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Abstract

ABSTRACT
Inherited glycosylphosphatidylinositol (GPI) deficiency (IGD), characterized by throm-

bosis and epilepsy, but not hemolysis, is caused by a mutation that disrupts binding of
the transcription factor (TF) Sp1 to the core promoter of the mannosyltransferase-
encoding gene PIGM. The level of GPI expression in affected children varies between
cells of the same and different tissues. While GPI expression in erythrocytes is close to
normal, granulocytes are severely deficient, suggesting erythroid-specific regulation of
PIGM. To investigate whether this difference could be due to transcriptional control of
this housekeeping gene by the tissue-specific TF GATA-1, bioinformatic analysis of the
PIGM promoter was carried out and revealed 3 putative GATA binding sites. Electro-
mobility shift assays with nuclear extracts from K562, and anti-GATA-1 antibody con-
firmed that GATA-1 binds to those sequences. In chromatin immune-precipitation as-
says, precipitation of nuclear extract of K562 cells with anti-GATA-1 antibody resulted
in enrichment of DNA sequences containing the binding sites, indicating that GATA-1
binding to the PIGM promoter occurs in vivo. The functional effect of GATA-1 was
tested by means of reporter assays using HelLa cells. Constructs, which were wild type
and mutant for the Sp1 site mutation were used. Co-transfection of reporter plasmids
with a GATA-1 containing plasmid enhanced Luciferase activity, an effect which was
reduced when the GATA sites were absent, as in the short constructs, but not when
totally abolished by site-directed mutagenesis. Comparison of the wild type and mutant
construct activities revealed that the effect of GATA-1 on this promoter region is more
potent by the presence on an intact Sp1 site. Our results show that GATA-1 enhances
transcriptional activity of PIGM promoter both in a Sp1-dependent and -independent
manner. In IGD, the latter mechanism ensures adequate transcription of PIGM, GPI
biosynthesis and expression of CD59 in erythroid cells and thus lack of intravascular

hemolysis and anemia.
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Inherited GPI deficiency (IGD); Glycosylphosphatidylinositol (GP1); PIGM; Sp1; GATA-
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Resumo

REsSumMoO

A deficiéncia hereditaria de glicosilfosfatidilinositol (IGD) é causada pela presenga de
uma transversdo C>G na posicéo -270 do promotor do gene da manosiltransferase-I
PIGM. Esta mutacao leva a disrupgao do local de reconhecimento do factor de trans-
cricao (FT) Sp1 no promotor de PIGM, o que se traduz na biossintese deficiente da
ancora GPI. Na IGD, o nivel de expressao de PIGM varia entre as diversas linhagens
hematopoiéticas - enquanto se apresenta praticamente normal em eritrécitos, é alta-
mente afectado em granulécitos, o que sugere a ocorréncia de uma regulagao trans-
cricional especifica de linhagem neste gene. Para testar a hipétese do FT especifico
da linhagem eritroide/megacariocitica, GATA-1, ser o regulador critico desta expressao,
recorreu-se a analise bioinformatica do promotor em estudo e identificaram-se 3 locais
GATA-1 putativos. Ensaios de alteracdo da mobilidade electroforética (EMSA), utili-
zando extractos nucleares de células eritroleucémicas K562 e um anticorpo anti-
GATA-1, confirmaram a ligagdo de GATA-1 as sequéncias esperadas in vitro. Ensaios
de imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP), recorrendo a um anticorpo anti-GATA-1,
resultaram num enriquecimento da precipitacdo destas sequéncias, indicando que este
se liga também in vivo. Ensaios repérter com a Luciferase, realizados em células Hela,
revelaram um aumento da actividade transcricional na presenca de GATA-1, permitin-
do confirmar o efeito activador deste FT na sequéncia promotora. Os resultados
demonstraram que GATA-1 activa a transcricdo de PIGM de forma dependente e
independente de Sp1. Na IGD, este ultimo mecanismo assegura a transcricdo ade-
quada de PIGM, a biossintese completa de GPI e a expressao de CD59 nos eritrdcitos,

explicando também a auséncia de hemdlise e anemia.

PALAVRAS-CHAVE
Deficiéncia hereditaria de GPI (IGD); Glicosilfosfatidilinositol (GP1); PIGM; Sp1; GATA-
1,
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Introducéao

INTRODUGAO

A ANCORA DE GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI)

A apresentagdo de proteinas a superficie da célula ocorre de diversas formas e, consoante
a natureza das interacg¢des que estas estabelecem com a membrana, sao classificadas em
trés categorias: proteinas integrais, ou transmembranares, se atravessam a bicamada fosfo-
lipidica, através de dominios hidrofobicos e estendem os seus dominios hidrofilicos para o
interior e o exterior da célula; proteinas periféricas, se se ligam a membrana por interacgoes
indirectas, estabelecendo pontes através de proteinas integrais, ou directas, pela associa-
¢ao as cabecas polares dos fosfolipidos membranares; e, por ultimo, proteinas ancoradas a
fosfolipidos, se estabelecem ligagbes covalentes com um ou mais complexos lipidicos,
denominados de ancoras lipidicas’.

Na ultima classe de proteinas, as cadeias hidrocarbonadas encontram-se embebidas na
membrana, mas a proteina que carregam n&o se integra na bicamada lipidica. Um destes
tipos de ancora é o complexo glicosilfosfatidilinositol, também denominado ancora GPI
(Fig.1.1). Diversos estudos demonstraram que a ancora GPI é necessaria e suficiente para
que ocorra ancoragem de proteinas a superficie da célula, as quais tém um papel vital na
comunicagdo da célula com o meio que a rodeia®. As proteinas ancoradas a GPI sdo deno-
minadas de GPI-APs (GPI-anchored-proteins). A sua ligacado a ancora GPI consiste, portan-
to, num processo de modificacdo pés-traducional, que é estruturalmente muito complexo®.
No entanto, muitas questdes permanecem por responder no que respeita as suas activida-

des bioldgicas.

Fig.1.1: Ancoragem de proteinas @ membrana citoplasmatica. A &ncora GPI encontra-se na
camada exoplasmatica da membrana celular. A porgao de fosfatidilinositol (vermelho) contém
duas cadeias de &cidos gordos que se estendem para o interior da bicamada lipidica. Um
residuo de fosfoetanolamina (roxo) liga o lipido & extremidade carboxilica da proteina. Os
hexagonos a verde representam as unidades glicosidicas da molécula, que podem variar em
numero e organizagdo nas diferentes formas da &ncora GPI. [Imagem adaptada de Sprong,
H., etal.,, 20014

Extorier

ESTRUTURA DA ANCORA GPI

Caracterizada pela primeira vez ha 20 anos® ®, a ancora GPI é um glicolipido cuja estrutura
basica tem permanecido altamente conservada ao longo da evolucéo, apresentando-se pra-
ticamente inalterada em diversos grupos de Archaebacteria e em todos os grupos de bacte-
rias e eucariotas®* "'°. A estrutura deste complexo consiste invariavelmente num residuo de
fosfatidilinositol (PI), com duas cadeias de acidos gordos, que se estendem para o interior
da bicamada lipidica, ao qual estdo sequencialmente ligados uma molécula de glucosamina
e um grupo trimanosidico. Cada um dos residuos manosidicos esta ligado a uma molécula
de fosfoetanolamina (PEtn). A PEtn terminal estabelece a ligacdo covalente a extremidade
carboxilica da GPI-AP? "'° (Fig.1.2).
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A /M? 8 y L - etrancanin Fig.1.2: Estrutura da ancora GPI. (A) Estrutura conservada
& i o : da molécula de GPI, que consiste num residuo de fosfatidili-
— Mg 'ﬁ"‘ nositol (Pl), uma molécula de glucosamina (GIcN), trés

v Ay residuos de manose (Man) e um ou mais residuos de fosfoe-
o 1 Giyeancore tanolamina (PEtn) Imagem adaptada de ASH Educational
] Program Book, 2006"]; (B) Ancora GPI da acetilcolinestera-

se de eritrécitos humanos. Os trés dominios sdo: a cauda

Phospholid ta fosfolipidica (azul), o centro glicidico conservado (preto) e a
PEtn (vermelho) para ligagéo a proteina. Os grupos marca-
dos a azul sdo variaveis. [Imagem adaptada de Paulick,
et.al.,2008'9].

A estrutura final da ancora apresenta, no entanto, algumas variagdes nos diversos organis-

mos?. O PI pode ter diferentes cadeias de acidos gordos e a glucosamina e os residuos de
manose podem ser modificados por um numero variavel de residuos de PEtn, ou por outros
acucares (galactose, acido sialico), consoante o organismo em que ocorrem. Uma caracte-
ristica Unica da ancora GPI nas células de mamifero é a adicdo de um residuo de PEtn a
cada residuo de manose® ' 2. No entanto, o GPI esta, sem excepgao, ligado covalente-
mente a extremidade carboxilica da proteina que ancora. Na sua orientagao final, a ancora
encontra-se embebida na bicamada fosfolipidica através das caudas aciladas do Pl e os
residuos glicidicos encontram-se voltados para a superficie exterior da célula®.

BIOSSINTESE DA ANCORA GPI

Sendo a estrutura central da ancora GPI tdo conservada nas diversas espécies, nao é de
estranhar que a sua via biossintética tenha também permanecido praticamente inalterada. A
primeira fase desta via ocorre no citoplasma e termina no lUmen do reticulo endoplasmatico
(RE), onde o precursor GPI é ligado covalentemente a proteina nascente, portadora de um
péptido-sinal especifico na sua extremidade C-terminal. Esta ligacdo ocorre por uma reac-
¢ao de transamidacao, na qual o péptido-sinal é clivado e degradado. De seguida, todo o
complexo é exportado para a membrana plasmatica, por um processo de exocitose, atraves
da via secretora’ (Fig.1.3).

A sintese da ancora GPI tem inicio na transferéncia de uma unidade de N-acetilglucosamina
(GIcNAc), da UDP-GIcNAc para o PI, que se encontra ancorado ao folheto citosélico da
membrana do RE. Este passo ¢é catalisado pelo complexo enzimatico GPI-
acetilglucosaminatransferase (GPI-GnT)", que compreende a subunidade catalitica PIGA™
', as subunidades estabilizadoras PIGC'®, PIGH", PIGQ®, PIGP?' e PIGY? e a subunidade
reguladora DPM2?". O segundo passo consiste na desacetilacdo do composto N-
acetilglucosamina-fosfoinositol (GIcNAc-PI) para formar N-glucosaminafosfoinositol (GIcN-
PI). A enzima responsavel por este passo é a N-desacetilase PIGL?*?*. A sua regulagéo é
efectuada por GTP, sendo também dele dependente® %°. O terceiro passo corresponde a
acilagao do anel inositol de GIcN-PI. PIGW?’ é a enzima que possui actividade de aciltrans-
ferase. Os passos seguintes da via consistem na trimanosilacdo sequencial do complexo

lipidico formado e ocorrem logo apds a sua translocagdo para o lumen do RE e, muito



Introducéao

embora apresente 13 dominios transmembranares que atravessam a membrana do RE,
PIGW nao é responsavel pela translocagao do complexo ja formado para o lado luminal do
RE. Esta reaccao de “flip-flop” sabe-se ser da responsabilidade de uma flipase, que nao foi,

no entanto, identificada ainda®®.

UDP-GlcNAc - (=Y Palmitiol-CoA =
upP
e —¥ wAc = EA
Citoplasma PIGA,PIGC, PIGH PIGL PIGW
PIGQ, PIGP, PIGY, DPM2
ﬁmn de RE

P-Etn
P-Etn

P-Etn

P-Etn

GAA1,PIGK, “‘N
PIGS, PIGT, | PEm |

PiGU

P-Etn

P-Etn

1Bjog eti
Jejnjas apaipedng

Fig.1.3: Representagéo esquematica da via biossintética da ancora GPI. Os primeiros passos ocorrem no citoplasma. De seguida uma
flipase introduz o complexo glucosaminafosfatidilinositol no Iimen do reticulo endoplasmatico, onde tém lugar as restantes reacgdes da
via, até a transamidag&o, que liga a extremidade carboxilica da proteina a &ncora GPI (modificagdo pés-traducional). Este complexo é
depois transportado até & superficie celular pela via vesicular. (GIcN) - glucosamina, (Man) — manose , (PEtn) — fosfoetanolamina, (Dol
PGM) - dolicolfosfatomanose [Imagem adaptada de Almeida et.al., 2006'2].

Os residuos de manose sao fornecidos pelo composto dolicolfosfatomanose (DPM). O DPM
€ sintetizado inicialmente no lado citosdlico do RE, a partir da GDP-manose, pela GDP-
Man:Dol-P-manosiltransferase'®. Tal como o GPI, a molécula de DPM recém-sintetizada
sofre uma translocacao para o lado luminal por accdo de uma flipase e é depois utilizada
como o Unico dador de grupos manosil identificado até a data®®. A adicdo da primeira mano-
se (Man1) ao GIcN-PI é executada pela GPl-manosiltransferase-1 PIGM?°, a qual necessita
da subunidade PIGX*. Ashida et al (2005) observaram que PIGX se liga especificamente a
PIGM e que a expressao de PIGM em ceélulas CHO era extremamente reduzida na auséncia
de PIGX, sugerindo que PIGX estabiliza a expressdo de PIGM*. Apés a adi¢do da primeira
manose, a ancora GPI sofre uma modificagdo catalisada por PIGN?', que resulta na adigéo
de um residuo de PEtn a Man1. Esta adi¢do ndo parece ser essencial a formacgao de GPI, ja
que Hong et al. (1999) conseguiram obter proteinas ancoradas a GPI a superficie de células
knockout para este gene. No entanto, a sua auséncia causa uma deficiéncia parcial na
apresentacdo das GPI-APs?. E interessante notar que este passo é caracteristico de célu-
las de mamifero. O sétimo passo consiste na adicdo do segundo residuo de manose (Man2)

ao complexo em crescimento e é catalisado pela GPl-manosiltransferase-11*?, também
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denominada PIGV. O oitavo passo é protagonizado por PIGB*®, uma enzima hexamérica
identificada como GPIl-manosiltransferase-lll, cuja funcdo é a adigdo do terceiro e ultimo
residuo de manose (Man3) a ancora GPI. Os dois passos seguintes consistem na modifica-
¢ao das manoses - Man3 e Man2, respectivamente - pela adicao de um residuo de PEtn a
cada uma. A adicdo de PEtn terminal & Man3 é crucial & formacdo correcta da ancora®, ja
que vai estabelecer a ligagdo a proteina no passo de transamidagdo. Esta reacgao é catali-
sada por PIGO* e PIGF*"*® que estabiliza o complexo e activa a transcricdo de PIGO. A
auséncia do segundo residuo de PEtn resulta numa reducdo parcial da ancora GPI1?* *. Esta
é, ainda assim, a forma de GPI maioritariamente apresentada as proteinas nas células de
mamifero e é denominada de H7. A adicdo de PEtn a Man2 é catalisada pela versdao huma-
na de GPI7*° e gera o complexo H8, que para além de existir minoritariamente como ancora
lipidica, pode ainda apresentar-se livre & superficie da célula®. A GP17 compete com PIGO
para a subunidade estabilizadora PIGF. A transferéncia do precursor GPl maduro envolve
uma reacgao de transamidacao no lumen do RE. Esta transferéncia é executada por um
complexo enzimatico que forma uma ligagdo peptidica entre a pro-proteina e o composto
PEtn:Man3 da ancora GPI™. O sinal de ligagdo ao GPI consiste em 3 segmentos sensivel-
mente conservados entre as varias espécies, € muito embora ndo tenha aparentemente
uma sequéncia consensus, a eficiéncia desta ligagdo é, ndo s6 especifica de espécie, mas
também dependente da sua dimensdo e hidrofobicidade®. O péptido-sinal hidrofébico N-
terminal da proteina é também necessario & sua translocagdo através da membrana do RE*
%A reacgao de transamidacdo, em si, é executada por um complexo multi-proteico consti-
tuido por GPI8, PIGS, PIGT, PIGU e GAA1***°_ A subunidade GPI8 forma, com PIGT, o cen-
tro catalitico, também denominado GPIT. PIGT tem um papel estabilizador do centro activo
e mantém o complexo ligado ao RE. GAA1 esta envolvida no reconhecimento da ancora
GPI, juntamente com PIGU. PIGS tem um papel desconhecido*'. Este complexo reconhece
a extremidade C-terminal da pro-proteina, efectua a clivagem proteolitica do péptido-sinal e
liga, de seguida, o grupo carboxilo do aminoacido C-terminal da pro-proteina ao grupo ami-
na do residuo de PEtn terminal da ancora. Assim que todo o complexo GPI-Proteina fica

completo, o anel inositol & desacetilado pela PGAP1%

(post GPI attachment to proteins 1) e
o complexo pode ser transportado para a superficie celular pela via de secregdo***°. Recen-
temente, Tashima et.al. identificaram uma nova enzima, PGAP2, responsavel pelo encami-
nhamento das GPI-APs para o transporte vesicular. De acordo com os autores, as GPI-APs
nao tém tendéncia para se ancorar a vesiculas de clatrina, associando-se normalmente a
vesiculas de pinocitose e ficando assim concentradas em dominios lipidicos especificos -
lipid rafts*®. O controlo da qualidade do folding das proteinas é feito antes do transporte para

a membrana. Uma proteina mal estruturada € mantida no RE e, mesmo estando ligada a
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uma ancora GPI, é rapidamente degradada pelo proteossoma. A inositol-desacetilase Bst1p
parece ter um papel importante na iniciagdo do processo degradativo®.

As GPI-APs sao funcionalmente muito variadas e ja foram identificadas em todos os tipos de
células e tecidos e em todos os grupos de organismos'®. As GPI-APs variam muito em
dimensao e desempenham fungdes importantes na célula, tais como de receptores e co-
receptores em vias de transducgao de sinal (FOLR1, 2 e 3 — receptores de folato), apresenta-
¢ao de antigénios para resposta imunitaria (CD24 — antigénio de superficie de granulécitos e
Thy-1/CD90 - Thymocyte antigen 1), regulagéo do sistema do complemento (DAF/CD55—
decay accelerating factor e CD59 - protectina), contacto intercelular (LFA-3 — Lymphocyte
function-associated antigen), adesao celular (NCAM — neural cell adhesion molecule), e
outros® ' %, Deste modo, as GPI-APs s&o essenciais a viabilidade dos organismos.
PATOLOGIAS ASSOCIADAS A ANCORA GPI

Apesar de, no processo biossintético da ancora GPI, estarem envolvidas mais de 20 enzi-
mas, até a data s6 foram identificados dois genes cuja alteracao resulta numa patologia pro-
vocada por deficiéncias na sintese deste glicolipido.

HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA (PNH)

A PNH é uma doencga cronica adquirida, que se deve a ocorréncia de uma ou mais muta-
¢bes somaticas no gene PIGA, localizado no cromossoma X e que esta envolvido no primei-
ro passo da via biossintética da ancora GPI (Fig.1.3). E uma doenca rara, com uma incidén-
cia estimada em 1 caso por cada 1.000.000 de pessoas e afecta principalmente adultos
(90% dos casos)'?. Clinicamente, a PNH apresenta trés caracteristicas principais: um quadro
de anemia, propensao para tromboses venosas e hipoplasia medular. A anemia é provoca-
da por hemdlise intravascular mediada pelo sistema do complemento, ja que os eritrécitos
afectados falham a apresentagcédo dos antigénios CD55 e CD59 a superficie, tornando-se,
por isso, muito sensiveis & acgado do complemento®’. Os episddios de trombose, cuja fisiopa-
tologia esta ainda por esclarecer, sdo os principais responsaveis pela morbidade e mortali-

dade da doenca®® *°

e ocorrem sobretudo nas veias hepaticas. Por ultimo, para explicar a
hipoplasia medular, central na fisiopatologia desta doenga, cré-se que as células estaminais
hematopoiéticas GPI" (HSC-GPI") s&o selectivamente destruidas num processo auto-imune,
mediado pelas células T e dirigido contra um antigénio associado a GPI, permitindo a prolife-
racao de clones GPI'. A identidade do antigénio é desconhecida, postulando-se que possa
ser a prépria ancora GPI a suscitar a reac¢éo auto-imune®>**. A PNH é uma doenca exclusi-
vamente hematopoiética. Os clones com mutacdes no gene PIGA tém origem numa ou mais
HSC™ 17545 ou noutras células hematopoiéticas progenitoras®. As células eritrdides, mie-
I6ides e linféides que advém da célula progenitora afectada deixam de apresentar, total ou

parcialmente, as GPI-APs. O teste de Ham utilizado no diagndstico desta doenca foi suplan-
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tado pela citometria de fluxo, que representa actualmente o teste gold standard para esta
patologia, ja que permite identificar e quantificar o tamanho do clone deficiente®” *®. Recen-
temente, foi produzido o FLAER, uma aerolisina inactivada, marcada com fluoresceina, que
se liga a componente glicidica do esqueleto de GPI permitindo detectar directamente a
ancora a superficie da célula. Os eritrécitos sao a excepgao neste teste, ja que quer as célu-
las GPI*, quer as GPI', apresentam uma grande quantidade de glicoforina (proteina com a
qual o FLAER tem afinidade) a superficie, produzindo diversos falsos positivos. O padrao de
expressao de GPI na PNH tem a forma de mosaico - padrao bi ou trimodal — ja que as célu-
las normais (GPI") coexistem sempre com os clones GPI", apesar das Ultimas poderem che-
gar a constituir 99% da hematopoiese.

DEFICIENCIA HEREDITARIA DE GPI (IGD)

I12

Muito recentemente, Almeida et.al'*, descreveram a Deficiéncia Hereditaria de GPI (/Inheri-

ted GPI Deficiency ou IGD). Dos casos identificados faziam parte trés criangcas descenden-
tes de dois casamentos consanguineos, ndo relacionados entre si. As criangas afectadas
apresentavam um quadro clinico distinto do da PNH, na medida em que os pacientes mani-
festavam sintomas de trombose venal hepatica e intra-abdominal, mas também epilepsia e
auséncia de sintomas de hemdlise intravascular.

Padrao de Hereditariedade da IGD

A andlise dos pedigrees de ambas as familias revelou um padréo caracteristico de heredita-
riedade autossémica recessiva na IGD (Fig.1.4). Os casos index apresentaram-se com
trombose na veia hepatica. O irmao mais novo da familia Mediterranica foi diagnosticado

precocemente, antes ainda de apresentar os sintomas da IGD.

Fig.1.4: Pedigrees das familias

A Familia do Médio Oriente B Familia do Mediterraneo afectadas pela IGD. As criangas
doentes de ambas as familias

sdo filhas de casamentos con-

sanguineos. Na familia A a

crianca afectada é a V4. Esta

(5 é_D crianga tinha um irmdo gémeo

| que morreu no Utero materno.

| Na familia B o caso index (IV2)
O morreu aos 5 anos. O irméo
mais novo (IV3) apresentou a

. 0
d) b i ﬁ mesma patologia, embora sem
1 2 3 4

W il d i i i sintomas na altura do diagnosti-
! 2 : 5 co. O padrdao de heredi-

Morreu aos . ,

5 Nadomoro . _Membro afectado 5anos tariedade revelou que a IGD é

] uma doenga autossémica reces-
,Zf -Membro morto D - Progenitor de membro afectado siva. [Imagem adaptada de

Almeida, et.al.(2006)"2).

A identificagcdo de factores trombofilicos levou os investigadores a fazer uma analise com-
pleta do padrdo de expressdo da ancora GPI, recorrendo a citometria de fluxo em células
hematopoiéticas tratadas com FLAER e anticorpos anti-GPI-APs, nomeadamente anti-CD59
e anti-CD24" (Fig.1.5). Os padrdes obtidos revelaram-se distintos, tanto dos de individuos

saudaveis, como dos de doentes com PNH. Na IGD, a expressao de CD59 em eritrdcitos
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revelou um padrdo unimodal continuo, em que a maioria dos eritrocitos era GPI*, aparecen-
do sempre uma pequena percentagem (2 a 5%) de células GPI" (Fig.1.5A). Na PNH, apre-
sentam-se geralmente populagdes bi- ou trimodais de clones GPI" e GPI. As plaquetas
revelaram um padrdo semelhante ao dos eritrocitos quanto a apresentagcdo de CD59 a
superficie. A maioria era GPI" nas criangas afectadas, mas a populagédo apresentava um
deficit significativo relativamente as populagdes de individuos normais e dos progenitores
(Fig.1.5B). Um padrao completamente diferente foi observado nos granuldcitos das criangas
afectadas, que apresentaram uma percentagem de células maioritariamente GPI', contras-
tando com o dos individuos normais e dos pacientes de PNH, que apresentam padrdes
bimodais caracteristicos. Este tipo de distribuicdo foi manifestado tanto na marcagdo com
FLAER, como na marcagao com anticorpos anti-CD59 e anti-CD24 (Fig.1.5C). Os mondcitos
das criangas afectadas mostraram um padrao unimodal semelhante ao normal e uma redu-
¢ao pouco significativa do numero de células. Relativamente aos linfécitos, mais concreta-
mente no caso dos linfocitos B, surgiu um padrao claramente bimodal na expressao de GPI
e de GPI-APs, na medida em que a maioria das células era GPI’, tendo o fenémeno oposto
sido observado no caso dos linfocitos T (dados ndo mostrados). A natureza constitutiva da
deficiéncia de GPI foi comprovada pela analise de fibroblastos, que mostrou uma reducéao
unimodal da expressao de GPI, tanto com a marcagdo anti-CD59, como com FLAER
(Fig.1.5D).

A Eritrécitos Normal ‘ | . Fig.1.5: Expresséo de GPI e do antigénio
CD59 em diversos tipos de células
Progenkton humanas. Imagens de citometria de fluxo
i u‘
CDEQ

de células tratadas com FLAER conjuga-
do com Alexa 488, para detecgdo directa
T da ancora GPI e de células tratadas com
um anticorpo monoclonal  anti-CD59
conjugado com isotiocianato de fluores-
ceina (mAb-antiCD59:FITC), para detec-

céo de CD59 a superficie da célula. (A)
Andlise de eritrocitos. Ndo podem ser

[ ieD ]
c [Normalr frogenitores tratados com FLAER, pelo que a anélise
Granuldcitos
‘ se refere apenas ao tratamento com
gy mAb-antiCD59:FITC. (B) Andlise de

> " plaquetas. Resultados de células trata-

FLAER " FLAER i FLAER
Normal/ i°99"'t°“’-5 IeD das com mAb-antiCD59:FITC. (C) Anali-
. .' se de granulécitos. Padrdes observaveis
5 : . | em células tratadas com FLAER e mAb-
cD59 Toss antiCD59:FITC. (D) Analise de fibroblas-
tos. A natureza constitutiva da mutacéo

E.Hormalf rogenitores
D Fibroblastos E 5! A i causadora da IGD foi confirmada pela

observacdo dos padres obtidos para
FLAER
{ Normal/ Progenitores

B Plaquetas

CD59

células tratadas com FLAER e mAb-
antiCD59:FITC [Imagem adaptada de
Almeida, et.al.(2006)"2).

CD59

Embora seja produzida numa das mais complexas vias biossintéticas existentes, a &ncora

GPI, ao contrario de outras vias, para as quais tém sido reportados casos de anomalias em
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praticamente todas as enzimas envolvidas, ndo tinha, até recentemente, estado associada a
qualquer doencga hereditaria detectada. Tentativas para gerar ratinhos knockout para o gene
PIGA resultaram em falhas sucessivas devido a elevada taxa de letalidade causada por pro-

%961 E sabido que diversas

blemas no desenvolvimento neuronal durante a embriogénese
GPI-APs interferem no desenvolvimento do sistema nervoso central, nomeadamente nos
processos de mielinizagdo e astrogénese®. No entanto, 0 mesmo ndo sucedeu quando se
criaram ratinhos knockout para o gene PIGA apenas em HSC. Conjuntamente, estes resul-
tados comprovam a importancia da ancora GPI no desenvolvimento neuronal embrionario,

mas ndo na hematopoiese*® *

, sendo esta provavelmente a principal raz&o para a auséncia
de casos reportados de doencgas hereditarias associadas a GPI.

Na IGD, a proporgao de plaquetas deficientes em CD59, um inibidor do sistema do comple-
mento, levaria a sua activacdo, o que poderia explicar a existéncia de tromboses nos
pacientes com esta doenca. Por outro lado, a deficiéncia de CD59 num numero limitado de
eritrocitos, explicaria a auséncia de hemalise. No entanto, a existéncia de uma pequena per-
centagem de eritrécitos GPI” foi suficiente para detectar a ocorréncia de hemolise vascular
subclinica. E de frisar que, de uma forma geral, os diferentes tipos de células hematopoiéti-
cas apresentam um quadro de deficiéncia parcial na expressao da ancora GPI. A natureza
parcial desta deficiéncia pode entdo explicar a razao pela qual as criangas afectadas nao
morreram antes do nascimento, como seria espectavel se a deficiéncia de GPI fosse total,
tal como se observou nos modelos de ratinho PIGA ”*°. Todos estes dados levaram os auto-
res a postular que estariam perante uma nova patologia, de natureza constitutiva, provocada
pela sintese deficiente e parcial da &ncora GPI, cuja expressdo nao era uniforme em todos
os tipos celulares e que apresentava um padrédo de hereditariedade associado. Esta patolo-
gia foi denominada de Deficiéncia Hereditaria de GPI ou IGD".

Base genética da IGD

Uma combinagéo de técnicas bioquimicas e genéticas permitiram determinar que a proteina
PIGM esta ausente na IGD. Esta enzima, corresponde a subunidade catalitica da primeira
manosiltransferase da via (GPI-MT-I), de 423 residuos, que actua com PIGX na adigcdo do
primeiro residuo de manose ao acil-GIcNPI** *°, logo apds a sua translocagdo para a face
luminal do RE. Ao contrario das outras MT presentes na via de GPI, a MT-I catalisa uma
ligacdo a-1-4-manosil a GIcN, através do motivo DXD, caracteristico das glicosiltransfera-
ses®. A auséncia desta subunidade provoca o bloqueio da via, apés a translocacdo do
complexo para o lumen do RE, o que impede o seu transporte pela via secretora e, conse-
quentemente, a apresentacdo das GPI-APs a superficie da célula’. A GPI-MT-I é codificada
pelo gene PIGM, um gene monoexdnico®, localizado no brago pequeno do cromossoma 1
(1923), que apresenta uma regido codificante de 1,2Kb, ladeada por uma regido 5’-UTR de

2000pb e uma regiao 3-UTR de 800pb, e é transcrito no sentido antisense relativamente ao
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centromero. PIG-M tem expressao constitutiva, sendo classificado como um gene house-
keeping. Mapeamentos de homozigotia, analises de linkage e a sequenciagao directa de
PIGM permitiram identificar a existéncia de uma mutacédo pontual — uma transversdo C>G -
na posigao -270 da regidao promotora deste gene. Esta posi¢cdo ocorre numa ilha GC e
abrange uma sequéncia de reconhecimento do FT Sp1. Ensaios de transfecgao transiente
provaram que PIGM é o gene afectado na IGD e que a presenga da mutagéo -270C>G pro-
voca uma redugéo significativa da sua expressao (99% quantificado por gqPCR)". As anali-
ses de sequenciagao permitiram ainda observar que os progenitores das criangas afectadas
sao heterozigéticos para esta transversao e que as criangas afectadas sdo homozigéticas, o
que esta em conformidade com a transmiss&o autossémica recessiva postulada.

Regulagao transcricional de PIGM

Tipicamente, o promotor de um gene housekeeping, como € o caso de P/G-M, ndo contém
caixa TATA, nem caixa CAAT, pelo que a sua activacdo ocorre a partir de uma ou mais
regides ricas em G+C. As ilhas GC sao reconhecidas pelos FT da familia Sp/EKLF (specifi-
city protein/Erythroid Kriippel-like factor), que, em conjunto com o elemento InR, e muitas
vezes em sinergia com FT especificos, levam & activagéo da transcrigao® ®°. Estes elemen-
tos sédo essenciais a expressao de genes constitutivos, genes especificos de tecido e alguns
genes virais. Para além disso, ocorrem frequentemente na regido promotora de genes sujei-
tos a regulagao especifica, tais como os envolvidos no ciclo celular, na activagao hormonal e
nos padrdes de desenvolvimento®®. Pensa-se, que os promotores dependentes de GC
representam 62% dos genes codificantes de proteinas, sendo maioritariamente genes hou-
sekeeping®®.

Sp1

Sp1 é um FT ubiquo, essencial a activagdo de inumeros genes, nomeadamente diversos
genes housekeeping, sendo particularmente importante na regulagcdo da transcricdo de
genes que ndo contém caixa TATA®". Tal como outros FT da sua familia, Sp1 contem trés
dominios de ligagdo ao DNA préximos da extremidade carboxilica, constituidos por dedos
de Zn do tipo C,H,.(Cys,His,) e dois dominios ricos em glutaminas, préximos da extremida-
de aminica, denominados dominios de transactivagdo (TADs). Os dominios TAD interagem
directamente com a TBP (TATA-binding protein) e com a TAF4 (TBP associated factor 4),
formando o complexo TBP/TFIID, que se liga ao promotor, o que por sua vez leva ao recru-
tamento de TFIIA e da RNA Pol Il e assim a formagao do complexo de pré-iniciacdo da
transcricdo®. Sp1 reconhece preferencialmente a sequéncia consensus 5-G/T-GGGCGG-
G/A-G/A-C/T-3’, que se encontra normalmente a distancia de 50 a 200pb do local de inicio
da transcricdo®"°. Para além disso, tem a capacidade de se ligar a caixas CT e caixas GT,
mas com muito menor afinidade® ®. A actividade transcricional de Sp1 é regulada de diver-

sas formas: pela interacgao directa com os componentes da maquinaria de transcricao basal
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(FT gerais e RNA Pol Il); pela interacgdo com outros FT, nomeadamente factores especifi-

cos de tecido® "7

genes)’®%; por modificagdes pds-traducionais (fosforilagdo por cinases dependentes de

pela interacgcao com outras proteinas (supressores de tumores e onco-

DNA?®¥); ou ainda pelo recrutamento de acetilases e/ou desacetilases de histonas para a
regido promotora®*. Sp1 tem, assim, a capacidade de actuar em sinergia, directa e/ou indi-
recta, consigo préprio ou com outros factores® . Sp1 é um transactivador, que actua atra-
vés dos dominios DBD, recrutando a maquinaria de transcrigdo basal pela ligacdo de uma
unica molécula ao local de reconhecimento no promotor, ou formando homooligdmeros ou
até homomultimeros®. A interacgéo com outros FT pode ocorrer por ligagdo em cooperacéo
ao DNA%' ou pelo recrutamento conjunto da maquinaria de transcrigdo basal, mesmo
quando a regido promotora se encontra saturada® ** '°'. Ainda assim, a ligagdo directa ndo
& um pré-requisito para a ocorréncia de sinergia®’. Alguns FT superactivam Sp1 quando este
se encontra ligado ao DNA, sem que eles préprios entrem em contacto com o promotor. E
este o caso dos factores AP-2 (activator protein-2), c-Jun e GATA-1 no gene EpoR (eritro-
poietina) e nos genes da a-globina e B-globina®’. Noutros casos tem que ocorrer a ligagao
de ambos os factores ao DNA para que ocorra activagao da expressao. Muitas vezes ocorre
simultaneamente sinergia e superactivagdo no mesmo promotor, dependendo da presenca
ou auséncia de alguns locais Sp1%’. Em suma, o efeito sinergistico de Sp1 com factores
especificos de tecido (e.g.GATA-1 nas células eritréides), factores indutiveis (e.g. SREBO-1
em resposta a deplecao de esterdis), na regulagao de grupos de genes especificos de teci-
do (como as globinas e o receptor EpoR) e de genes indutiveis (como as proteinas envolvi-
das na assimilacado de colesterol, na via biossintética do colesterol e na via dos acidos gor-
dos), é ja um tema recorrente®’. Para além disso, Sp1 esta envolvido na regulacdo positiva
da transcricdo, ao estimular a actividade de acetilagao de histonas do complexo CBP/p300
(p300 funciona como coactivador das TADs de Sp1), liga-se directamente a nucleossomas
estabelecendo dominios de eucromatina dentro de regides heterocromaticas e impede
simultaneamente a metilacdo das ilhas GC®. Pode ainda participar na regulacdo negativa
de alguns genes, ao ligar-se directamente & desacetilase de histonas HDAC1% e/ou & DNA
metiltransferase 1 (DNMT1)%, bem como a diversas proteinas correpressoras. Almeida et.al.
provaram que Sp1 é necessario e suficiente a expressao normal do gene PIGM, pelo facto
da existéncia da mutagao causadora da IGD levar a auséncia de expressao (em células lin-
foblastoides dos pacientes e em células Hela), mesmo na presenga de Sp1'?. No entanto,
estas observagdes ndo eram consistentes com a expressao diferencial observada nos diver-
sos tipos de células sanguineas dos pacientes de IGD (Fig.1.5). De facto, era necessario
investigar a razao pela qual PIGM apresenta um nivel de expressado quasi-normal nas célu-

las da linhagem eritréide/megacariocitica, mas n&o nos granuldcitos.
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GATA-1

As células sanguineas sdo continuamente repostas a partir de uma poo/ de HSC e dado o
dinamismo da hematopoiese, uma elaborada rede de factores reguladores da transcri¢cao
torna-se necessaria para assegurar que € gerada, e mantida em niveis constantes, uma
populagdo apropriada de células sanguineas maduras'®. Diversas publicagdes tém eviden-
ciado que FT restritos de linhagem, s&o os responsaveis pela manutencdo da homeostase
do sistema hematopoiético (concertacido da proliferagao, diferenciacao e sobrevivéncia celu-
lares) e defeitos nos seus niveis e/ou actividade estdo intimamente ligados a desregulagao
hematopoiética’®. Estudos sobre a expressdo das globinas na eritropoiese tém servido de
modelo para compreender 0s mecanismos que governam a expressao génica durante o
desenvolvimento eritréide®. Inimeros trabalhos tém revelado a existéncia de trés aspectos
criticos no que respeita a regulacido da expressao destes genes: (1) as sequéncias minimas
que conferem especificidade na expressao incluem locais GATA, locais AP-1/NF-E2 e locais
Sp1/EKLF (GC ou GT/CCACC)'®; (2) nenhum destes motivos tem a capacidade de induzir,
sozinho ou em multimeros, a diferenciagdo de células eritréides num ratinho transgénico,
sendo necessarios pares ou grupos destes motivos com diferentes configuragdes para criar
células eritroides'®; (3) os promotores de genes especificos do programa eritréide, demons-
tram a existéncia de um complexo equilibrio entre elementos positivos e negativos, que
actuam, de forma independente, ou em diversas formas de sinergia®. A existéncia de locais
GATA e Sp1 a uma distancia relativamente fixa da regido reguladora de um gene é, por si
sé, indicativa da ocorréncia de cooperagdo funcional destas proteinas na transcricdo®. Os
factores GATA constituem uma familia de FT com perfis de expressao restritos, sugerindo
que regulam genes especificos de tecido e, por isso, definem a sua especificidade'®. Esta
familia compreende trés FT hematopoiéticos (GATA-1, 2 e 3) e trés ndo hematopoiéticos
(GATA-4, 5 e 6), que sao expressos em tecidos diversos, como intestinos, pulmdes, sistema
enddcrino, coragao e células de Sertoli. Os factores GATA reconhecem a sequéncia con-
sensus (AIT)GATA(A/G) através de dois motivos de dedos de Zn do tipo C4 (Cys-X>-Cys-
X47-Cys-X-Cys), altamente conservados intra- e interespécies® '%. GATA-1 é o protétipo
dos FT hematopoiéticos, sendo que esta tipicamente. envolvido na maturacéo das linhagens
eritréide e megacariocitica, pela regulagcao de diversas moléculas-chave associadas a proli-
feracdo, diferenciagdo e apoptose’® ', tem sido implicado na reprogramacdo de diversos
precursores hematopoiéticos e é essencial na eritropoiese'® (Fig.1.6). Na realidade, HSC
deficientes em GATA-1, em ratinhos quiméricos, sdo capazes de contribuir para o desenvol-
vimento de todo o tipo de tecidos, com excepcéo dos eritrécitos, tendo sido provado que
ocorre a acumulacdo de proeritroblastos incapazes de amadurecer'”’. Ensaios de knock-
down com o intuito de diminuir em 95% a expressao de GATA-1 (Gata1.05/Y), em ratinhos

hemizigéticos macho, causam anemia severa, que os leva a morte ao dia 12,5 do desenvol-
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vimento embrionario'® "% % Fameas hemizigdticas (Gata1.05/X), por outro lado, sobrevi-
vem, mas apresentam diversos graus de anemia e trombocitopenia, dependendo do alelo
GATA-1 que se encontra no cromossoma activo. O knockdown total leva a paragem da
maturagdo eritroide, causando letalidade no mesmo modelo animal''® "', GATA-1 possui
trés dominios activos: os dedos de Zn C- e N-terminal (ZnC e ZnN, respectivamente) € um
dominio de activacdo N-terminal (NTD). O ZnC reconhece e liga-se a sequéncia consensus
do DNA'"2 1 o ZnN participa na estabilizacdo de GATA-1, na especificidade de reconheci-
mento da sequéncia consensus no DNA, medeia a formacao de complexos com cofactores,
T2 114

como FOGH1, e colabora com o dedo ZnC no reconhecimento e sinergia com outros F

"9 O NTD ¢é essencial a funcdo de regulador transcricional'? %,

ST Fig.1.5: Arvore hematopoiética. Repre-

Tol-1 Q X @ Erythrocytes sentagdo esquematica dos varios passos

e ko da diferenciagio hematopoiética. A célula

@ Foo1 estaminal hematopoiética (HSC) esta na

VEP Tkl i base da hierarquia que é estabelecida na

@—o—» #5 Platelets hematopoiese e da origem ao progenitor

Megakaryocytss de linhagens mdltiplas (MLP). Este pode

diferenciar-se em qualquer uma das

. o @ socontis linhagens hematopoiéticas. Os MLPs

cMP ficam restringidos as linhagens linféide e

\ @ — & veuropis mieldide quando se desenvolve o proge-

i / GATAY nitor linfoide comum (CLP) ou o progeni-
@ N~ @ Eosinophils tor mieldide comum (CMP), respectiva-

mente. Os CLPs ddo origem exclusiva-

Lmo-2
e M (:Mp \ . __. wacophages  Mente a linfocitos B ou T, enquanto que
@ @ Monoeybes o0s CMPs podem dar origem a progenito-
Hsc  \wLe res eritréides/ megacariociticos (MEP) e
GATAZ © S MastEets progenitores  granuldides/ monociticos

GATA1

GATAZ (GMP). Os CMLPs podem diferenciar-se
em linfocitos B, linfocitos T e GMPs

: / @ — @ s (tracejado). Os factores hematopoiéticos
decisivos nestes processos séo Pu.1, Tal-
[ 1, GATA-1, GATA-2, GATA-3 e 0 cofactor
cLeicmLe \ o de GATA-1, FOG1. GATA-1 & essencial &
@ == @ T-cells maturagdo  da  linhagem eritroi-

de/megacariocitica e participa na diferenciagdo de eosindfilos e mastdcitos. [Imagem adaptada de Ferreira, R. et.al.(2005)!%].
Trabalhos recentes revelaram que a expressao ectopica de GATA-1 leva os precursores

hematopoiéticos ao commitment da linhagem eritréide/megacariocitica’® '

. No entanto,
nao é claro, se esta é uma restricdo causada especificamente pelo FT ou se é um efeito da
expressao ectépica de um FT especifico de linhagem'?>. Uma vez que GATA-1 se situa no
cromossoma X, doengas provocadas por mutagdes neste gene tém transmissao por via
sexual e provocam o aparecimento de deficiéncias hematopoiéticas pleiotrépicas, depen-
dendo da funcgao afectada. Contudo, ndo sdo s6 as mutagcdes no gene, mas também a alte-
racao dos niveis de expressao de GATA-1 podem provocar inumeras doengas hematolégi-
cas'®. A transcrigdo de GATA-1 é regulada por um mecanismo de feedback loop, uma vez
que o seu promotor contém multiplos locais GATA que s&o essenciais a activagao da sua
expressdo'?® 2 12t GATA-1 interage com diversos FT, tais como: GATA-1, EKLF, Fli-1,

HDACS, PU.1, RUNX1, CBP/p300, FOG-1 e Sp1, entre outros * 1% 120125126 1| jga.ge g
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127

FOG-1 através do ZnN e esta associagao € essencial a diferenciagao eritréide <’, interage

com Sp1 e EKLF através do ZnC'® '? e reconhece RUNX1 através do NTD, sendo esta a

Unica interaccdo conhecida deste FT que n&o envolve os dedos de Zn'%,

OBJECTIVOS

O facto da IGD ser provocada por uma mutagdo pontual num unico gene, afectar apenas
parcialmente as linhagens hematopoiéticas, o facto de Sp1 actuar muitas vezes em sinergia
com FT especificos de tecido, tais como GATA-1, mas acima de tudo, o facto de ocorrerem
niveis de expressao da ancora GPI distintos nos diferentes tipos de células hematopoiéticas
— a expressao predominantemente positiva de GPI nos eritrocitos de doentes com IGD dife-
re de forma marcante da auséncia de GPI' detectada nos granuldcitos dos mesmos indivi-
duos - levaram a que fosse colocada a questao:

Tratando-se PIGM de um gene housekeeping poderia estar sujeito a uma regulagao
transcricional tecido-especifica? E assim sendo, quais os factores implicados?

Com a intencao de obter uma resposta a esta questao, o objectivo principal deste trabalho
foi:

Investigar o mecanismo de uma possivel regulagao transcricional do gene PIGM
especifica de linhagem eritréide/megacariocitica.

Sabendo que GATA-1 é um FT, que actua na diferenciagao hematopoiética, tendo um papel
preponderante na eritropoiese, mas ndo na granulopoiese'®, foi colocada a hipdtese de ser
este o factor diferenciador dos niveis de expressao da ancora GPI nas linhagens celulares
sanguineas. Neste contexto, a hipdtese testada foi:

Verificar se GATA-1 tem um papel regulador na transcrigdo do gene PIGM e investigar

como actua neste promotor em condigdes fisiolégicas e no contexto da IGD.

MATERIAIS E METODOS

CULTURA DE CELULAS

A realizacao dos ensaios inerentes ao trabalho de projecto teve como base a linha celular
eritroleucémica humana (K562), proveniente de leucemia mieldide cronica (CML) e a linha
celular de carcinoma do colo do utero humano (HelLa). A linha K562 foi cultivada em RPMI-
1640 (1X) suplementado com 10% FBS e a linha HeLa em DMEM com 10% FBS, de acordo
com procedimentos usuais. Os meios utilizados estéo indicados no Anexo Il.

METODOS BIOINFORMATICOS

OBTENGAO DE SEQUENCIAS

As sequéncias das regides em estudo foram obtidas a partir das bases de dados Ensembl
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Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html) e National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=96
06).

DESENHO DE PRIMERS

As sequéncias de primers foram desenhadas recorrendo as aplicagées Primer3 (v.0.4.0)
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm), primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools
/primer-blast/) e qRTDesigner1.2 (http://bioinfo.ut.ee/ gwRTqPCR/) (Anexo lll Tabelas 1, 3, 4,
5 e 6). Todos os primers seleccionados foram analisados pela ferramenta UCSC In-Silico
PCR (http://genome.cse.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) e BLAST (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/ge-
nome/seq/BlastGenBlastGen.cgi?taxid=9606) para determinar a especificidade de amplifica-
gao.

ANALISE DE SEQUENCIAS

A analise de locais putativos de ligacao de GATA-1 a regido promotora do gene PIGM foi
feita pelas aplicagbes Transcription Element Search System (TESS) (http://.www.cbit.up-
enn.edu/tess/) e TFSearch (v1.3, 1995, Yutaka Akiyama, Universidade de Kyoto, Japao)
(http://www.cbrc.jp/htbin/nph-tfsearch).

ENSAIO DE ALTERAGAO DA MOBILIDADE ELECTROFORETICA (EMSA)

Extractos nucleares de K562 foram preparados por centrifugacao diferencial do lisado celu-
lar e as proteinas foram quantificadas pelo método colorimétrico de Badford. Foram utiliza-
das sondas oligonucleotidicas com as varias sequéncias reconhecimento de GATA-1 pre-
sentes no promotor de PIGM e sequéncias de controlo marcadas radioactivamente com 2P
pela cinase de polinucleétidos T4 (T4K). A remocéo de *?P livre foi realizada com o QIAquick
Gel Extraction Kit (250) (Sondas: Tabela 1, Anexo lll). Nas reac¢des de ligacdo, 4ug de
extracto nuclear foram incubados durante 1 hora com sondas marcadas num tampao de
ligacdo com excesso de sonda fria ou um anticorpo anti-GATA-1 (Santa Cruz) (Tabela 2,
Anexo lll). Apds a incubagado, as amostras foram corridas num gel de 4% poliacrilamida,
secado a vacuo e visualizado por autorradiografia em pelicula Kodak Biomax MS Film
(Kodak) (Anexo II).

ENSAIO DE IMUNOPREPICITAGAO DE CROMATINA (CHIP)

A imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) é apropriada a deteccao, in vivo, da ligagdo de
proteinas conhecidas a regiées especificas do genoma'®. Neste trabalho, foi aplicada a
deteccado da ligagdo de GATA-1 a regidao promotora do gene PIGM. O ChIP divide-se nas
fases de fixagcdo (ou cross-linking) por formaldeido, imunoprecipitacdo e quantificacédo do
DNA precipitado. Células K562 foram incubadas com formaldeido (1%), durante 10 minutos,
a temperatura ambiente (TA), com agitacdo moderada. Foi adicionada glicina (0,125M) e a
solugao foi incubada durante 5 minutos a TA, com agitacdo moderada. As células foram

recolhidas por centrifugacdo a 1200 rpm. Foram lavadas com PBS (1x), mantido a 4°C,
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recentrifugadas e lisadas recorrendo ao kit comercial Red ChIP Kit™ (Diagenode), de acordo
com as instrugdes. De seguida as amostras foram sujeitas a 15 ciclos de impulsos ultrasso-
nicos de 30s, intervalados por periodos de repouso de 30s em gelo, na poténcia de 60%. No
processo foi utilizado o sonicador Sanyo Soniprep MSS 150 CX3.5. Seguiu-se uma centrifu-
gacao a 13000 rpm, a 4°C, durante 5 min. A eficiéncia do processo foi verificada correndo
4uL de DNA quebrado num gel de agarose a 1,5%. Extractos de 2 milhdes (60uL) de células
foram incubados com 2,5ug de anticorpo Rabbit polyclonal to GATA-1 ChIP Grade Antibody
(1,26mg/mL) (amostras IP), o/n, num rocker, a 4°C. Um volume igual foi incubado sem anti-
corpo nas mesmas condicdes (amostras NC ChIP). Todas as amostras foram diluidas em
tampao proprio, de acordo com o protocolo do kit OneDay ChIP Kit™ (Diagenode). Para a
imunoprecipitacdo foram incubados 250uL de complexos anticorpo-cromatina com 500uL de
beads, como indicado pelo fabricante. Os complexos de esferas-anticorpo-cromatina (IP e
NC ChIP) foram lavados com PBS arrefecido em gelo e os cross-links foram revertidos por
incubacdo em agua a ferver durante 10min, seguida de incubagdo numa estufa de hibrida-
¢ao (Thermomixer), a 55°C, com 1,5uL de proteinase K e nova incubag¢ao, em agua a ferver,
durante 10min, para inactivacdo da enzima. Apds a reversdo, um volume total de 200uL de
fragmentos de DNA libertados das proteinas foi recuperado por centrifugacdo a 12000rpm, a
4°C, por 1min. O DNA das amostras inputs foi purificado por precipitacdo com etanol absolu-
to. Uma aliquota de cada amostra foi amplificada por PCR convencional (Tabela 7, Anexo
[ll). Os reagentes do ensaio sao apresentados no Anexo ll.

PCR QUANTITATIVO (QPCR)

A analise dos fragmentos precipitados foi realizada por qPCR com SYBR Green | Dye
(Quanta Biosciences) (Tabelas 3 e 4, Anexo lll). As curvas de calibragdo foram obtidas a
partir da amplificagdo de amostras de diluicdes seriadas (de 10" a 10™) dos inputs. Foram
usados como controlos: a regido promotora do gene c-Kit - controlo positivo e duas regides
gendmicas, a montante e a jusante do promotor de PIGM (upstream e downstream, respec-
tivamente) - controlos negativos e os inputs - controlos internos. Todas as reacg¢des foram
realizadas em friplicado. Nas reaccdes de PCR foram utilizados 2uL de DNA, e nas reac-
¢bes de qPCR foram utilizados 2,5uL de DNA, PerfeCta™SYBR Green® FastMix™, ROX
(1x) (Quanta Biosciences) e 150nM de cada primer (forward e reverse) num volume total de
10uL, de acordo com as indicacbes dos produtores. As reacgdes de gPCR foram seguidas
de ciclos de desnaturagdo (Tabela 7, Anexo lll). Estas reac¢des foram executadas com o
ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). A eficiéncia de ampli-
ficagao foi calculada pelo declive da curva das diluicdes seriadas dos inputs, de acordo com
as instrugdes do fabricante™'. Para a analise estatistica foi realizado um teste F, para verifi-
cacdo das diferencas e de seguida um teste t de Student, para comparagdo de médias.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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MUTAGENESE SiTIO-DIRIGIDA

A mutagénese sitio-dirigida teve como objectivo a criagdo de construgcdes do promotor do
gene PIGM, clonado a montante do gene luc, no plasmideo pGL3-Basic Vector (Promega)
para efectuar os ensaios repérter. O sistema GeneTailor'” Site-Directed Mutagenesis Sys-
tem (Invitrogen) foi utilizado e consistiu nos seguintes passos: metilagao inicial, mutagénese
e transformacado da estirpe competente com o produto da mutagénese. Todos os passos
foram realizados de acordo com as instrugbes do fabricante (Anexo Il) e com os primers
indicados na Tabela 5 do Anexo lll. Os plasmideos de interesse foram extraidos das cultu-
ras bacterianas utilizando o High Pure Plasmid Isolation Kit (Miniprep). Para detecgao e con-
firmacdo das mutagdes, procedeu-se a amplificagdo da regido-alvo por PCR, usando os
pares de primers Sp1 e M52. A reaccdo de PCR foi realizada com a Taqg DNA Polymerase
(Invitrogen). Os produtos do PCR foram isolados e purificados de um gel de agarose a 2%,
usando o QIAquick Gel Extraction Kit (250) e o DNA foi quantificado por comparacao de
intensidade das bandas com o marcador pUC Mix Marker 8 (0,5ug/uL) (Fermentas). As
reacgoes para a sequenciagao automatica dos produtos de PCR foram realizadas com o
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), de acordo com as ins-
trugdes do fabricante (Tabela 6, Anexo lll). As amostras foram amplificadas no T3000 Ther-
mocycler (Biometra) de acordo com a Tabela 7 do Anexo lll. Apds purificagdo dos produtos
de PCR, as amostras foram carregadas no sequenciador automatico ABI PRISM 310 Gene-
tic Analyser. As sequéncias obtidas pelo software ABI PRISM 310 Data Collection Software,
v2.0 foram comparadas com as sequéncias de referéncia obtidas das bases de dados
Ensembl e NCBI. Ap6s a verificagdo do sucesso da mutagénese os plasmideos de interesse
foram amplificados na estirpe bacteriana E.coli One shot Top10 (Invitrogen), sendo depois
extraidos, purificados utilizando o QIAfilter Plasmid Midi Kit (25) (QIAGEN), quantificados
com o NanoDrop Nd-1000 UV/Vis 1ul Spectrophotometer e armazenados a -20°C para uso
posterior nos ensaios reporter. Os reagentes estao indicados no Anexo |l.

ENSAIOS REPORTER

Os ensaios repérter sdo utilizados para estudos de expressdo génica e fisiologia celular em
eucariotas. Neste trabalho, células HelLa foram transfectadas, por lipofec¢ao, com o plasmi-
deo reporter pGL3-Basic (Promega) com o gene da Luciferase e conjugado com diversas
versdes da sequéncia promotora de PIGM. O plasmideo pRL-CMV, com a Renilla Luciferase,
foi utilizado para servir de controlo normalizador. As células foram ainda co-transfectadas
com o plasmideo de expressdo de GATA-1 - pGATA-1, gentilmente cedido pelo Dr. Paresh
Vyas (Univ.de Oxford, UK). Para cada transfeccao, foi usada uma proporg¢ao de 1,5uL de
Lipofectamine™ 2000 (LF2000) (Invitrogen) para 800ng de DNA exégeno, sendo que 500ng
correspondiam ao vector repérter pGL3-Basic:PIGM-Luc, 250ng ao vector pGATA-1 e 50ng

ao vector reporter pRL-CMV. Cada reacc¢éao foi realizada em triplicado e de acordo com as
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instrucdes do produtor. Apds a transfecgao, as placas foram incubadas a 37°C, em estufa de
CO,, durante 48h. Para a leitura da actividade enzimatica, as células foram lisadas com
tampéao de lise Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega) e 50uL de lisado foram transferidos
para placas de 96 pocgos, as quais se adicionaram 30uL do substrato Luciferase Assay Rea-
gent (LAR Il) (Promega). A medig¢ado da actividade da Luciferase foi efectuada num Micro-
LumatPlus LB96V Microplate Luminometer (EG&G Berthold, Australia) imediatamente apés
a adigao do substrato, por um periodo de 10s/pogo. Apds a primeira leitura foram adiciona-
dos 30uL do substrato Stop&Glo®Reagent (Promega) e foi lida a luminescéncia por um
periodo de 3s/poco. Os resultados obtidos foram retirados do programa Winglow (EG&G
Berthold) e foram depois tratados em Excel (Microsoft, EUA). A andlise estatistica para
comparacao das médias das diversas construcdes foi efectuada pelo teste ANOVA. Valores
de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os reagentes sédo apresenta-

dos no Anexo Il.

RESULTADOS

ESTRATEGIA
Para verificar se GATA-1 é responsavel pela expressao quasi-normal de GPl em eritrécitos
foram utilizadas as seguintes estratégias (Fig. 3.1):
1. Analise bioinformatica da regido promotora para identificacdo de sequéncias consen-
sus putativas para o FT GATA-1;
Estudo da ligagdo de GATA-1 in vitro as sequéncias identificadas em 1;
Andlise da ligacado de GATA-1 ao promotor de PIGM in vivo num modelo celular;
Estudo do efeito funcional de GATA-1 sobre a actividade transcricional no promotor
de PIGM.

Caracterizacdo
bioinformatica do

promotor de PIGM

Fig.3.1: Estratégia adoptada neste trabalho. Apos a caracterizagdo bioinformatica da regido promotora do gene PIGM, foram realizados
ensaios de EMSA para determinar se GATA-1 se liga aos locais identificados in vitro. A confirmagdo da mesma ligag&o in vivo foi estuda-
da pelos ensaios de ChiP e analise do efeito funcional de GATA-1 sobre a sequéncia promotora foi estudada por ensaios reporter com o
gene da Luciferase.
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CARACTERIZAGAO DO PROMOTOR DE PIGM POR ANALISE IN SILICO

Em busca de um potencial mecanismo que explicasse a transcricao preferencial do gene
PIGM em eritrocitos, foi realizada uma analise bioin-

865  ACTGATGCCT GAAGGGTTGA GTAGGTATTT GCCAGAGTGA TTGGAGAGCG
s oatocower Trorciame s esdiih comcons  TOTMAtica da regido promotora deste gene'™. Esta
-785  AGGGGCTGAC AAGTTAAGGA ATTTTGTGAC GCTI'I'CCﬁ?CI‘I’UT'I‘I’GCC - ,
s ATCAGGTICA COTAGEETTE cr%“ emcerce cocrnr | @NANISE rEVElOU que o promotor de PIGM contém
o ““"’“"”“%2” TASTARITTA prsdTaTiae Tateeerech — caracteristicas tipicas de promotores de genes hou-
-B35  ATATTGCATG G TACAC ACTCAGCCCC CTTCAACTCA TCCTGTCCTG
15 oCGSECGACAMTOSE GITGANTACE GGCGAGCTAG TEGAGTANKG sekeeping, tais como auséncia da caixa TATA e
-535  CATGAGAAGE CTTATCTTCC TTTCACTCCT ACATTTTTCA CTCTCGBATC
S TCCAGCCOAS GACTOAAGGA ToTascocec ascococase Teecrecrs CAIX@  CAAT, contrastando com a ocorréncia da
435 TCGGABGETT T.roc:'rc‘rcm GACTGEAAAT f’;sscc:::ccstimcscaa Sequéncia InR e um elevado teor Gc133, 134.
-165 [GGGGCGFOBGGFTGTWIT ACAMGAMT CTCACTCCAC TCCATAAMAT
335 CCTCAAGCCA GTGCCGGATT TCCCGGCAMG cesacetere coercceacs  Fig.3.2) Sequéncia nucleotidica da regido 5 do gene PIGM. Os potenciais
285 GACCGGAAAT {cccsc*?ccs e« locais de ligagdo de diferentes proteinas ao DNA estéo sublinhadas. O local
it AGM TreceTceee ceccTeacas eaccececee  O€ INICIO da transcricdo encontra-se marcado por uma seta verde e o local de
185 CCTEGAGAS AGGTARGAGT Accocecces cacTreatec ccearerear  INICIO da tradugdo, que codifica a metionina iniciadora, esta indicado por um
1% ACTCTGCAGT COTTICOGTT CGEAGCCTSE cocaraceac arcceceace  CircUlo @ roxo. Este promotor possui ainda quatro locais Sp1 e trés locais

CACCTGCTGC AMAGAACCGA AGGGAAGGTT AGAAGTACGA AGGCAGTTTS

GAGCTGGGGE TAAGCAGCTG TCGCACGGTC MAT@G CTCCACCAAG
u

GATA-1 identificados pelas ferramentas bioinformaticas TESS e TFSearch.
N&o possui caixa TATA, nem caixa CAAT, mas possui uma sequéncia InR
(ndo mostrada). A estrela vermelha indica o local onde ocorre a mutagao

causadora de IGD.
Almeida et.al. tinham ja identificado quatro locais Sp1, dos quais o proximal se revelou ser
necessario e suficiente & expressdo normal do gene PIGM'?. Nesta analise, foram detecta-
dos trés locais de reconhecimento de GATA-1 a montante dos locais Sp1 identificados.
Estes locais foram denominados GP, GC e GD (proximal, central e distal) e situam-se a -
650pb, -750pb e -810pb do ATG, respectivamente (Fig.3.2).
GATA-1 RECONHECE IN VITRO AS SEQUENCIAS PREVISTAS
Para determinar se o FT GATA-1 reconhece as sequéncias de ligacao identificadas bioin-

formaticamente, foram realizados ensaios de alteracdo da mobilidade electroforética (EMSA),

recorrendo a extractos nucleares de células K562 - linha

I SondaContro\ol | Sonda GP l
-+ o+ o+ -+ o+ 4+ o+ EN . , . . .
e s+ s 44+ s+  sodavacasa Celular eritroleucémica, que expressa constitutivamente
+ + Sonda Fri . . y =
onee e GATA-1. O ensaio de EMSA assenta no principio de que os
-+ - Sonda Mutada
+ + pAb-a-GATA-1

complexos proteina-DNA podem ser diferenciados de frag-

mentos DNA por electroforese. No caso do local proximal

(GP), os dados revelaram a formagédo de uma banda atrasa-
da (shift) ap6s incubacdo do extracto nuclear com a sonda

marcada (Fig.3.3).

Fig.3.3: Ensaio de alteragdo da mobilidade electroforética (EMSA). Foram utilizados
extractos nucleares de células K562. S&o apresentados os resultados para os ensaios
com a sonda GP marcada radioactivamente, com a sonda de controlo positivo para o local
proximal (GP). Observou-se ainda que GATA-1 complexa também inespecificamente, o
que se revelou pelo aparecimento das bandas assinaladas com asterisco. EN - extracto
nuclear; pAba-GATA-1 — anticorpo policlonal anti-GATA-1. Esta imagem é da cortesia de
Joana S.Costa, CIPM-IPO, que realizou este ensaio.

Sonda
livre
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Esta banda foi muito reduzida pela adigado de sonda fria (competi¢cdo especifica) e também
na presenga da sonda mutada (competi¢ao inespecifica). J& os ensaios realizados na pre-
senca do anticorpo policlonal anti-GATA-1 (pAb-a-GATA-1), revelaram a formagdo de um
complexo que apresentou uma velocidade de migragcao ainda menor, denominado supershift.
Nenhuma destas bandas foi observada na auséncia de extracto nuclear. Estes resultados
revelaram que GATA-1 se liga a sequéncia proximal esperada de modo especifico, embora
tenha também ocorrido ligacao inespecifica, observavel pela presenca de bandas supranu-
merarias. Os locais GC e GD apresentaram o mesmo tipo de comportamento (dados nao
mostrados), o que indicou que GATA-1 reconhece in vitro qualquer uma das sequéncias
identificadas bioinformaticamente.

GATA-1 LIGA-SE IN VIVO AO PROMOTOR DE PIGM

Para determinar se GATA-1 tem a capacidade de se ligar as sequéncias GATA putativas, in
vivo, foram realizados ensaios de imunoprecipitagcdo de cromatina (ChIP). Para o efeito, foi
utilizada cromatina de extractos de K562 sonicada em fragmentos de tamanhos compreen-
didos entre os 500pb e 1kb. A analise destes resultados foi efectuada por PCR convencional
e gPCR. Nos resultados do PCR convencional (Fig.3.4) verificou-se que a incubagcao da
cromatina com o pAb-a-GATA-1 resultou num aumento visivel da intensidade das bandas
dos produtos de PCR, que se deve ao enriquecimento do imunoprecipitado em fragmentos
de DNA com as sequéncias-alvo pela incubagao com o anticorpo. Note-se, que os locais GC
e GP foram analisados conjuntamente (bandas GP+GC), ja que se encontravam demasiado
préximos na regido promotora para garantir a quebra eficiente da cromatina entre eles. Foi
observado um enriquecimento em fragmentos de DNA para todas as sequéncias-alvo espe-
radas, bem como um aumento da especificidade da sua amplificacdo, dado n&o terem apa-

recido as bandas de maior dimensao, visiveis nos ensaios INPUT (material de partida).
Fig.3.4: Resultado do ChIP por PCR

5 5 convencional. As reacgbes INPUT, cor-
. Inputs - NC ChIP - IP ~ respondentes a fragmentos de DNA
3 2 2 ) sonicado amplificados e ndo sujeitos ao

= Q = Q = i ipitaca
e 3 %2 & o 2 . ;% S . s § & g processo de |munopre0|p|taga'o., foram
5 8 6 0 0 5 3 0 5 35 6 0 0 utilizados como controlo positivo das

reacgdes de PCR e para a elaboragéo das
curvas de calibragdo no gPCR. As bandas
de controlo negativo do ChIP (NC ChIP)
correspondem as reacgdes realizadas
com fragmentos de cromatina que foram
sujeitos a imunoprecipitagdo sem anticor-
po pAb-a-GATA-1. Verifica-se que todas
as reacgbes de INPUT foram positivas
para a presenga da sequéncias-alvo. Nas
reacgdes dos controlos negativos, todas as bandas apresentaram uma intensidade muito inferior as bandas respectivas dos ensaios de
imunoprecipitagdo com o anticorpo. Para determinar o tamanho das bandas foi usado o marcador molecular 100bp Ladder (Invitrogen). up
— regido upstream do promotor e dw — regido downstream do promotor — controlos negativos; c-Kit — controlo positivo.

Como mostra a figura, é interessante notar que no caso do Jocus c-Kit, o ensaio nao
demonstrou a eficiéncia esperada, ja que a banda obtida foi muito pouco intensa, sendo

mesmo semelhante as bandas dos controlos negativos — os loci upstream e downstream.
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Isto sugere que GATA-1 nao tera tanta afinidade para este local, como para o promotor de
PIGM.

Uma vez que pela observagao visual se torna dificil determinar a quantidade de DNA pre-
sente, recorreu-se ao qPCR para quantificar os fragmentos amplificados nas diversas amos-
tras (Fig.3.5). A eficiéncia do ChIP foi determinada pela percentagem inicial de fragmentos
das amostras INPUT, relativamente ao DNA recuperado apds a imunoprecipitacao (amos-
tras IP). Com este intuito, foram calculadas as razbes de precipitacdo entre as amostras IP e
as amostras INPUT, tendo em conta a eficiéncia de amplificagdo das reacc¢des de qPCR, de
acordo com a equagao 1.

[1] %IP = EA(CtINPUT—CtIP)y E(ix 100

Os resultados revelaram um aumento significativo (p<0,05) da quantidade de fragmentos
recuperados para os locais em estudo — GP+GC e GD (Fig.3.5A), o que demonstrou uma
grande eficiéncia da técnica aplicada. No locus c-Kit o ensaio nao demonstrou a eficiéncia
esperada, ja que revelou ter um nivel pouco superior ao dos controlos negativos — os loci

upstream e downstream, tal como foi observado anteriormente.

Eficiéncia do ChIP Eficiéncia da Precipitagdo provocada pelo pAb-a-GATA-1
" Relagdoentre IP e INPUT ® Relagaoentre IP e NC ChIP

p=0,01 p=001

s
2,00 £ 100
g
B
3 S
g1 095
= 3 [
1,00 09
) j - - |
Up bw kit Up Dw cKit

Precipitagio rel:

0,80

GP+GC. GD GP+GC GD

Fig.3.5 — Eficiéncia do ChIP. (A) A eficiéncia da imunoprecipitagdo dos vérios loci foi medido como uma percentagem do material de
partida -amostras INPUT- que foi recuperado pela imunoprecipitagéo (incluindo o desvio padrdo da média indicado pela barra de erro).
Este calculo teve em consideragéo a eficiéncia de amplificagéo e os factores de diluicdo dos INPUTS relativamente &s amostras imuno-
precipitadas (IP). (B) Raz&o da precipitagdo entre as amostras IP e NC ChIP. Os resultados s&o apresentados como a raz&o das médias
de precipitagdo de fragmentos previamente incubados com pAb-a-GATA-1 (IP) e amostras precipitadas sem incubag&o com anticorpo
(NC ChlIP) (incluindo o desvio padrdo da média indicado pela barra de erro). Os resultados representados em ambos os gréficos referem-
se a 3 ensaios independentes e foram analisados usando o teste t de Student de duas caudas. Valores p<0,05 foram considerados esta-
tisticamente significativos.

Para determinar a eficiéncia da precipitacdo provocada pelo anticorpo anti-GATA-1, foram
calculadas as razdes de precipitagdo entre as amostras /P e as amostras NC ChlP, conside-
rando que a eficiéncia de amplificacao das reacgdes de gPCR foi préxima do valor ideal, de
acordo com a equacgao 2.

[2] EP(pAbaGATA — 1) = 2 (ctM(NC ChIP)-CtM(IP))

Da andlise da Fig.3.5B, verificou-se um aumento significativo de fragmentos precipitados por
accao do anticorpo, principalmente na regido que abrange os locais GGP+C. Note-se que,
tal como no grafico anterior, o efeito do anticorpo no local ¢c-Kit ndo foi tdo pronunciado como
no promotor de PIGM, o que reforga a ideia de que existe uma menor afinidade de GATA-1

para aquele local. Para distinguir as associagdes especificas das inespecificas que levam
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também a precipitacdo de fragmentos, recorreu-se a comparagao entre a quantidade de
DNA recuperado nas amostras /P e nas amostras de background. Esta especificidade, ou
taxa de ocupacao relativa das sequéncias-alvo, corresponde a medida da associacdo do FT
a cada um dos locais em estudo. A ocupacao relativa dos locais-alvo foi calculada pela
razao entre a percentagem de recuperagao dos fragmentos presentes em cada local GATA
esperado — GP+GC e GD - e dos locais upstream e downstream, genomicamente irrelevan-
tes no que toca a este FT, e que serviram, portanto, de medida do ruido (background) da
reacgao (equacao 3).

%IP (locais especificos)

[3] Taxa Relativa de Ocupagio = S0IP (ocais backgrownd)

Foi observado um enriquecimento de 4,0 vezes na regido gendmica que abrange os locais

GP+GC, quando comparada, com amostras das regides de background (Fig.3.6).

Taxa Relativa de Ocupagio Fig.3.6 — Taxa de ocupagéo dos locais GATA-1 no promo-
tor de PIGM relativamente aos locais upstream e downs-
tream,. Os resultados mostram a raz&o da precipitagéo
entre as amostras IP dos loci em estudo (GP+GC e GD) e
50 dos loci de background (upstream e downstream), usados
como controlo negativo do ensaio. O local ¢-Kit foi usado
para controlo positivo do ensaio. Os resultados séo apre-
sentados como a razdo das médias de precipitagdo das
amostras mencionadas provenientes de 3 ensaios inde-
pendentes. Os resultados foram analisados usando o teste
ol - t de Student de duas caudas. Valores p<0,05 foram consi-
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Ja a regiao gendmica distal (GD) mostrou um enriquecimento de 5,0 vezes, relativamente
aos mesmos locais. E interessante notar que no caso do controlo positivo da reaccdo - o
local c-Kit - se observou, tal como esperado, uma baixa eficiéncia de precipitagcao, que ainda
assim foi superior a qualquer dos locais de controlo negativo, o que indica que GATA-1 se
liga efectivamente a este local, embora com baixa afinidade. E importante relembrar que os
locais GC e GP tiveram que ser analisados em conjunto neste ensaio, uma vez que, dada a
sua proximidade no promotor, seria impossivel garantir a quebra da cromatina entre eles.
Previa-se portanto, uma eficiéncia de precipitacdo pouco significativa numa analise inde-
pendente destes locais, pelo que se optou pela sua analise conjunta. Resumindo, os resul-
tados confirmaram que GATA-1 também se devera ligar aos locais GC e GP do promotor de
PIGM, in vivo, embora nao se possa discriminar para qual dos locais tera maior afinidade.
ACTIVACAO SINERGISTICA DO PROMOTOR POR SP1 E GATA-1

Um procedimento padrao no estudo funcional de elementos de regulagéo da transcrigao que
actuam num promotor € o recurso aos ensaios de transfecgao transiente. Este método per-
mite a introdugao de plasmideos hibridos, que consistem na fusdo da regido promotora a ser
estudada com genes repérter, cujo produto da expressao pode ser quantificado. Um gene
frequentemente utilizado é o da Luciferase, ja que a emissédo de luz que produz a determi-

nado c.d.o. é directamente proporcional a quantidade de proteina sintetizada, o que por seu
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turno, fornece uma estimativa indirecta da actividade transcricional do promotor. Ensaios
reporter realizados anteriormente'®, demonstraram que a actividade do promotor de PIGM é
superior em linhas celulares que expressam FT GATA (K562 e SkSy5Y) relativamente célu-
las que nao os expressam (HL60 e Hela) (Fig.3.7). Para estudar a influéncia de GATA-1 na
actividade do promotor de PIGM, foram utilizadas as células HelLa, que por ndo expressa-
rem GATA-1, permitiram analisar o seu efeito sobre o promotor de forma controlada. As
células, foram transfectadas por lipofeccdo com diferentes construcbes do vector
pGL3Basic:PIGM, em conjunto com pGATA-1 e pRL-CMV, para normalizar os resultados.
Inicialmente, foram usadas construgdes com o promotor selvagem de PIGM (denominado
WT) em contraposi¢ao com o promotor mutado no local Sp1 proximal (-270C>G) (denomi-

nado Mut), ambos nas versdes longa (Long - luc*:2Kb) e curta (Short - luc*:600pb).

120 Fig.3.7 — Actividade do promotor de PIGM em diversos tipos
= ks62 de células por ensaios reporter. Nas diferentes linhas celula-

= HL60

1001 = sksysy res foi observavel que a actividade transcricional de PIGM foi
o | HeLA superior nas células que expressam GATA-1 enddgeno —
K562 e SkSy5y, na presenca da mutacgéo causadora da IGD;
60 K562 - células eritroleucémicas; HL60 — células leucémicas
promielociticas humanas; SkSy5Y — células de glioma neu-
40 ronal; HelLa — células de carcinoma humano. Estes resulta-
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camente, pelo que correspondeu ao ensaio de delecgéo (Fig. 3.8A). Como descrito ante-
riormente’?, a actividade transcricional do promotor longo de PIGM mutado no local Sp1
(MutL) foi significativamente inferior (abaixo dos 50%) a do promotor longo selvagem (WTL)
(Fig.3.8).
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Fig.3.8 — Ensaios reporter. (A) Representagdo grafica das construgdes longa (2Kb) e curta (600pb). A mutagao causadora da IGD esta
marcada a vermelho. (B) Actividade relativa da Luciferase (em %) comparativamente a actividade do promotor selvagem (WTL). Cada par
corresponde a representacgdo da actividade do promotor indicado pelo esquema sem e com a adi¢do de GATA-1 exdgeno, respectiva-
mente. Os resultados apresentados sao representativos de 3 ou mais ensaios independentes. Os resultados foram testados através de
uma analise ANOVA. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos e estdo marcados com *.

Na presenca de GATA-1 verificou-se um aumento significativo da actividade da Luciferase
em ambas as constru¢des longas (WTL e Mutl), efeito que ndo se observou quando

nenhum dos locais GATA previstos estava presente, ou seja, nas versdes truncadas (WTS e
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MutS). Estes resultados indicaram que GATA-1 actua como activador da transcricdo no
promotor de PIGM, provavelmente através dos locais GATA identificados bioinformatica-
mente.

A fim de testar esta hipétese, recorreu-se a técnica de mutagénese sitio-dirigida e mutaram-
se os trés locais GATA de acordo com o mostrado nas Figs 3.9A e 3.10A. No total foram
construidos 14 novos plasmideos, nas versdes selvagem (WT) e mutante (Mut), relativa-

mente ao local Sp1 e a cada um dos locais GATA em estudo, individualmente ou em combi-
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Fig.3.9 - Ensaios repdrter. (A) Representagéo grafica das construgdes longas (2kb) com mutagdes duplas. A mutagdo causadora da IGD
estd marcada a vermelho no local Sp1, as mutagdes respeitantes aos locais GATA estdo representadas da mesma forma nos locais
correspondentes. (B) Actividade da Luciferase (em %) relativamente a actividade do promotor longo selvagem (WTL). Cada par corres-
ponde a representagéo da actividade do promotor indicado pelo esquema sem e com a adi¢do de GATA-1 exdgeno, respectivamente. Os
resultados apresentados sdo representativos de 3 ou mais ensaios independentes, foram sujeitos a normalizagdo e transformagéo e
foram testados por uma ANOVA. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos e estéo indicados com *.

As mutacoes duplas, realizadas em dois locais GATA em simultaneo (Fig.3.9B), permitiram
observar a accdo de GATA-1 em cada um dos locais separadamente. Todas as mutacdes
duplas induziram uma reducédo significativa da actividade transcricional, relativamente ao
WTL, indicando que GATA-1 aumenta a actividade transcricional através de qualquer dos
locais previstos individualmente. A mutacdo dupla que inactivou os locais GC e GD (par
GC/GD) foi a que menos afectou a actividade do promotor - tanto a versao WT, como a ver-
sao Mut mostraram niveis de actividade muito préximos dos respectivos controlos. Manten-
do o local central intacto (par GP/GD), verificou-se que a presenca da mutagao Sp1 aboliu a
actividade transcricional do promotor. O local GATA distal (GD) foi o mais afectado pela
mutacgao dos outros locais, quer na presencga, quer na auséncia de um local Sp1 activo (par
GP/GC). A actividade do promotor foi reduzida a metade na versdao WT e totalmente abolida
na versao Mut. A construgao triplo mutante (WTT) revelou uma actividade transcricional sig-
nificativamente superior a do controlo WTL, mas a presenca da mutacao Sp1 (MutT) levou a
inactivacao total do promotor, tal como ocorreu nas constru¢goes MutGP/GD e MutGP/GC. A

adicao de GATA-1 as construgdes mencionadas traduziu-se num incremento da actividade
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transcricional em todos os ensaios. O local distal (par GP/GC) foi 0 menos sensivel a adicao
exégena de GATA-1. O local que mostrou maior actividade provocada pela adicdo de
GATA-1 foi o central (WTGP/GD), no qual o FT teve uma influéncia marcante na activacéo
da transcricdo, mas apenas na presenca do local Sp1 intacto. Note-se que a actividade da
construcao MutGC/GD foi praticamente nula e que o MutGC/GD foi o Unico cuja mutagao
Sp1 resultou num comportamento semelhante ao MutL com e sem a adigao de GATA-1. A

abolicao de locais GATA individualmente é apresentada na Fig.3.10B.

Actividade do promotor de PIGM (%)
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Fig.3.10 — Ensaios reporter. (A) Representagéo grafica das construgdes longas (2Kb) com mutagdes singulares nos locais GATA. A
mutagao causadora da IGD esta marcada a vermelho no local Sp1, as mutagdes respeitantes aos locais GATA estéo representadas da
mesma forma nos locais correspondentes. (B) Actividade da Luciferase (em %) relativamente & actividade do promotor selvagem (WTL).
Cada par corresponde a representagdo da actividade do promotor indicado pelo esquema sem e com a adigdo de GATA-1 exdgeno,
respectivamente. Os resultados apresentados s&o representativos de 3 ou mais ensaios independentes, foram sujeitos a normalizagéo e
transformagéo e foram testados por uma ANOVA. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos e estéo indicados
com *. O resultado em que p>0,05 foi sinalizado com ** a vermelho.

Nos ensaios sem adicdo de GATA-1, verificou-se que a presenca do local proximal activo
nas versdes selvagens (WTC e WTD), levou ao aumento da actividade transcricional com-
parativamente com o WTL. Ja a mutagcado do local proximal (WTP) nao igualou o nivel de
actividade do promotor selvagem. Em qualquer dos ensaios realizados, a mutacado Sp1 cau-
sou uma reducao significativa da actividade transcricional, tendo revelado um comportamen-
to semelhante ao MutL. Esta redugao foi particularmente notéria quando se aboliu o local
Sp1 em conjunto com o local GATA central (MutGC). A adigdo de GATA-1 resultou num
aumento da transcricdo em todos os ensaios, excepto no MutGC (Unico caso em que a dife-
renca WTGC-MutGC nao foi estatisticamente significativa (p>0,05). Nenhuma construgao
conseguiu, no entanto, igualar o efeito da adicdo de GATA-1 ao comportamento do promotor
selvagem (WTL). A aboligao do local proximal foi a mais influenciada pela adicdo de GATA-1
(par GP). A menos influenciada foi a abolicao do local distal (par GD). De todas as constru-
¢des em estudo a que sofreu uma maior redugdo com a mutacéo foi a que tinha o local
GATA central inactivo (par GC). E ainda de notar, que quando se adicionou GATA-1, o com-

portamento das construgoes WTGP e WTGD foi idéntico.
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Estudos anteriores'? levaram & identificacdo da Deficiéncia Hereditaria de GPI (IGD) como
uma nova e rara doenga autossdmica recessiva caracterizada pela ocorréncia de tromboses
e epilepsia, mas sem a presenga de hemdlise intravascular significativa ou anemia. As
criangas com IGD exibiram um padrdo de expressao de GPI unico nas células sanguineas,
apresentando um grau de deficiéncia variavel entre as diferentes linhagens: enquanto que
os eritrocitos revelaram um fendtipo quase normal, o que explica a auséncia de hemdlise e
anemia, os granuldcitos apresentaram uma deficiéncia quase total de GPI, o que sugere que
PIGM pode estar sujeito a um mecanismo de regulagao transcricional especifico da série
eritréide’” **"3°. O estudo de regides reguladoras em cis nos organismos eucariotas tem
revelado a existéncia de redes complexas de elementos activadores e repressores que
actuam em promotores, enhancers e regides LCR. Pensa-se, que as sinergias entre factores
que se ligam a estes elementos estdo na base da expressdo genica geral, bem como da
expressao especifica de tecido. Até hoje foram descritos, em genes de expressao especifica,
diversos casos de sinergia, positiva e/ou negativa, entre FT préprios de linhagem e FT ubi-
quos, que actuam de forma dependente e/ou independente uns dos outros (na eritropoiese:
gene a-globina®, ankyrin', apoAl”™, AMY-17% tal-1'*°, EpoR'™' e na megacariopoiese:
allb™?). Outros estudos demonstraram a existéncia de interacgdes em genes activados por
diferentes promotores, dependendo do tipo celular em que sdo expressos (gene TP’®). Nes-
te trabalho foi apresentado um caso de regulacdo desigual da transcricado de um gene hou-
sekeeping — PIGM — em células de linhagens hematopoiéticas distintas. Ficou demonstrado
que um FT especifico de linhagem — GATA-1 — tem a capacidade de controlar este tipo de
gene, quer de forma dependente, quer independente de um factor transcricional ubiquo,
como o Sp1. De facto, GATA-1 tem a capacidade de induzir a expressdo de PIGM normali-
zando a expressdo da ancora GPI, mesmo na presenca de um local Sp1 inactivo, o que
aconteceu nos pacientes com IGD. Os resultados apresentados sao consistentes com os
descritos para outros genes, como a ferroquelatase143. Nao havia, no entanto, nenhum tra-
balho que demonstrasse que um FT especifico de linhagem fosse capaz de compensar ou
substituir a ac¢gdo de um FT ubiquo num gene housekeeping. PIGM pertence a classe de
genes cujo promotor ndo contém caixa TATA ou CAAT, mas contém uma, ou mais, sequén-
cias ricas em GC na regido promotora, bem como um elemento InR, geralmente essencial

para a expressdo constitutiva de genes housekeeping™**

. As ilhas GC presentes sao activa-
das pelo FT ubiquo Sp1, que reconhece a sequéncia GGGCGG e recruta o complexo de
pré-iniciacao da transcricdo. Locais Sp1 adjacentes podem activar a transcricao de forma
independente ou formando complexos homomultiméricos”, o que resulta em sinergia, con-

94, 96, 145

sigo proprio ou com FT tecido-especificos , quando mais que um factor se encontra
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ligado ao DNA, ou em superactivagcdo® %

, quando outros FT se ligam a Sp1, mas nao ao
DNA. GATA-1 é o FT protétipo da familia de factores que reconhecem a sequéncia consen-
sus (AIT)GATA(A/G). Estes actuam, ndo s6 com grande afinidade, mas também com eleva-
da especificidade. GATA-1 esta envolvido na expressdo da maioria, sendo de todos os
genes eritréides. E um factor essencial & diferenciacdo e maturacdo da linhagem eritréide e
megacariocitica e a reorganizagdo da estrutura da cromatina, facto revelado inicialmente
pelos estudos realizados com o gene da B-globina®. Sabendo que GATA-1 actua na hema-
topoiese, com um papel preponderante na eritropoiese, mas ndo na granulopoiese, este
trabalho tentou responder a hipotese de ser este o factor diferenciador dos niveis de expres-
sdo da ancora GPI nas diversas linhagens celulares sanguineas dos pacientes com IGD.
Por analise bioinformatica da regidao promotora de PIGM foram identificados trés locais
GATA, nas posicoes proximal (GP:-650pb), central (GC:-750pb) e distal (GD:-810pb), para
além de quatro locais Sp1 (descritos por Almeida et.al.'?). Outros trabalhos tinham ja
demonstrado a existéncia de interacgdes fisicas e funcionais entre FT GATA e FT ubiquos
da familia Kriippel-like, nomeadamente Sp1 e EKLF'®. Os ensaios de alteracdo da mobili-
dade electroforética (EMSA) comprovaram que GATA-1 se liga as sequéncias previstas in
vitro. Para a obtencdo destes resultados foram usados extractos nucleares da linha eritro-
leucémica K562, que expressa GATA-1 constitutivamente, e foi observada a formacao de
complexos proteina-DNA em qualquer dos 3 locais GATA previstos. Embora os resultados
dos ensaios de competicao tenham mostrado que GATA-1 reconhece especificamente os
locais previstos, os ensaios de supershift nao foram tao evidentes. O uso de uma concentra-
¢ao superior de anticorpo anti-GATA-1 e/ou a realizagao de ensaios com um anticorpo ines-
pecifico IgG (controlo negativo) poderiam evidenciar a formagao mais destacada das bandas
supershift. Por outro lado, estudos recentes forneceram evidéncias de que GATA-1 forma
inUmeros complexos com outros factores nucleares, incluindo o factor hematopoiético
essencial Gfi-1b e os complexos modificadores da cromatina MeCP1 e ACF/WCREF, para
além de outros identificados anteriormente, tais como FOG-1, TAL-1 e Ldb1'®. Este dado
veio corroborar os resultados obtidos nos ensaios EMSA, nos quais se observaram sempre
bandas resultantes de ligacdes inespecificas a sonda marcada. Ainda assim, os resultados
indicaram, que os locais propostos sao efectivamente locais reconhecidos por GATA-1 na
regiao promotora de PIGM. A confirmacido de que esta ligacdo ocorre também in vivo foi
obtida recorrendo aos ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina. Os ensaios de ChIP,
igualmente realizados na linha celular K562, foram analisados de duas formas distintas.
Numa primeira instancia procedeu-se a analise qualitativa das reac¢des de imunoprecipita-
¢ao por PCR convencional e de seguida foi efectuada a quantificagdo dos fragmentos preci-
pitados por gPCR. A analise qualitativa revelou um aumento na intensidade das bandas em

todas as regides analisadas, incluindo nos controlos a montante e a jusante dos locais em
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estudo. O facto dos locais escolhidos como controlo negativo (upstream e downstream)
estarem demasiado préximos da regido promotora do gene PIGM, resultou num enriqueci-
mento em DNA precipitado, apesar de se tratar de ensaios de background. Nao obstante,
qualquer dos locais analisados revelou um aumento significativo da quantidade de DNA pre-
cipitado relativamente a ambos os locais de controlo negativo. Para determinar em que
medida se deu o enriquecimento em fragmentos de DNA nos locais GATA putativos, foi ana-
lisada a taxa relativa de ocupacéo do promotor de PIGM por qPCR. Os resultados demons-
traram que GATA-1 se liga efectivamente a todos os locais GATA esperados, sendo a taxa
de ocupacédo de qualquer um dos locais 4 a 5 vezes superior a da ligagdo ao promotor de c-
Kit, o que suporta a previsao inicial de que GATA-1 tem maior afinidade para o promotor de
PIGM. O grau de afinidade de GATA-1 para os trés locais em estudo ndo pode, no entanto,
diferenciar-se por este ensaio, na medida em que os locais GC e GP tiveram que ser anali-
sados em conjunto. Para além disso, o facto de GD ter provocado uma maior precipitagao,
nao implica que os locais GC e GP, independentemente um do outro, apresentassem um
comportamento idéntico ao que foi observado na andlise em conjunto. A ultima fase do tra-
balho consistiu na analise funcional da transactivagao do promotor por GATA-1 e Sp1. Para
o efeito foram realizados ensaios repérter, na presenca e na auséncia da mutagcado pontual
que provoca a IGD. Os ensaios de co-transfeccdo de GATA-1 e Sp1, em linhas celulares
que expressam GATA-1 endogenamente (K562 e SkSy5y), revelaram um aumento da acti-
vidade transcricional do promotor relativamente a células que nao expressam GATA-1
enddgeno (HL60 e HelLa)™®. Um ensaio de delecgdo, demonstrou que existe uma diferenca
significativa na actividade do promotor quando os locais GATA estao presentes. De notar
que, na auséncia destes locais, a mutagao no local Sp1 ¢é irrelevante na actividade transcri-
cional, mas, como se esperava, na presenga dos locais GATA, a mutagao pontual -270C>G
leva a uma diminuicao significativa da expressao da Luciferase. Os resultados obtidos neste
ensaio vieram assim confirmar a importancia dos locais GATA na actividade deste promotor.
A analise das construgdes longas e truncadas demonstrou a necessidade dos locais GATA
para a actividade promotora de PIGM. De um modo geral, os ensaios repérter mostraram
que o efeito de GATA-1 sobre este promotor € complexo e que ocorre uma interacgao direc-
ta com Sp1. De facto, os resultados indicaram que GATA-1 tem impacto em todos os locais
encontrados e que tem um efeito cumulativo na actividade funcional do promotor de PIGM.
No entanto, o promotor tem que ter uma dimensao superior a que foi usada nas construcoes
truncadas, ja que estas nao apresentaram qualquer actividade transcricional, quer na
auséncia, quer na presenca de GATA-1 exdgeno. O local proximal revelou uma maior activi-
dade promotora independente de Sp1, embora o local central tenha mostrado uma activida-
de maior quando o local Sp1 esta intacto, sendo também este o que mais depende da adi-

¢ao de GATA-1 exégeno. O conjunto destes resultados, sugere que o local GATA proximal
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(GP) é o que mais influencia a actividade transcricional e é também o local mais influenciado
pela presenga da mutagcao Sp1. No entanto, o local central (GC) € o mais influenciado pela
adicao de GATA-1 exdgeno. Isto sugere que qualquer um dos locais GATA tem um papel na
regulagdo do promotor de PIGM, mas este ndo sera tao significativo como o Sp1 proximal,
embora seja suficiente para induzir a expresséo a partir do promotor portador da mutagcao
causadora da IGD. Ficou demonstrado que os locais proximal e central sdo essenciais a
expressao de PIGM. Surpreendente, foi o facto do par com a mutagao tripla nos locais
GATA ter revelado um pico de actividade transcricional dependente de Sp1 e também
dependente de GATA-1. Veja-se que, para além do ensaio controlo ter revelado uma subida
da actividade superior ao dobro da actividade normal do promotor (350%), a adigédo de
GATA-1 elevou esta actividade para proximo dos 500%. No entanto, nas versdes mutantes
a actividade de GATA-1 foi abolida. Conjuntamente, estes resultados sugerem que GATA-1
tem um efeito activador da actividade transcricional do promotor de PIGM e que a presencga
do local Sp1 proximal intacto é condigado necessaria e suficiente para induzir a expressao a
partir deste promotor. Para além disso, foi ja demonstrado que, quer Sp1 por si proprio, quer
GATA-1 em conjunto com Sp1, conseguem actuar sinergeticamente em diversos promoto-

res®” %, Diversos autores®” %

mostraram que Sp1 se liga directamente a outras moléculas
Sp1, com as quais forma oligdbmeros e que GATA-1 e Sp1 interagem fisicamente na activa-
¢ao transcricional em promotores eritréides. De facto, ja foi constatado que ambos os dedos
de zinco de GATA-1 tém a capacidade de se associar a Sp1 e que o DBD de GATA-1 tem
também um papel nesta associagdo. Para além disso, sabe-se que Sp1 interage directa-
mente com outros FT, tais como YY1 e NF-kB*°. Também os transactivadores virais E1A e
Tax exercem o seu efeito em FT celulares através de interacgdes proteina-proteina com os
dominios DBD destes factores®. Muitos destes tém a capacidade de superactivar a transcri-
¢ao, ligando-se a Sp1 quando este se encontra ligado ao DNA, n&do sendo necessario que
eles proprios estejam directamente ligados ao DNA®’. Conjuntamente com estas observa-
¢bes, verificou-se que a abolicido total dos seus locais de reconhecimento (par WTT e MutT)
levou a um resultado surpreendente. Postula-se, por este resultado, que GATA-1 tem um
papel complexo na regulacao da transcricdo de PIGM, na presenga do local Sp1 intacto.
GATA-1 pode estar a actuar inibindo a sobreexpressao deste gene, ou GATA-1 pode induzir
a superactivacao de Sp1, interagindo com este, mas ndo com o DNA directamente, apenas
quando Sp1 se encontra ligado ao seu motivo consensus e quando GATA-1 nao tem
nenhum dos seus locais de reconhecimento disponivel, o que é corroborado pelo facto da
construgao MutT nao apresentar qualquer actividade, levando ao aumento abrupto da activi-
dade do promotor, ou se postula ainda que ocorram ambas as situagdes em simultaneo.
Uma série de ensaios de deleccao, que levassem a analise da dimens&do minima necessaria

a ocorréncia de transcricdo nestas condigdes, poderiam revelar o efeito de cada local GATA
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de forma totalmente independente e outros ensaios, como Western, poderiam revelar se

existe efectivamente superactivacdo na auséncia dos trés locais GATA.
CONCLUSAO

Foi demonstrado que o gene PIGM, embora tendo uma expressao ubiqua esta sujeito a uma
regulagdo transcricional especifica de linhagem. No caso da linhagem eritroi-
de/megacariocitica, provou-se que GATA-1 regula positivamente a actividade transcricional
do promotor de PIGM, tanto de forma dependente, como independente de Sp1. Na IGD, é
esta ultima que assegura a transcricdo adequada de PIGM, a formagao do complexo mano-
siltransferase-| funcional, a biossintese da ancora GPI e a apresentacido de proteinas, tais
como as proteinas reguladoras do sistema do complemento - CD59 e CD55 — a superficie
das células eritréides, explicando assim a auséncia de hemodlise intravascular e anemia nas
criancas afectadas. Trabalhos que incidiram sobre o estudo dos factores GATA n&do hema-
topoiéticos'® provaram que GATA-4 (expresso em células neuronais) tem a capacidade de
substituir parcialmente GATA-1 prolongando o estadio de desenvolvimento de embrides
hemizigéticos Gata1.05/Y de ratinho. Desta forma, dado que as células neuronais expres-
sam o FT GATA-4, este mecanismo pode explicar a razdo pela qual as criangas afectadas

pela IGD apresentaram um desenvolvimento neuro-anatémico normal.
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Anexo |

ANEXO | - MECANISMO MOLECULAR DE SP1 E POTENCIAL TERAPEUTICO

De acordo com o trabalho realizado por Almeida et.al. em 2007, a ligagdo de Sp1 é
crucial ao controlo do estado de acetilagéo e da actividade transcricional do promotor
de PIGM. Sp1 interage directamente com o complexo CBP/p300, que tem actividade
de acetiltransferase de histonas (HAT), com a HDAC1, uma desacetilase e com a
DNMT1, uma metiltransferase. Assim, Sp1 nao esta s6 envolvido na regulacao positiva
da transcrigao, pela promogao da acetilagdo, mas também na inibicdo da regulacéo
negativa, pela hipoacetilacdo e metilagdo das ilhas GC'. A presenca da mutagdo -
270 C>G no promotor de PIGM, impedindo a ligacdo de Sp1 ao motivo candnico,
induz a hipoacetilacdo de histonas neste promotor. Nesse mesmo trabalho, foi
demonstrado que inibindo as desacetilases de histonas, utilizando butirato de sddio
(NaBu), foi possivel reverter a ac¢ao de hipoacetilagdo, o que resultou num acréscimo
da actividade transcricional (in vitro e in vivo), de forma dependente de Sp1, mesmo na
presenca da mutagdo causadora da IGD. Isto ocorre, provavelmente, porque Sp1 se
liga aos outros trés motivos identificados pela analise bioinformatica da regidao promo-
tora de PIGM", onde pode actuar com outros FT, tais como GATA-1. A regulagéao da
actividade transcricional de PIGM, por FT da familia GATA, durante o desenvolvimento
embrionario e neuronal, pode ter sido suficiente para prevenir o aparecimento de defi-
ciéncias neuronais letais, como as observadas nos ratinhos PIGA'/', bem como hemoli-
se intravascular, mas foi insuficiente para impedir de episddios de epilepsia, tromboses

e falha medular.
PERSPECTIVAS FUTURAS

Assim, a regulacdo da acetilagdo e da actividade transcricional de Sp1 pelo NaBu,
pode ter um potencial terapéutico significativo em diversas doengas causadas pela
hipoacetilagdo dependente de Sp1.

Por outro lado, o mecanismo subjacente a compensacao por GATA-1 da disrupgéo
causada pela mutacdo Sp1 proximal no promotor de PIGM, nao foi ainda esclarecido.
Algumas questdes permanecem por responder:

Sabendo que GATA-1 induz a transcricdo de PIGM, de forma dependente e indepen-
dente de Sp1, sera que tem o mesmo efeito nas células dos pacientes com IGD? Este
estudo esta a decorrer usando células linfoblastéides (LBCLs) dos pacientes.

Se sim, que mecanismo levara GATA-1 a afectar a transcricao a partir deste promotor
nas LBCLs? Sera dependente, independente de Sp1, ou idéntico ao observado nas
células HelLa e K5627?

Sera que a mutacdo Sp1 leva também a hipoacetilagao do promotor nestas células?
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ANEXO Il — MEIOS E REAGENTES

MEIOs DE CULTURA
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (1x) (GIBCO®) (para K562)
e 500mL de RPMI 1640 sem L-Glutamina, sem piruvato e com vermelho de fenol
e 50mL de FBS (Invitrogen) - 10% (v/v)
e 5mL de L-Glutamina (200mM) (100X) (GIBCO®) (Invitrogen; n°® de catalogo
25030-024) - 1% (v/v)
e 5mL de Antibidtico (10pg/mL) — 1% (v/v)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High-Glucose (1x) (GIBCO®) (para HelLa)
e 500mL de DMEM High-Glucose (4,5g/L) sem L-Glutamina, sem piruvato € com
vermelho de fenol
e 50mL de FBS (Invitrogen) - 10% (v/v)
e 5mL de L-Glutamina (Invitrogen) - 1% (v/v)
e 5mL de Antibidtico (10pg/mL) — 1% (v/v)
Solucéao de crioconservagao
e 20% meio completo
e 60% FBS
e 10% DMSO
Tripsina-EDTA
e Tripsina-EDTA (0,05%) (1x) (GIBCO®) (Invitrogen; n° de catalogo 25300-054)
DPBS
e DPBS (1x) (GIBCO®) (Invitrogen; n° de catalogo 14190-094)
e sem CaCl,
e sem MgCl,
Solucéo de Azul Tripano (Invitrogen;15250-061)
e Solucao de Azul de Tripano (0,8 mM in PBS)
e PBS (1x) - concentracao final 0,04% (v/v)
Meio de cultura LB (Luria-Bertani Medium)-liquido

o 109 Triptone

5g Yeast Extract
10g NaCl

dH,O a perfazer o volume de 1L

Ampicilina 50ug/mL
Meio de cultura LB-Agar (Luria-Bertani Medium)
e 109 Triptone
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5g Yeast Extract

10g NaCl

10g/L Agar

dH,0 a perfazer o volume de 1L

Ampicilina 50ug/mL

Mutagénese Sitio-Dirigida

GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen; 12397-014)
E.coli One Shot® MAX Efficiency® DH5a™-T1® (Invitrogen; 12297-016)
Vector pGL3-Basic Vector (Promega; n° de catalogo: E1751)

Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen; 11304-011)
pGL3-Basic Vector (Promega; #E1751)

High Pure Plasmid Isolation Kit (Miniprep) (Roche; #1754-777)

Tag DNA Polymerase

pUC Mix Marker, 8 (0,5ug/uL) (Fermentas; #:SM0301/2/3)

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems;
#PN4336774)

E.coli One shot Top10 (Invitrogen; #C4040-03)

QIAfilter Plasmid Midi Kit (25) (QIAGEN; #12243)

Ensaios Reporter

Lipofectamine™ 2000 (LF2000) (Invitrogen; #11668019)
Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega; #E1941)

Electroforese em Gel de Agarose

Solugao de TBE (0,5x): Tris 90mM; acido bérico 90M; EDTA 0,2mM; pH8
pUC Mix Marker, 8 (Fermentas; n° de catalogo: SM0301/2/3)

Ensaio de ChIP

Red ChIP Kit™ — The Transcription Factor Chromatin Immunoprecipitation Kit
(Diagenode, n° de catalogo: kch-redTBP-012)

OneDay ChIP Kit™ — The Rapid Chromatin Immunoprecipitation Kit (Diage-
node; n°® de catalogo: kch-oneDIP-060)

Sonicador Sanyo Soniprep MSS 150 CX3.5 (SANYO Electric Co.,Osaka,
Japao)

Rabbit polyclonal to GATA-1 ChIP Grade Antibody (1,26mg/mL) (Abcam;
#ab11963)

Complete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche;
#11836170001)

SYBR Green | Dye (Quanta Biosciences™; #95073-250)
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PerfeCta™SYBR Green® FastMix™, ROX (Quanta Biosciences; #95073-250)
ABI Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems;
#ABI7900HT)

Ensaio de EMSA

Tampao A: HEPES (20mM), KCI (10mM), EDTA (1mM), NP40 (0,2%), glicerol
(10%), DTT (1,5mM), vanadato (100x); pastilha de Complete, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (25x) (Roche; # 11836170001);

Tampao B — HEPES (20mM), KCI (10mM), EDTA (1mM), NaCl (0,4M), glicerol
(20%), DTT (1,5mM), vanadato (100x); pastilha de Complete, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (25x) (Roche; # 11836170001);

Anticorpo anti-GATA-1 (Santa Cruz; #sc-265X)

Gel Shift Assay System (Promega; #E3050)

QIAquick Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN; #28706)

[y-32P]-ATP  (50uCi/mL com 3000Ci/mmol) (Perkin Elmer; PELSNEG
002A250U);

Nuclease Free Water (Promega; P1193);

T4K (Promega);

Gel Shift Binding Buffer (5x) (Promega; # E3581);

Kodak Biomax MS Film (Kodak; #2363057)

Gel de Poliacrilamida a 4% (PAGE)

TBE (0,5x);

Solugao de acrilamida:bisacrilamida (40:1) (10%);
Glicerol (10%);

APS (1,25%) (GIBCO, ref® 15523-012);

TEMED (0,125%) (Merck, ref? K35944732);
dH20;
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ANEXO Ill - TABELAS

Todos os primers foram construidos pela Sigma (Sigma-Genosys Ltd, Londres, GB).

Designagéo Orientacédo Sequéncia Tamanho do primer (nts)  Tr, (°C)
SONDA1 F sense GGTTGCCGGATAAAATACAA 20 53,2
SONDA1 R antisense TTGTATTTTATCCGGCAACC 20 53,2
SONDA2 F sense AATCTCTGATTACCAACTAG 20 51,2
SONDA2 R antisense CTAGTTGGTAATCAGAGATT 20 51,2
SONDA3 F sense AATACAGAGATACTGAGGCA 20 53,2
SONDA3 R antisense TGCCTCAGTATCTCTGTATT 20 53,2
E-GATA1F sense GGTGGGTAAAGAAGATAAGGCCCATCAG 28 66,6
E-GATA1R antisense CTGATGGGCCTTATCTTCTTTACCCACC 28 66,6
AP2 F sense GATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT 26 74,3
AP2 R antisense CTAGCTTGACTGGCGGGCGCCGGGCA 26 74,3

TABELA 1: SONDAS USADAS OS ENSAIOS DE EMSA

Controlo " Competigao inespeci-  Competigéo especifi- Com mAb a-
) ) Controlo positivo ) . )
Designagéo negativo ) fica (com sonda fria ca (com sonda fria GATA-1 (super-
(com EN) (shift) _ )
(sem EN) competidora) alvo) shift)
Tampé&o de Liga-
P . 2 2 2 2 2
¢éao (5x)
EN de K562 2 2 2 2
Sonda fria
mAb a-GATA-1 1
Sonda marcada 2 2
Volume total 10 10 10 10 10

TABELA 2: CONDICOES DAS REACGOES DOS ENSAIOS DE EMSA

Designacgéo Orientagéao Sequéncia Tamanho do primer (nts) Tm (°C)
New Upstr ChIP F sense TCTTCGTTCCCACAACTGCT 20 51/3
New Upstr ChIP R antisense CTGTCCCTACATGGCTGTCC 20 61,4

New Downstr ChIP F sense TCATCTCTCTCGCCCTTCAT 20 SIS
New Downstr ChIP R antisense TAGGGGAAATTGGTGCAAGA 20 55,25
CKIT ChIP F sense TCGCTGTGGGGAAGAACTAT 20 SIS
CKIT ChIP R antisense ACTGCCCAGAAAGTGCCTTA 20 57,3
ChIP GP+GC F sense TCTTTCCCATCACCTTCACC 20 B/
ChIP GP+GC R antisense CCATGCAATATTGGAGGCATA 20 54,4
ChIP3 F sense TGCCTGAAGGGTTGAGTAGG 20 1) &
ChIP3 R antisense GGTGAAGGTGATGGGAAAGA 20 58,3

TABELA 3: PRIMERS PARA AS REACCOES DE PCR Do CHIP

Designagao Orientagao Sequéncia Tamanho do primer (nts) Tm (°C)
QPCR UP F sense TAAATTTGGTGCCTCCCATC 20 55,25
QPCR UPR antisense GTGGCTGGATTGGTTTCAGT 20 57,3
QPCR DW F sense TCATCTCTCTCGCCCTTCAT 20 57,3
QPCR DW R antisense ATAGTCCCCCAGGATGCTTT 20 57,3
QPCR CKIT F sense TCGCTGTGGGGAAGAACTAT 20 57,3
QPCR CKIT R antisense ACTGCCCAGAAAGTGCCTTA 20 57,3
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QPCR GC+2 F sense TCTTTCCCATCACCTTCACC 20 OIS
QPCR GC+2 R antisense CCATGCAATATTGGAGGCATA 20 54,4
QPCR GD F sense TTTGCCAGAGTGATTGGAGA 20 55,25
QPCRGDR antisense GGAAAGCGTCACAAAATTCC 20 55,25
TABELA 4: PRIMERS PARA AS REACGOES DE QPCR Do CHIP
Designagéao Orientagdo Sequéncia famanho do T Mutagao Local da
primer (nts) (°C) mutagao
MUtGATA1 F sense FOCTTRCaIAGEn ToaeaaniatTe 34 69,5 GATA—AACA -750
MutGATA1 R antisense CGGCAACCCTAGGTGAAGGTGATGGGAAAG 30 70,9 --
MutGATA2 F sense CORCTIRAATETENTE CTARETACERE: 35 64,8  GATTA-AACTA -650
MutGATA2 R antisense AGAGATTCAGATTTAAGTGGGCAGCTTGTA 30 64,0 -
Mut3 F sense CHCRITRECRITIEAGRRERETERSE 34 53,2 GATA—AACA -810
Mut3 R antisense TCTGTATTTGCTATTTCTTCTGTCAAAGTT 30 53,2 -
MSp1 = sense CCACGGACCGGAA:::CCGCGTCCGCTG- 31 66,6 CG_CC _270
MSp1 R antisense GCGGGATTTCCGGG'I::CCGTGGGAGGGGA- 30 66,6 _
TABELA 5: PRIMERS PARA AS REACCOES DE MUTAGENESE
Designagao Orientacéao Sequéncia Tamanho do primer (nts) Tm (°C)
M52 F2 sense GTGTGAGTGATTTTCTGGAACTT 28 57,1
M52 R antisense AAGGGGGCTGAGTGTGTATG 20 59,4
Sp1F sense GCGGGCTGTCACTTACAAAG 20 59,4
Sp1 R antisense CTATCACATCCGGCATGAAG 20 57,3
TABELA 6: PRIMERS PARA AS REACGOES DE SEQUENCIAGAO
Designagéao N° de Tempera- Duracao Designagéo N° de Tempera- ~ Duragao
ciclos tura ciclos tura
PCR ChIP: PCR Mutagénese:
Desnaturagao inicial - 94°C 1min Desnaturacao inicial -- 95°C 10min
Desnaturagéao 27 94°C 45s Desnaturacao 32 94°C 45s
Annealing 27 62°C 30s Annealing 32 59°C 30s
Extenséo dos primers 27 72°C 90s Extensao dos primers 32 72°C 90s
gPCR ChlIP: PCR Sequenciacao:
Desnaturagéo inicial -- 95°C 10min Desnaturagao inicial -- 96°C 3min
Desnaturagao 659) 95°C 15s Desnaturagéo 25 96°C 10s
Annealing 55 60°C 60s Annealing 25 50°C 5s
Extensao dos primers 659) 60°C 60s Extensao dos primers 25 60°C 4min
Ciclo desnaturacéo
ChlP: -- 95°C 15min
Desnaturagéo inicial
Arrefecimento ! 60°C 15min
Desnaturagéo 1 95°C 20min
(0,03°C/s)

TABELA 7: CONDICOES DAS REACCOES DE PCR

VI



