

(fetal/adult) — 3°.!

The appropriate erythroid lineage-specific and developmental stage-specific
expression of the a-like globin genes is controlled by an element located 40 kb upstream of
the C-globin gene; this erythroid-specific DNase I-hypersensitive site is known as HS-40 or
the o-Major Regulatory Element (a-MRE).>® Experimental studies have demonstrated that
the a-MRE confers high levels of expression of the a-like globin genes and behaves as an

enhancer for the promoter activity of these genes. >
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A core 350-base pair (bp) fragment retains most of the activity of the a-MRE
and contains a high density of well-conserved GATA-1 and NF-E2 nuclear factor binding
sites, as well as several CACC motifs.> In vivo binding studies demonstrated that six
binding sites are occupied with nuclear factors in an erythroid lineage-specific and
developmental stage-specific manner: three GATA-1 sites (B, C and D), two NF-E2 sites
(5” and 3”) and one CACC box (II) (figure 1)."

The a-MRE is genetically polymorphic, and its variability was studied by
Harteveld et al. in seven population groups from Africa (Bantu-speaking and Pygmies),
Europe (Dutch and Italians) and Asia (Chinese, East Indians and Indonesians)."? Six
different haplotypes, named A to F, were found (table 1). Two Brazilian Indian tribes
(Parakand and Xikrin) were also investigated," revealing the presence of the A and B
haplotypes. These polymorphic sites are not expected to interfere with regulation of the o
cluster, since, with the exception of haplotype D, they are located either between binding
sites for nuclear factors (polymorphisms +96, +130 and +199) or in a site considered not to
be active in vivo (polymorphisms +209 and +212). In haplotype D, the base substitution at
position +158 changes the first consensus binding site for the NF-E2 factor (Figure 1)."* To
our knowledge, however, there are no experimental studies that evaluate whether the
polymorphisms responsible for the different a-MRE haplotypes are able to influence its

enhancer activity. This was the aim of the present study.

MATERIAL AND METHODS
Plasmid constructs

Vectors for transient DNA transfection of human K562 erythroleukemia cell

lines were constructed according to the following procedure.

The a-MRE core fragment (350 bp) was first amplified by polymerase chain
reaction (PCR) as described elsewhere,” using genomic DNA from two controls: one with
the wild type a-MRE (A haplotype) and the other with the B haplotype. These fragments
were used to generate the other a-MRE haplotypes (C, D, E and F) and three other
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elements containing the polymorphisms +130, +199, and +209 separately by site-directed
mutagenesis in a two-step PCR." In the first step, primer pairs A/D and B/C were used to
amplify overlapping halves of the mutant segment; the two PCR products were combined
and the full-length mutant sequence was amplified with primer pair A/B. The products were
sequenced to verify if any additional mutations had been introduced during amplification.

The sequences of the oligonucleotides used are shown in table 2.

The different amplified elements were cloned by blunt-end ligation into the
Sma 1 cloning site of plasmid pGL2-Promoter (Promega, USA), which consists of an SV40
promoter linked to the Firefly luciferase reporter gene. The enhancer activity of the a-MRE

on the SV40 promoter is similar to its activity on a-globin gene promoters.”’

Plasmid DNA was grown in DH5a bacteria and purified using Qiagen Plasmid
Maxiprep (Qiagen, Germany). The correct insertion and sequences of the constructs were
confirmed by sequencing them. Only those constructs in which the a-MRE was in the same

genomic orientation as the SV40 promoter were used in the transfection assays.

Nine constructs were obtained: one with the A haplotype, five with the other
a-MRE haplotypes (B, C, D, E and F haplotypes) and three with the polymorphisms +130,
+199 and +209 separately.

Cell culture and DNA transfection assay

The K562 cells were grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal bovine serum and penicillin-streptomycin (all from GIBCO, USA) at 37°C and 5%
CO; at a density of 1 x 10° cells per mL.'"® Approximately 8 x 10° cells were transfected in
suspension by electroporation (250 volts and 975 puF for 9 ms) with 20 pg of each construct
and 1 pg of pRL-TK plasmid (Promega, USA)."” The vector pRL-TK, which expresses

Renilla luciferase, was used as an internal control for electroporation.

Luciferase assays

After transfection the cells were cultivated, and harvested after 24 hours. The
Firefly and Renilla luciferase activities were measured sequentially in the cell lysates using

a luminometer (Turner Designs, USA) and the Dual Luciferase Reporter Assay (Promega,
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USA). The light output was measured for 15 seconds. The vectors pGL2-Basic and pGL2-
Control (both from Promega, USA) were used as negative and positive controls,

respectively, for the expression of luciferase (data not shown).

Data from the Firefly luciferase activity, expressed from the constructs, were
normalized against the Renilla luciferase activity, expressed from co-transfected pRL-TK
vector. All electroporations were performed in triplicate, and each experiment was repeated
three times to obtain the average expression level for each construct. The results are given

in relative luminescence unit (RLU).

RESULTS

To assess whether the a-MRE polymorphisms modify the luciferase gene
expression, wild type and mutant constructs were co-transfected with a control vector into
K562 cells. The results of the transient transfection experiments are summarized in table 3

and in figure 2.

To compare the enhancer activities of the different a-MRE elements, the
median values of the luciferase activity of the constructs are shown as a percentage of the
activity of construct containing the wild type a-MRE (A haplotype), defined as 100%
(figure 3). Median was chosen here because it better reflects the variability of these

experiments.

A noticeable decrease in luciferase activity was seen with all the enhancers, but
the magnitude of the decrease varied with the type of a-MRE present in the construct.
With the B haplotype, luciferase activity was reduced by 81% compared with that for the
wild type a-MRE. The B haplotype differs from the A one in two polymorphisms
(+130 and +199), both located near the nuclear factor-binding sites (GATA-1 and SP1)
occupied in vivo. Analyses of the constructions in which the polymorphisms +130 and
+199 were present separately revealed a reduction in expression of 76% and 68%,

respectively.
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The construction with the C haplotype, which differs from the B haplotype in
one polymorphism (at position +209), also reduced the luciferase activity by 81%
compared with the wild type o-MRE. However, the construct containing only the
polymorphism +209, located at an SP1 protein site believed not to be active in vivo,

repressed the enhancer function of the a-MRE by 97%.

Haplotype D, in which the base substitution at position +158 changes the site
5’-NF-E2 occupied in vivo, and haplotype E, which contains the polymorphism +212
located at an SP1 protein site not occupied in vivo, caused a decrease in luciferase activity

of 79% and 85%, respectively, compared with the A haplotype.

Very little luciferase activity was also produced by the construct with the F
haplotype. The polymorphism at position +96, near an SP1 protein binding site that is not

active in vivo, reduced the a-MRE enhancer function in K562 cells by 97%.

DISCUSSION

We analyzed the effects of a-MRE polymorphisms on in vitro gene expression.
This kind of study allowed the simultaneous comparison of all polymorphisms described so
far. In the transient expression assay employed here, the polymorphisms, most of which are
located between nuclear protein binding sites, substantially decreased luciferase reporter

gene expression.

DNA polymorphisms are genomic variations present in more than 1% of a
population and are associated with genetic diversity."® Although the majority are
functionally neutral, some have been associated with susceptibility to diseases and
individual responses to therapeutic treatments.'**’ Greater emphasis has been placed on the
polymorphisms occurring in gene regulatory regions such as promoters, enhancers,
silencers and introns, in view of their important role in modulating gene expression.”’ A

recent study identified a regulatory polymorphism in a non-genic region between the o-
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globin genes and the a-MRE that results in a-thalassemia by creating a new promoter-like

element that interferes with normal activation of the downstream o-like globin genes.*

Gene expression in eukaryotes involves many strictly controlled steps.
However, its major regulation is achieved at the level of transcription, when gene
promoters and regulatory elements are bound by regulatory proteins, which recruit the

transcriptional machinery.”*?’

These protein-DNA complexes are important in the
formation of the looping structures proposed in a model explaining how the distant o-MRE
element activates the a-like globin genes;** they also appear to have a role in the
modulation of the promoter chromatin structure, which is important for gene expression

during development and differentiation.**

Mutations that affect DNA-binding and transcriptional activation properties of
one or more of these protein complexes may alter the configuration and function of the

9,16,20

regulatory elements and, consequently, gene expression. Little is known about

sequence variation in the binding sites of regulatory proteins, and far less is known about

variations in the flanking sequences of these binding sites.'**’

Most of the polymorphisms analyzed in this study are located in the flanking
sequences of the protein binding sites that constitute the functional core of the a-MRE
element, which is responsible for interacting with the gene promoters during the final step
of the transcriptional activation in K562 cells. In the D haplotype, the base substitution
occurs in the 5’- NF-E2 site. The transient expression assay employed reflects the structure-
function relationship during the final stage of transcriptional activation. In this step, gene

promoters and regulatory elements are already physically associated.”’

Reporter gene assays are a powerful tool for analyzing the effects of regulatory
polymorphisms on gene expression; they are sensitive, reproducible and specific. Some
caution, however, is necessary when interpreting their results since they do not always
represent exactly what is happening in vivo.”®* The DNA sequences are not in the native
chromatin configuration and the results have been found to be dependent on the choice of
cell type to transfect, the mode and efficiency of transfection and the plasmids used in the

constructs. 19
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If the in vivo expression of the human a-globin genes were also influenced by
the different a-MRE polymorphisms, o-thalassemia would be presented by the B to F
haplotype carriers. Harteveld et al. analyzed the hematological parameters of two
homozygous for both the -0’7 rightward deletion and the D haplotype and did not find any
significant differences from the expected values.'> However, only a small number of

individuals and populations have been investigated to date.

CONCLUSION

In summary, our results represent the first analysis of the influence of a-MRE
polymorphisms on in vitro gene expression and demonstrate that the simple base
substitutions responsible for its haplotypes decrease gene control even outside of the
nuclear factor binding sites. Further studies, particularly involving populations under
malarial selective pressure, and experiments aimed at identifying DNA-protein interactions
at these polymorphic sites should help to understand how these polymorphisms influence

gene regulation.
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Table 1. a-MRE haplotypes.

+96° +130 +158 +199 +209 +212
Haplotype A C G C G G G
Haplotype B C AP C A G G
Haplotype C C A C A A G
Haplotype D C G T G G G
Haplotype E C G C G G C
Haplotype F A G C G G G

Note - Source: Harteveld et al.'

* Positions of the a-MRE polymorphic sites in relation to the CAP-site of the { gene

® Bold letters indicate the nucleotide substitutions in relation to the A haplotype
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Table 2. Primers used in site-directed mutagenesis.

Primers

Sequence

A" HM13-oMRE

B®: HBIO-aMRE

C* P96s

D°: P96as

C:

D:

C:

D:

P130s

P130as

: P199s

: P199as

: P209s

: P209as

P212s

P212as

5'- GCC GGG AGG CTC TCA GGA ACA AGA-3'
5'- CCG CAG CCT GGC TGT GAA CACTTT -3'
5'- AAG GGT GGA GGA® ATG CAG CTG TGG-3'
5'- CCA CAG CTG CAT TCC ACC CTT-3'

5'- AAA CAC TTG AGA GAG CAG ATA ACT-3'
5'- AGT TAT CTG CTC TCT CAA GTG TTT-3'
5'- AGT CAT CCT GTA GGG GTG GAG GTG-3'
5'- CAC CTC CAC CCC TAC AGG ATG ACT-3'
5'- TGG GGG TGG AGA TGG GAC AAG GGA-3'
5'-TCC CTT GTC CCA TCT CCA CCC CCA-3'
5'- GGG TGG AGG TGC GAC AAG GGA AAG-3'

5'- CTT TCC CTT GTC GCA CCT CCA CCC-3'

Note - Source: Harteveld et al."
* A and C indicate the forward primers

® B and D indicate the reverse primers

 Bold letters indicate the nucleotide substitutions in relation to the wild-type sequence.
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Table 3. Results of the transient transfection experiments in K562 cells.

Standard
Genic Constructions N Mean® Deviations® Minimum® Median® Maximum®
A 3 7.998 3.794 5.756 5.859 12.378
B 3 2.676 3.190 0.555 1.129 6.344
C 3 1.037 0.543 0.450 1.140 1.521
D 3 1.339 1.116 0.282 1.230 2.506
E 3 1.110 0.982 0.249 0.901 2.180
F 3 0.244 0.205 0.069 0.193 0.469
+130 3 1.677 1.090 0.748 1.404 2.877
+199 3 1.459 1.244 0.056 1.892 2.430
+209 3 0.198 0.072 0.154 0.158 0.281

Note

* Values are given in relative luminescence unit (RLU)
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GATA-1 (A)
5’- TCGACCCT CT GGAAC CTATCA GGGACCACAGTCAGCCAGGCAAGC
3’- AGCTGGGAGACC TTG GATAGT CCCT GGTGTCAGTCGGTCC GTTCG
CACCD +96

ACATCTGCCCAAGCCAAGG GTGG AGGCATGCAGCTGTGGGGGTCTG
TGTAGACGGGTTCGGTT CC CACC TCC GTACGTCGACACCCCCAGAC

158
+130 GATA-1 (B) 5’-NF-E2 /

AAACACTTGAGGGAGC AGATAA CTGGGCCAACCA TGACT CAGT GC
TTT GTGAACTCCC TCG T CTATT GACCCGGTT GGT ACTGAGTCA CG

GGAGGCCAACAGGACT GCTGAGTCA TCCTGT GGGG GTGG AGGTGG
CCTCCGG TT GTCCTGA CGACTCAGT AGGACACCCC CACCTCCACC
CACC (IV) GATA-1(C) +209

GGACAAGGGAAAGGG GTGG AATGGTACTGC TG ATTACAACCT CTGG
CCTGTTCCCTT TCCC CACCT TACCAT GACGACTAAT GTTGGAGACC

GATA-1 (D)

TGCT GCCT CCCCCTCC TG TTT ATCT GAGAGGGAA -3’
ACGACGGAGGGGGAGGACA AATAGA CTCTCCCTT -5°

Figure 1. Binding sites for the nuclear factors GATA-1, NF-E2 and CACC boxes (underlined)
and the a-MRE polymorphisms (in bold letters).
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Luciferase activitiy
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A B C D E F 130 199 209

Genic Constructions

Figure 2. Luciferase activity of the different genic constructions in K562 cells. Means and

Standard Deviations are given in relative luminescence unit (RLU).
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Figure 3. Relative luciferase activity of the different genic constructions in K562 cells.
The medians of the luciferase activity of the genic constructions are shown as a percentage
of the activity of the construction containing the wild type a-MRE (A haplotype), defined
as 100%.
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Abstract

Human a-globin synthesis is encoded by two adjacent genes (o, and o)
clustered on chromosome 16. Their expression is controlled mainly by a regulatory element
located 40 kb upstream on the same chromosome, the a-Major Regulatory Element
(a-MRE), whose activity is restricted to a core fragment of 350 base pairs (bp) in which
several regulatory protein binding sites have been found. The o-MRE is genetically
polymorphic, and different haplotypes have been identified in some population groups from
Europe, Africa and Asia and in native Indians from two Brazilian Indian tribes, the
Parakana and the Xikrin. Deletions involving the a-MRE constitute a particular category of
a-thalassemia determinant in which the o-globin genes are physically intact but
functionally inactive. The present article summarizes the information available to date
about this important regulatory element and the relationship between alterations in this

element and o-thalassemia.
Hemoglobin and Globin Genes

Human hemoglobin is a globular protein that consists of two a-like and two
B-like globin polypeptide chains. Each globin chain is associated with a heme group, which
is capable of binding reversibly one molecule of oxygen and transporting it from the lungs

to the peripheral tissues (Perutz et al., 1960; Bunn and Forget, 1986). The cluster of the
genes coding for the B-like globin chains, on the short arm of chromosome 11 (11p15.5),
includes the embryonic e-globin gene, the fetal globin genes % and “y, the pseudogene wf
and the adult 8- and B-globin genes (Fritsch et al., 1980) (Figure 1-A). The a-globin gene
cluster, located in the telomeric region of the short arm of chromosome 16 (16p13.3),
includes an embryonic gene (), two minor a-like genes (o, also called p, and 0), two
pseudogenes (yoa; and y&) and two a genes (o, and a;) (Higgs, 1993; Hugghes et al.,
2005) (Figure 1-B).

Regulation of Globin Gene Expression

The globin genes are regulated in a tissue- and developmental stage-specific
manner to produce different hemoglobins. This complex expression pattern of two

physically separate loci depends on local cis-acting sequences, like the promoter sequences,
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and remote cis-acting sequences, like the Locus Control Region (LCR) of the B-globin gene
cluster and the Major Regulatory Element (MRE) of the a-globin gene -cluster
(Grosveld et al., 1987; Forrester et al., 1987; Higgs et al., 1990; Jarman et al., 1991).

In the [ cluster, the regulatory sequences are associated with five
erythroid-specific DNase I hypersensitive sites (named HS-1 to HS-5) distributed over a
region 4 — 20 kilobases (kb) upstream of the e-gene. The entire segment of DNA that
includes these sites is referred to as the p-Locus Control Region (B-LCR)
(Grosveld et al., 1987; Forrester et al., 1987) (Figure 1-A).

Similarly, in the o globin cluster, four erythroid-specific DNase I
hypersensitive sites, located 8 (HS-8), 10 (HS-10), 33 (HS-33) and 40 (HS-40) kb upstream
of the C-globin mRNA cap site, were identified (Higgs et al., 1990) (Figure 1-B).
Characterization of natural deletions, analysis of interspecific hybrids and stable
transfectants, and studies of transgenic mice indicate that only the regulatory sequence
located 40 kb upstream of the o cluster (HS-40) has a significant effect on a-gene
expression (Hatton et al., 1990; Liebhaber et al., 1990; Wilkie et al., 1990;
Romao et al., 1991, 1992; Sharpe et al., 1992; Flint et al., 1994, 1996; Higgs et al., 1998;
Viprakasit et al., 2003, 2006, Harteveld et al., 2005). This sequence was later termed the
a-Major Regulatory Element (a-MRE) (Jarman et al., 1991).

Because the a and 3 clusters have a common ancestry, coordinated expression
and similar organization, it was assumed that regulation of globin gene expression by the
B-LCR and a-MRE was similar. However, experimental evidence from in vivo and in vitro
studies suggests different roles for the f-LCR and a-MRE in -globin and a-globin gene
expression, respectively (Vyas et al., 1992; Craddock et al., 1995). Transgenic mice
carrying constructs with the B-globin gene under the control of the B-LCR show expression
levels proportional to the number of gene copies integrated, irrespective of the positions at
which they are integrated into the mouse genome (Grosveld et al., 1987). In contrast to the
B-LCR, the a-MRE does not confer position independence or copy-number dependence on

transgenic a-globin gene expression (Sharpe et al., 1992; Gourdon et al., 1994).
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These differences in the regulation of gene expression could be explained by
chromatin effects at the integration site. It has been suggested that the B-LCR, in addition to
its action as an enhancer, mediates a transition from ‘“closed” chromatin to “open”
transcriptionally active chromatin in a tissue-specific manner. Even though the a-MRE has
some ability to form “open” chromatin in transgenic mice, it does not appear to be required
for the organization of the chromatin structure of the a-globin locus, which is located in a

constitutively “open” chromatin environment (Vyas et al., 1992; Craddock et al., 1995).

Recent studies of the structure of chromatin in the B-cluster showed that the
B-LCR interacts with the promoters of the active B-like genes through looping, forming an
active chromatin hub (ACH) to regulate gene expression. The formation of this erythroid
cell-specific chromatin structure is also developmentally regulated (Tolhuis et al., 2002;

Patrinos et al., 2004).

With regard to the a cluster, studies of the mouse a-globin locus identified an
ACH-like structure similar to that formed in the 3 cluster. In erythroid cells, the upstream
regulatory element interacts with the promoters of the active a-globin genes through
looping, forming an a-ACH that is shared with the co-expressed housekeeping genes. In
non-erythroid cells, the housekeeping gene promoters still colocalize, but the a-globin

genes are excluded from the a-ACH (Zhou et al., 2006).

The a-Major Regulatory Element (a-MRE)

The regulatory element a-MRE behaves as a classical enhancer; its main
function in the normal chromosomal environment is to activate, and enhance expression

from, the C-globin as well as the a-globin promoters (Zhang et al., 1993).

The functional domain of this element is restricted to a 350-bp core fragment in
which several well-conserved nuclear protein binding sites have been identified. These
include four potential binding sites for the erythroid-specific factor GATA-1, four CACC
boxes and two binding sites for the erythroid-factor NF-E2 (Jarman et al., 1991) that are

occupied in vivo in an erythroid lineage-specific and developmental stage-specific manner.
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In vivo, three out of four GATA-1 sites, both NF-E2 sites and one CACC box are occupied
in erythroid cells, but not in non-erythroid cells (Strauss et al., 1992).

The a-MRE element is genetically polymorphic, and this polymorphism was
first studied by Harteveld et al. (2002) in seven population groups from Africa, Europe and
Asia. Six different o-MRE haplotypes, named A to F, were found (Table 1). These
haplotypes were also studied in native Indians from two non-miscegenated tribes
(the Parakand and Xikrin) in Amazonia in the north of Brazil (Ribeiro et al., 2003). The
a-MRE haplotype frequencies in the population groups studied by Harteveld et al. (2002)
and Ribeiro et al. (2003) are shown in Table 2.

Most of these polymorphisms are not expected to interfere with regulation of
a-gene expression, since they are in between binding sites for nuclear factors or in sites
considered not to be active in vivo, except for haplotype D, in which the base substitution at
position 158 changes the first consensus binding site of the factor NF-E2. However, an in
vitro study, recently performed in our laboratory, employing constructs with the different
a-MRE haplotypes in linkage to the luciferase reporter gene, demonstrated that the a-MRE
polymorphisms caused a noticeable decrease in luciferase gene expression in transiently

transfected K562 cells (unpublished data).
Alpha-Thalassemia

Thalassemias are inherited hemoglobin disorders characterized by a quantitative
reduction of the a- or B-globin chains (Weatherall and Clegg, 1981). Alpha-thalassemias
result from underproduction of the oa-globin chains of fetal and adult hemoglobin.
Down-regulation of one or two of the four a-globin genes leads to mild alterations in red
blood cells; when three o-genes are involved, excess [-globin chains form tetramers
(Bs — Hb H), causing a moderate to severe hemolytic anemia called Hb H disease.
Inactivation of the four a-genes results in tetramerization of y-chains (ys — Hb Barts) and in
Hb Barts hydrops fetalis syndrome (Weatherall and Clegg, 1981). The majority of

a-thalassemia determinants are deletions that remove the a-genes; inactivating point
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mutations are a less common cause of this type of thalassemia but they may occur at high

frequencies in certain areas under selective pressure by malaria (Higgs, 1993).

Deletions involving the regulatory element o-MRE are sporadic but
characterize a particular category of a-thalassemia determinant in which the a-globin genes
are physically intact but functionally inactive (Romao et al., 1991). At present, about fifteen
deletions that remove the a-MRE and cause o-thalassemia have been found, eleven of
which have been fully characterized (Hatton et al., 1990; Liebhaber et al., 1990;
Wilkie et al., 1990; Romao et al., 1991, 1992; Flint et al., 1994, 1996; Viprakasit et al.,
2003, 2006; Harteveld et al., 2005) (Figure 2). The patients that were studied inherited
chromosomes with deletions that removed from 35 to 160 kb of the region upstream of the
a cluster, while the linked o genes remained intact, with entirely normal DNA sequences.
All these patients have o-thalassemia and their phenotypes are consistent with severe
down-regulation (< 1% — 2%) of a-gene expression from the affected chromosome
(Anguita et al.,, 2002). The hematological findings in the patients show that simple
heterozygotes for an a-MRE deletion [(aa)/aa] have low mean corpuscular volume
(<80 f1) and low mean corpuscular hemoglobin (<25 pg) and are indistinguishable from
patients with only two a genes (--/aa). Compound heterozygotes [(aa)/-at] have the
clinical phenotype of Hb H disease and are indistinguishable from patients who inherited a

single functional a gene (--/-a) (Viprakasit et al., 2003, 2006).

A recent study demonstrated the existence of an additional mechanism causing
a-thalassemia, namely, a regulatory single nucleotide polymorphism (rSNP) in a non-genic
region between the a-globin genes and their regulatory element. This polymorphism
creates a new promoter-like element that interferes with normal activation of all
downstream a-like genes and disrupts a-gene expression, probably as a result of its
preferential interaction with the regulatory element a-MRE, outcompeting the endogenous
a-globin promoters (Gobbi et al., 2006). These findings demonstrate the important role of

SNPs in gene expression, especially SNPs located in regulatory regions.

Deletions of the a-MRE are also present in the Brazilian population. In 2002,
Wenning et. al described a patient with Hb H disease resulting from a combination of

the -o’” rightward deletion (the most common o-thalassemic determinant) with the (o)™
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deletion, which removes the regulatory element a-MRE, abolishing the a-gene expression
from the affected chromosome. The (o)™ deletion was first characterized by
Romao et al. in 1991, in a patient from the Azores Islands, Portugal, and the Brazilian case
represented the first of this type of deletion in an American population. A number of other
cases have yet to be characterized. An awareness of the presence of these deletions in the
populations is important because the heterozygotes present with reduced red-cell indices in

the absence of iron deficiency, -thalassemia or a-globin gene alterations.

Regulation of a-globin gene expression by the a-MRE is an important model
for understanding the control systems of other eukaryotic genes and investigating the
interplay between gene transcription and modifications to chromatin structure related to

gene functioning.
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Table 1. a-MRE haplotypes.

+96° +130 +158 +199 +209 +212
Haplotype A C G C G G G
Haplotype B C Ab C A G G
Haplotype C C A C A A G
Haplotype D C G T G G G
Haplotype E C G C G G C
Haplotype F A G C G G G

Note - Source: Harteveld et al., 2002.

* Positions of the a-MRE polymorphic sites in relation to the CAP-site of the { gene

® Bold letters indicate the nucleotide substitutions in relation to the A haplotype
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Table 2. o-MRE haplotype frequencies in the population groups studied.

Populations Haplotype
A B C D E F
Dutch (35)* 0.43 0.57
Italian (53) 0.56 0.43 0.01
Indian (39) 0.67 0.32 0.01
Chinese (23) 0.74 0.26
Indonesian (34) 0.78 0.22
African (32) 0.73 0.11 0.16
Pygmy (60) 0.76 0.16 0.04 0.02 0.02
Parakana (70) 0.70 0.30
Xikrin (95) 0.87 0.13

Note - Source: Harteveld et al., 2002; Ribeiro et al., 2003.

# Number of individuals studied
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Figure 1. (A) B cluster and its regulatory sequences on the short arm of chromosome 11.

(B) a cluster and its regulatory sequences on the short arm of chromosome 16. The black

boxes represent the genes, and the arrows represent the regulatory sequences (adapted from

Beutler et al., 2001).
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Figure 2. Diagram of upstream deletions of the a cluster. The black boxes above the line
represent the genes, and the a-MRE is shown as an arrow. The black boxes below the line

represent the deletions (adapted from Viprakasit et al., 2003 and Harteveld et al., 2005).
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Para a andlise da influéncia dos polimorfismos do a.-MRE na expressao génica
in vitro, experimentos de transfeccdo transiente foram realizados em células da linhagem
K562, utilizando-se o sistema do gene reporter da luciferase. As diferentes seqii€ncias
polimérficas do a-MRE foram clonadas no vetor de expressao pGL2-Promoter (Promega)
(Figura 6 - Anexo), que contém o promotor SV40 junto ao gene da Firefly luciferase, uma
vez que, o elemento regulatorio do cluster o pode ativar, de modo similar, tanto o promotor

de seu gene alvo enddgeno como o promotor SV40 (Ren et al., 1993).

Nove construcdes génicas foram totalizadas, compostas pelo gene da Firefly
luciferase associada ao promotor SV40 e aos diferentes haplétipos do elemento a-MRE

(A, B, C, D, EeF) e aos polimorfismos +130, +199 e +209 isolados (Figura 7 - Anexo).

Tais constru¢des génicas foram transfectadas, por eletroporagdo, em células da
linhagem K562, células eritroleucémicas humanas que crescem em suspensao e sao capazes
de expressar os genes das globinas, exceto o da globina 3 (Donovan-Peluso et al., 1984). O
vetor pRL-TK (Promega) (Figura 8 - Anexo), que expressa a enzima Renilla luciferase, foi
co-transfectado juntamente com o vetor a ser estudado para controle interno do
experimento de transfec¢do. Normalizando a atividade do vetor experimental com a
atividade do vetor controle interno, minimizamos a variabilidade experimental causada por

diferencas na viabilidade celular ou na eficiéncia da transfec¢ido (Promega, 2005).

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes. Os
vetores pGL2 - Basic, que contém apenas o gene da luciferase sem promotor e enhancer, e
pGL2 — Control, que possui um promotor € um enhancer (ambos da Promega)
(Figura 9 - Anexo), foram utilizados, respectivamente, como controles negativo € positivo

da expressao da luciferase.

Ap6s a transfecgdo, as células K562 foram cultivadas para permitir a expressao
génica, sendo entdo lisadas e o extrato celular utilizado para a leitura da luminescéncia da
Firefly luciferase, assim como a leitura da luminescéncia da Renilla luciferase. Os valores
de luminescéncia obtidos com os vetores experimentais foram normalizados pelos valores

obtidos com o vetor controle interno através da relacao Firefly/Renilla.
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Os resultados dos experimentos de transfeccao transiente, expressos em unidade

relativa de luz (URL), estdo apresentados na Tabela 3. Para a comparagdo da relacdo

Firefly/Renilla entre as diferentes constru¢des génicas foi utilizado o teste ANOVA

(Anélise de Variancia) para medidas repetidas com transformagdo por postos nas medidas,

devido a variabilidade da amostra. O valor de p calculado (p = 0,0025) indica a existéncia

de diferenca significativa das médias entre as diferentes constru¢des génicas.

Tabela 3- Resultados dos experimentos de transfec¢ado transiente em células K562.

Construcoes N Média® Desvio Minimo” Mediana® Maiximo®
génicas padrio®

A 3 7,998 3,794 5,756 5,859 12,378
B 3 2,676 3,190 0,555 1,129 6,344
C 3 1,037 0,543 0,450 1,140 1,521
D 3 1,339 1,116 0,282 1,230 2,506
E 3 1,110 0,982 0,249 0,901 2,180
F 3 0,244 0,205 0,069 0,193 0,469

+130 3 1,677 1,090 0,748 1,404 2,877

+199 3 1,459 1,244 0,056 1,892 2,430

+209 3 0,198 0,072 0,154 0,158 0,281

 resultados em unidade relativa de luz (URL)

p =0,0025 (ANOVA para medidas repetidas com transformagao por postos)
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As médias e os respectivos desvios-padrao de cada construcdo génica estdo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10- Atividade da luciferase das construcdes génicas em células K562. Médias e

desvios-padrdo em unidade relativa de luz (URL).

Para comparar a atividade enhancer dos diferentes elementos a-MRE e, desse
modo, analisar a influéncia dos polimorfismos deste elemento regulatério na expressao dos
genes por ele controlados, os valores de mediana da atividade da luciferase das diferentes
construgdes génicas foram expressos como porcentagem da atividade da construgdo
contendo o haplétipo selvagem A do elemento regulatério, definida como tendo 100% de
atividade (Figura 11). A mediana foi escolhida aqui por refletir melhor a variabilidade dos

experimentos.
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Figura 11- Atividade relativa da luciferase das construcdes génicas em células K562. As
medianas da atividade da luciferase das diferentes constru¢des génicas sao
expressas como porcentagem da atividade da constru¢do contendo o haplétipo

A do a-MRE, definida como 100% de atividade.

Uma vez que a atividade da enzima luciferase corresponde a expressdo do seu
gene, observamos no grafico acima que a construcdo génica contendo o haplétipo B do
elemento o-MRE apresentou uma reducdo de 81% na expressdo do gene da luciferase
quando comparado a construcdo contendo o haplétipo selvagem A. O haplétipo B €
constituido pelos polimorfismos +130 e +199, ambos localizados préximos a sitios de
ligacdo para fatores nucleares (GATA-1 e SP1) ocupados in vivo. Analisando as
constru¢des contendo os polimorfismos +130 e +199 isoladamente, observamos uma
reducdo de 76% na expressdo da luciferase quando somente o polimorfismo +130 estd
presente no elemento o-MRE e uma redu¢do de 68% quando temos somente o

polimorfismo +199.
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O haplétipo C, que difere do haplétipo B por um tnico polimorfismo na
posicao +209, apresentou também uma redugdo de 81% na expressao do gene da luciferase
quando comparado ao haplétipo A. No entanto, a construcdo gé€nica contendo apenas o
polimorfismo +209, localizado em um sitio de ligacdo para a proteina SP1 ndo ocupado in

vivo, reduziu a atividade enhancer do elemento a-MRE em 97%.

O haplétipo D, constituido pelo polimorfismo +158 que altera a seqiiéncia de
consenso do sitio 5’-NF-E2 ocupado in vivo, e o haplétipo E, formado pelo polimorfismo
+212 localizado em um sitio para a proteina SP1 ndo ocupado in vivo, apresentaram
redugdes acentuadas (79% e 85%, respectivamente) na expressdo do gene da luciferase

quando comparados ao haplétipo A.

A maior reducio na expressdo da luciferase entre os haplétipos do a.-MRE foi
obtida com o haplétipo F (97%), que € constituido pelo polimorfismo +96, localizado

préximo a um sitio de ligagdo para a proteina SP1 nao ocupado in vivo.

Os resultados apresentados acima permitem observar que os polimorfismos do
elemento regulatério a-MRE reduzem a expressio do gene reporter da luciferase em
células K562. Estes polimorfismos estdo, em sua maioria, situados nas seqii€ncias
flanqueadoras dos sitios de ligacdo para proteinas regulatérias que constituem o nucleo
funcional do elemento a-MRE, responsdvel por interagir com os promotores dos genes
durante a etapa final da ativagdo transcricional em células K562. No haplétipo D, a
substituicdo de base ocorre no sitio 5’-NF-E2. O experimento de transfeccao transiente
empregado neste trabalho reflete o que acontece no estagio final da ativacdo da transcrigao,

quando os promotores dos genes € o elemento regulatdrio ja estdo fisicamente associados

(Zhang et al., 1995).

Estudos anteriores de mutagé€nese sitio-dirigida e transfec¢do transiente
demonstraram que os sitios GATA-1 (B, C e D), ambos os sitios NF-E2 (5’ e 3’) e o sitio
CACC (II) regulam positivamente a expressao dos genes do cluster o em células K562
(Rombel et al., 1995; Zhang et al., 1995). Mutacdes em cada um destes sitios reduziram a

expressdo génica em 50 a 90%. Duas mutagdes em particular, nos sitios 3’-NF-E2 e CACC
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(II), praticamente aboliram a expressdo dos genes do cluster o por desestabilizarem a

ligacdo de proteinas regulatorias aos demais sitios do elemento o-MRE (Wen et al., 2000).

Mutagdes que afetam a capacidade de ligacdo das proteinas regulatérias ao
DNA e, conseqiientemente, suas propriedades ativadoras da transcricdo, podem alterar a
configuracdo e a funcio dos elementos regulatorios e, assim, modificar a expressdo génica
(Zhang et al., 1993; Wen et al., 2000; Wang et al., 2005). Variacdes nas seqiiéncias de
consenso dos sitios de ligacdo para estas proteinas ainda sdo pouco conhecidas, porém,
menos ainda se sabe sobre polimorfismos nas seqiiéncias flanqueadoras destes sitios

(Wen et al., 2000; Wang et al., 2005).

Os polimorfismos do a-MRE modificam a expressao do gene da luciferase em
células K562 provavelmente por alterarem a afinidade de ligacdo das proteinas regulatdrias
aos seus respectivos sitios. Devido a suas localizacdes, eles podem estar causando um
remodelamento da estrutura cromatinica dos sitios de ligagdo, alterando, assim, a dindmica

e a configuracdo do elemento regulatério a-MRE e, consequentemente, sua funcao.

Se a expressdo in vivo dos genes da globina o humana for também influenciada
pelos polimorfismos do a-MRE, os portadores dos diferentes haplétipos devem apresentar
fendtipos o-talassémicos variados, a depender do genétipo final de cada individuo
(se heterozigoto ou homozigoto) e de possiveis mecanismos compensatorios existentes nos
organismos mais complexos. Harteveld et al. (2002) analisaram os parametros
hematolégicos de dois individuos homozigotos da delecio -0’ e do haplétipo D do
o-MRE e ndo observaram nenhuma diferenca significativa em relacdo aos valores
esperados. Um nimero maior de individuos e de populacdes, no entanto, ainda precisa ser
investigado, particularmente em regides sob pressdo seletiva pela maldria, onde os

haplétipos mais raros podem eventualmente atingir uma freqii€ncia maior.

A interpretacdo dos resultados dos experimentos in vitro deve ser bastante
cuidadosa, uma vez que eles nem sempre representam exatamente o que estd acontecendo
in vivo. A transfeccao transiente € uma técnica bastante utilizada devido a sua facilidade e

rapidez, porém sofre maior interferéncia que a transfeccdo estdvel por analisar seqii€ncias
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ndo integradas ao DNA celular (Li et al., 2005). A transfec¢do estdvel, por sua vez, utiliza
vetores que conferem resisténcia a antibidticos as células transfectadas, permitindo, assim,
selecionar células resistentes, ou seja, as que integraram a seqiiéncia a ser estudada ao seu
material genético; € um método mais trabalhoso e demorado, principalmente quando se
utiliza células em suspensdo, pela dificuldade em selecionar as linhagens resistentes, mas
que oferece maior fidelidade de resultados uma vez que as seqiiéncias estdo inseridas no
contexto da cromatina intacta, constituindo entdo um modelo melhor para o estudo do que

acontece in vivo (Li et al., 2005).

Os experimentos com animais transgénicos representam o método mais
adequado de andlise do que ocorre realmente in vivo, pois possibilita o estudo da expressao
génica em seu ambiente regulatério natural. Desse modo, podemos analisar ndo somente a
expressdo dos genes individualmente, mas também em conjunto, assim como, a ativacao e
inativacdo génica nos diferentes periodos de desenvolvimento do individuo
(Li et al., 2005). A obtencdo destes modelos animais €, no entanto, dificil e cara, limitando
sua utilizacdo na andlise de seqii€éncias regulatorias. Além disso, tanto os experimentos de
transfecc@o estdvel em linhagens celulares quanto os estudos com animais transgénicos
estdo sujeitos aos efeitos de integracdo na cromatina que podem gerar resultados
controversos (Anguita et al., 2002; Li et al., 2005). No estudo da regulacdo dos genes do
cluster o, 0 camundongo € o modelo animal mais estudado, porém parece ndo ser ainda o
ideal por apresentar algumas diferencas no controle da expressdo génica em relacdo ao que

ocorre em humanos (Anguita et al., 2002).

Os ensaios utilizando genes reporteres, por sua vez, sSao importantes
ferramentas para a andlise dos efeitos dos polimorfismos regulatérios na expressao génica,
demonstrando boa sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. Entretanto, além de
constituirem ensaios in vitro, os resultados destes experimentos dependem também do tipo
celular a ser transfectado, do método de transfec¢do empregado e de sua eficiéncia, e das

construgdes génicas utilizadas (Knight, 2005).

As células da linhagem K562 aqui utilizadas sdo muito udteis no estudo da
transcricdo de genes com especificidade eritrocitdria; sd@o, no entanto, células que se

encontram no estdgio embriondrio/fetal de desenvolvimento. Haveria, entdo, a possibilidade
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de utilizacdo de células que mimetizam o ambiente eritréide adulto, como a célula MEL,
que € uma célula eritroleucémica de camundongo, capaz de expressar as globinas o e [3
presentes na fase adulta (Marks e Rifkind, 1978). Acredita-se que os fatores nucleares
destas células e os complexos formados entre eles possam diferir daqueles presentes nas
células K562 (Zhang et al., 1995). As células MEL sdo, no entanto, células de um outro
organismo e, possivelmente, também apresentardo divergéncias com o que ocorre em

células humanas.

Estudos com o objetivo de identificar as interacdes DNA-proteina entre as
regides polimérficas do elemento e proteinas nucleares de células eritréides, poderdo
auxiliar na compreensao de como os polimorfismos interferem no mecanismo de regulacao

exercido pelo a-MRE e em sua interacdo com os genes sob seu controle.

Este € o primeiro estudo avaliando a influéncia dos diferentes polimorfismos do
elemento a-MRE sobre a expressio génica. Os resultados obtidos indicam que a
variabilidade na seqiiéncia de DNA deste elemento regulatdrio, ainda que ndo afetando
diretamente os sitios de ligagcdo para proteinas regulatdrias, reduz, ao menos in vitro, o grau

de expressao dos genes por ele regulados.
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Figura 6- Vetor de expressao pGL2-Promoter. Em cinza, o gene da Firefly Luciferase e em
preto, o promotor SV40. As diferentes seqiiéncias polimoérficas do o-MRE

foram inseridas no sitio de restricdo da enzima Sma I, localizado acima da

regido promotora.
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—_— H:;\éltii A = SV40 Luciferase
— H:;\éltii B = SV40 [  Luciferase
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Figura 7- Construgdes génicas. As construgdes sdo compostas pelo gene da Firefly
luciferase associada ao promotor SV40 e aos diferentes haplétipos do elemento

a-MRE (A, B, C, D, E e F) e aos polimorfismos +130, +199 e +209 isolados
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Figura 8- Vetor de expressao pRL-TK. Em cinza, o gene da Renilla Luciferase e em preto,

o promotor HSV TK.
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Figura 9- (A) Vetor de expressdao pGL2-Basic. Em cinza, o gene da Firefly Luciferase, sem
promotor e enhancer; (B) Vetor de expressio pGL2-Control. O promotor SV40
(em preto), seguido do gene da Firefly Luciferase (em cinza médio) e o enhancer

SV40 (em cinza claro).
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