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RESUMEN

[a necesidad funcional de compactar al genoma de una célula eucariota en cromatina para contenerlo
al interior del niicleo restringe el acceso de proteinas que regulan la actividad genética a sus secuencias
blanco en el ADN. Por lo tanto debe existir un remodelaje regulado de la cromatina que permita la
accesibilidad de las proteinas a sus secuencias blanco en el ADN vy asi permitir que se lleve a cabo la
expresion eficiente y ordenada de un gen. Para que la expresion génica sea regulada en un tiempo y
espacio especificos durante el desarrollo de un organismo multiclelular, se ha propuesto que los genes
se encuentran organizados dentro del genoma en dominios cromosomicos, los cuales son unidades
transcripcionales cuya expresion es regulada de manera independiente. Estos dominios pueden contener
uno o varios genes y tienen limites bien detinidos que ayudan a mantenerlos aislados de elementos de
regulacion ajenos al dominio y a llevar a cabo una correcta regulacién de la expresion de los genes
dentro del dominio. Estos limites llamados “insulators”™ correlacionan con sitios de hipersensibilidad al
corte por nucleasas y tienen dos propiedades funcionales: 1) bloquean las interacciones entre enhancers
y promotores, inicamente cuando se colocan entre el enhancer y el promotor, en los “insulators™ de
vertebrados esta propiedad depende del factor CTCF y 2) protegen a un transgen del efecto de posicion
causado por el entorno cromatinico. En este trabajo definimos lo que podria ser el limite 5 del
dominio a-globina de pollo. Hemos identificado en el extremo 5° del dominio, tres sitios de
hipersensibilidad al corte por la DNasa 1, que corresponden a dos nuevos “insulators’ llamados aEHS-
1.4 y aCHS-1.2, mediante un analisis de secuencia se determind la presencia de posibles sitios de
union a la proteina CTCF. Ensayos funcionales en transfecciones transitorias permitieron demostrar
que dos de estos tres sitios tienen una actividad de bloqueo de enhancer. Mediante ensayos de retardo

y de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) confirmamos que el factor CTCF estd presente en




estas secuencias. Proponemos que esta region no-codificante pueda contribuir a la regulacion del
dominio a distintos niveles: estructura de la cromatina, regulacion transcripcional y/o la presencia y

funcion de transcritos intergénicos.

ABSTRACT

In higher eukaryotes the genome is packaged into a compact and repressive chromatin structures. To
allow small and specific portions of the genome to be expressed in a given cell-type, tissue or
developmental stage, it is necessary a series of ordered and hierarchical chromatin remodeling events.
On recent years it is more generally accepted that eukaryotic genome is organized into structural and
functional discrete domains. It has been proposed that chromatin domain formation represents one of
the first steps in genome remodeling influencing the contro! of gene expression. In recent years it has
been suggested that chromatin domain boundaries could contribute to their formation and maintenance
in a regulated way.

In the present work we describe the discovery of two new “insulator” elements, named o EHS-1.4 and
oCHS-1.2 that could represent the 5° limit of the chicken a-globin domain. We have identified three
hypersensitive sites in the 57 side of the chicken a-globin domain, we performed a sequence analysis
and found putative sites for the union of the transcriptional factor CTCF. Transient transfection assay
allowed us to determine that two of these three hypersensitive sites possess enhancer blocking activity.
Chromatin immunoprecipitation assays and gel shifts confirmed the presence of CTCF at those sites
both in vive and in vitro. These elements might contribute to chromatin domain organization, gene

regulation and/or the presence or funtion of intergenic transcripts. We believe these sites could

represent the 5° limit of the chicken a-globin domain




INTRODUCCION

La diferencia mas notoria entre las células procariotas y eucariotas, es la presencia en estas ultimas de
un ntcleo el cual contiene al genoma. EIl genoma de una célula eucariota se encuentra asociado a
proteinas llamadas histonas, las cuales contribuyen a empaquetar el ADN. Esta asociacién del ADN
con proteinas se denomina cromatina y permite que la informacion genética pueda ser contenida dentro
del nucleo. Hasta hace algunos afios se estudiaba a la estructura de la cromatina y a la activacion
transcripcional como dos procesos bioldgicos independientes, de hecho se pensaba que la cromatina no
jugaba un papel esencial dentro de la regulacion transcripcional y que su participacién era meramente
estructural. Actualmente se entiende que la regulacion de la expresion de los genes de las células
eucariotas, se encuentra intimamente asociada a cambios en la arquitectura de la cromatina. El
remodelaje de la estructura de la cromatina contribuye ademas al desarrollo de funciones esenciales de
las células como la progresion del ciclo celular, condensacion y descondensacion de los cromosomas
durante la mitosis y durante la interfase, respectivamente, asi como la reparacion, duplicacion y
recombinacion del ADN.

El empaquetamiento del ADN constituye per se una estructura represora que impide la
transcripcion, pero que a su vez es capaz de remodelarse para permitir la expresion regulada de los
genes. Este remodelaje en la cromatina favorece o impide de manera coordinada el ensamblaje del
complejo de iniciacion de la transcripeion asociado a la ARN polimerasa II en las regiones promotoras
de los genes y de regiones tipo enhancer, repercutiendo en la expresion de los mismos (Felsenfeld y

Groudine 2003; Feisenfeld er al. 1996). En un nivel mas elevado de complejidad, la transcripcion de




los genes eucariotes es modulada ademas por elementos distantes, es decir, que se encuentran alejados
de las regiones promotoras de los mismos. Estos elementos en cis son sitios de unidn a factores que en
cooperacion con diversos complejos son capaces de regular la transcripcion genética positiva o
negativamente y posiblemente contribuyen también al remodelaje de la cromatina.

Los sitios de unién a factores, se encuentran en regiones que son hipersensibles al corte por
nucleasas como por ejemplo la DNasa [; esta enzima es capaz de digerir con mayor frecuencia en
regiones donde la cromatina estd mas laxa haciendo cortes en la doble cadena en particular en el surco
menor de la hebra del ADN. La hipersensibilidad al corte por estas enzimas correlaciona con una
estructura mdas "“abierta” o accesible de la cromatina, lo que permite la union de diferentes factores de
transcripcidn a sus secuencias blanco en el ADN (Boyes y Felsenfeld 1996). En ocasiones, cuando los
genes son activamente transcritos, esta accesibilidad al corte por endonucleasas puede extenderse por

varias kilobases (kb) pudiendo incluir a uno o varios genes (Gross y Garrard 1988).

Dominios Cromosémicos

A las regiones de la cromatina que se encuentran "abiertas” en un tiempo y espacio determinado del
desarrollo celular se les ha denominado "dominios transcripcionalmente activos”.

En afios recientes se ha propuesto que estos dominios tienen limites bien definidos y la
transcripeion del gen o genes contenidos en ellos es regulada diferencialmente a lo largo del desarroilo
por elementos situados dentro de estos limites. Existen ademas, evidencias citologicas que apoyan el
concepto de- dominios, siendo la mas evidente lo que ocurre durante la expresion genética en los
cromosomas politénicos de las glandulas salivales de larvas de Drosophila. Al observar al microscopio
los cromosomas politénicos, presentan un patrén de bandas e interbandas bien definido (Fig. 1). En las
bandas se encuentran los genes, los cuales al ser expresados generan una estructura conocida como

"puff", la cual se observa como un ensanchamiento de la banda representativo de un relajamiento en la




estructura de la cromatina. Cabe sefialar que estas estructuras o “puffs” estan acotados, es decir, que no
invaden bandas adyacentes y que recientemente se ha propuesto que estos limites contribuyen a la
formacién y mantenimiento de un dominio transcripcionalmente activo. Asi pues, se ha comprobado
que en los "puffs” existe un dominio que esté siendo regulado v transcrito por elementos inherentes a él

y que no invaden otros dominios gracias a la presencia de sus limites (Kellum y Scheld 1992).
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Fig. 1. Evidencias citologicas de la formacion de los dominios transcripcionalmente activos. Cromosoma politénico de
las glandulas salivales de una larva de Drosophila, en la figura puede observarse el patrén de bandas de cromatina

condensada donde se encuentran los genes v la formacién de la estructura conogida como “Puff’. en ta cual se observa un

relajamiento de la cromatina lo que permite la transcripcion de los genes.

Ademsés de las evidencias bioquimicas y citoldgicas mencionadas, existe actualmente un cimulo de
datos experimentales recientes que apoyan el concepto de una organizacién del genoma eucariote en
dominios transcripcionalmente activos (Recillas-Targa y Razin 2001). La formacién de un dominio
representa probablemente uno de los niveles iniciales dentro de la regulacion de la expresion genetica,
y el hecho de que existan limites de esos dominios nos habla del alto grado de especificidad y

regulacion que debe ocurrir al expresarse un gen €n un tiempo y espacio definidos (Dillon y Grosveld

1994).




El estudio a nivel molecular sobre los aspectos relacionados con las proteinas involucradas en la
compactacién de la informacion genética y los elementos en cis que participan en la regulacion
transcripcional de los genes ha ayudado a entender como cooperan todos estos elementos de manera

coordinada para formar, mantener y regular la expresion de los genes contenidos en un dominio.

Estructura de la Cromatina

Para comprender como se forma un dominio transcripcionalmente activo, es necesario entender el
contexto en el cual el ADN estd organizado en cromatina y su relacion con el nucleo celular. Si
extendemos de manera lineal la molécula de ADN contenida en el interior del nacleo de una celula
eucariota, su longitud varia entre 2 y 4 metros; tomando en cuenta que el didmetro del nucleo oscila
entre 10 y 20 micras, se hace evidente que debe existir un sistema de empaquetamiento que compacte
el genoma celular de manera que pueda ser contenido dentro del nicleo (Felsenfeld y Groudine 2003).
Para empaquetar el ADN, la célula se vale de unas proteinas llamadas histonas las cuales forman un
octamero cilindrico sobre el que el ADN es enrollado para formar lo que se conoce como nucleosoma.
El nucleosoma tiene un diametro de 6.5 nanémetros (nm), esta compuesto de un tetramero central
formado por dos copias de las histonas H3 y H4, flanqueado por dos heterodimeros de las histonas
H2A y H2B (Widom 1998). Las histonas contactan con los residuos de argininas al surco menor del
ADN (Luger et al 1997; Workman y Kingston 1998). Esta unién se estabiliza gracias a los extremos
amino-terminales de las histonas, los cuales quedan expuestos por fuera del octamero de histonas y son
ricos en residuos de lisina. La abundancia en residuos de lisina en los extremos amino-terminaies

genera una carga neta positiva, la cual interacciona con la carga negativa del ADN estabilizando la




union del ADN al octamero de histonas, de esta manera el ADN queda enrollado alrededor del

octamero.

En los extremos amino-terminales de las histonas ocurren diversas modificaciones post-
traduccionales, como acetilacion, fosforilacion, metilacion y otras, las cuales contribuyen al remodelaje
de la cromatina y juegan un papel importante en la regulacion de la transcripcion génica, estas
modificaciones seran discutidas mas adelante (lizuka y Smith 2003; Fischle e al 2003)

La estructura nucleosomal es considerada como el primer nivel estructural de empaquetamiento,
donde 146 pares de bases (pb) de ADN se enrollan en 1.65 vueltas alrededor del octamero de histonas.
Los cilindros de histonas van posicionandose uno tras otro regularmente a lo largo del ADN, de manera

independiente de secuencias de nucledtidos especificas formando una cadena de polinucleosomas

conocida como "collar de perlas" o fibra de 11 nm (Fig. 2).

En el siguiente nivel de estructuracion de la cromatina, la histona H1 (cuyo homologo en pollo

es la histona HS), juega un papel tanto estructural como de regulacién, al menos en eucariotes

superiores (Thomas 1984). El hom6logo de la histona HI en levadura ha sido recientemente descrito,

y se ha demostrado que no contribuye de manera vital en la organizacion de la cromatina, ademas

juega un papel importante en mecanismos de reparacion del ADN, aunque este papel en cucariotes

superiores no ha sido observado (Conconi y Wellinger, 2003). La histona HI1 contribuye a la
formacién de lo gque se conoce comeo cromatosoma que corresponde al siguiente nivel de

estructuracion del genoma, el cual contiene al octdmero de histonas, a la histona H1 y abarca 168 pb

de ADN (20 pb mas por la interaccion con la histona H1; Widom 1998). La histona HI se localiza en

la region internucleosomal e interacciona con el ADN que entra y sale del nucleosoma (ADN de

union), tiene un papel estructural fundamental, ya que contribuye a que la fibra de 11 nm escale al

siguiente nivel de compactacion del ADN en cromatina: la fibra de 30 nm o solenoide (Thomas 1984;

Fig 2). La relevancia de la histona H1 en estos niveles de estructuracion es el efecto que tiene la




fosforilacion de Hl en 5 residuos de serina especificos, contribuyendo a la formacion de los
cromosomas durante la mitosis. En este nivel, la compactacion llega hasta 1400 nm (Herrera et al,
2000: Fig 2). En cromatina de nove, la histona H1 se encuentra moderadamente fosforilada, a medida
que la cromatina madura, la histona Hi se hiperfosforila. La fosforilacion de H1 es mayor en celulas
que se dividen rapidamente y menor en células que no estan proliferando. Los niveles de fosforilacion
de la histona H1 son menores en G1 y mayores en la fase S del ciclo celular y en la mitosis. En esta
tltima fase del clelo, la fosforilacién aumenta especificamente durante la metafase, que es cuando los
cromosomas se encuentran condensados. Asi mismo, la histona HI estd presente en una menor
densidad y con un grado menor de fosforilacion en dominios transcripcionalmente activos (Kamakaka
y Thomas 1990; Ericsson et a/ 1990). Estos resultados han llevado a pensar que existe una relacion
directa entre la fosforilaciéon de la histona H1 y la compactacion de los cromosomas (Chadee et al
1997; Mizzen et al 1999).

Ademas de su importante papel estructural se ha propuesto que la histona H1 puede actuar en la
regulacion transcripcional. La regulacion mediada por la histona Hi, se lleva a cabo de diferentes
maneras:

1) Un estudio de los afios 90’s indica que en genes activos la presencia de la histona HI es menor que
en genes inactivos (Kamakaka y Thomas 1990), sin embargo estudios mas recientes en sistemas
experimentales in vitro han demostrado que la histona H1 se encuentra en intercambio activo, es decir,
que no permanece siempre unida al ADN. Ademas la fosforilacion en sitios especificos de esta histona,
correlaciona con un nivel de empaquetamiento mds elevado que el del solenoide durante la mitosis. Se
sugiere que la histona H1 podria actuar modulando la exposicion de un sitio en el ADN a proteinas
reguladoras. Al estar ausente la histona H1. no existen contactos estables entre los nucleosomas

adyacentes, por lo tanto se impide el siguiente nivel de empaquetamiento de la cromatina




manteniéndose una estructura mas laxa lo que permite una mayor accesibilidad al ADN (Workman y
Kingston 1998).

2) Se han hecho estudios in vitro en los cuales se ha demostrado una interferencia estérica entre los
extremos amino-terminales de la histona HI v otras histonas coma la H3 impidiendo Ja acetilacion de
sus extremos amino-terminales vy por lo tanto que la cromatina se descompacte interfiriendo con la
union de factores reguladores de la estructura de la cromatina y de la transcripcion genética (Widom
1998).

La histona H1 estabiliza la fibra de 30 nm al fomentar contactos entre nucleosomas adyacentes
(Kornberg y Lorch, 1999). Se han propuesto varios modelos para explicar la formacion de la fibra de
30 nm v hasta la fecha el mas aceptado es el que sugiere que la histona H1 coopera para formar una
estructura de hélice con 6 nucleosomas por vuelta (Thomas 1984). Recientemente se ha comprobado
por métodos fisico-quimicos que una region de cromatina condensada y altamente metilada de 15.5 kb
localizada rio arriba del dominio B-globina de pollo esta formada por una fibra de 30 nm (Ghirlando e/
al 2004). Cabe sefialar que durante la mayor parte del ciclo celular, la cromatina permanece
empaquetada en fibras de 30 nm de diametro, aunque existen niveles mas complejos de compactacion
siendo el mads alto el de los cromosomas, pero a la fecha se desconocen los mecanismos por los cuales
se alcanzan los niveles mas elevados de estructuracién y compactacion de la cromatina.

La fibra de 30 nm es una estructura altamente compacta y consecuentemente represora pard la
transcripcion. Anteriormente se pensaba que la fibra de 11 nm era el molde natural de la transcripcion,
ya que esta constituia una estructura lo suficientemente "abierta" y accesible de la cromatina sobre la
cual el complejo transcripcional podria realizar su funcion (Bulger y Groudine 1999). Sin embargo, las
siguientes evidencias sugieren que el molde real donde ocurre el remodelaje de la cromatina para una

subsiguiente activacion de la transcripcion es la fibra de 30 nm:
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Las condiciones en las que se hicieron los estudios in vitro utilizando [a fibra de 11 nm como
molde de la transcripeion, no son las mismas que existen en una célula in vivo. De hecho en
condiciones fisiolégicas la fibra de cromatina tiende de manera natural a compactarse al siguiente
nivel, en el cual se forman los llamados "loops” o asas de solenoides, los que se forman cuando las
protefnas que se unen al ADN anclan la fibra de 30 nm a la matriz nuclear, formando de esta
manera el cuello de las asas. Cada asa de solenoides contiene de 20,000 a 80,000 pb y alcanza un
nivel superior de compactacion de hasta 400 nm. Diversos célculos teoricos han estimado que cada
cromosoma humano contiene aproximadamente 2600 asas (Wanner y Formanek 2000).

Si se realiza una estimacion tedrica del tamafio que abarca el ADN descompactado es
practicamente imposible considerar a la fibra de 11 nm como el molde real de la transcripcion
debido a que en un momento dado de diferenciacion de la célula, los genes activos generarian una
descompactacion de la cromatina que impedirfa su inclusion dentro def nicleo (Wanner y
Formanek 2000). Ademés, en estudios hechos por microscopia electronica se ha observado que una
descondensacion por debajo del nivel de la fibra de 30 nm, ocurre cuando hay una gran densidad
de polimerasas que se encuentran en la etapa de extension. Cuando las polimerasas terminan de
extender y se encuentran lo suficientemente alejadas de la regién que estaba siendo transcrita, la
estructura de la cromatina regresa rapidamente a la fibra de 30 nm (Orphanides y Reinberg 2000).
Esta altima observacion explicaria la presencia de la histona HI en dominios que estan siendo
transcritos contribuyendo a un pronto empaquetamiento de los genes recién transcritos al nivel de

la fibra de 30 nm (Fig. 2).

Fn resumen este conjunto de evidencias apoya la hipétesis de que el moide real de la
transcripcion es la fibra de 30 nm o solenoide y que la histona Hl juega un papel importante en la

regulacion de la transcripcion de un dominio.
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Fig. 2. Niveles de empaquetamiento del ADN. El ADN "desnudo" (fibra de 2 nm) se enrolla en 1.6 vueltas alrededor del
octamero de histonas para formar un nucieosoma. Los nucleosomas se van ordenando penddicamente a lo largo de la fibra
de ADN dando lugar a lo que se conoce como "cotlar de perlas” & fibra de 11 nim, al participar la histona HI, los contactos
entre los nucleosomas se estahilizan v se constituye el solencide ¢ fibra de 30 nm. Bl siguiente nivel comresponde a las asas
de solenoides, las cuales se forman cuando la histona Hi se fosforila, en este nivel la compactacion llega hasta 300 nm,
abarcando de 20 a 80 kb, después de este nivel todavia se conoce muy poco acerca de como se llega a la compactacion de

fos siguientes niveles hasta llegar a los cromosomas, el nivel mas elevado de compactacion. Tomado de Felsenfeld y

Groudine 2003,




Modificaciones post-traduccionales de las histonas

Como se ha hecho evidente, la transcripcion de los genes en células eucariotas no ocurre sobre
la hebra de ADN desnudo, sino en el contexto de la cromatina. Esto trac como consecuencia el que
modificaciones en la cromatina y en particular en las histonas tenga repercusiones directas sobre la
expresion genética. Modificaciones post-traduccionales en los extremos amino-terminales de las
histonas v el remodelaje de la cromatina representan un punto critico para dar lugar a procesos como la
represion o activacion de la expresion génica. Las modificaciones post-traduccionales de las histonas
que han sido mayormente estudiadas incluyen acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y metilacion.
Estas modificaciones son hechas por enzimas especializadas conocidas como acetil-transferasas de
histonas (HAT’s), desacetilasas de histonas (HDAC’s) y metiltransferasas de histonas (HMT’s), la e
fosforilacion esta dada por distintas cinasas (Struhl 1998; Rice y Allis, 2001; [zuka y Smith 2003).

Las modificaciones pueden ocurrir al mismo tiempo en distintos residuos del extremo amino-terminal
de las histonas, esta combinacion de modificaciones da como resultado un estado transcripcionalmente
activo o inactivo. Strahl y Allis propusieron que estas diferentes modificaciones representan un
“codigo” el cudl se traduce en sefales para eventos que ocurren rio abajo en la cascada y que pueden
dar lugar a la activacion o represion transcripcional (Strahl 'y Allis 2000). Las modificaciones de las
histonas podrian interferir con la integridad y la estabilidad de un solo nucleosoma o de un arreglo
nucleosomal. Por ejemplo, se ha visto que la acetilacion tiene varios efectos: alterar la estructura
secundaria del extremo terminal amino de la histona, debilitar interacciones entre el ADN vy los
extremos amino de las histonas y reducir interacciones internucleosomales afectando la estructuracion
de 1a cromatina. Generalmente la acetilacion en los residuos de lisinas de las histonas H3 y H4
correlaciona con un estado activo mientras que la desacetilacion se asocia a un estado inactivo. La

fosforilacion de la serina 10 de la histona H3 es caracteristica de un estado activo, esta fosforilacion /




facilita v es necesaria para la acetilacion de la lisina 14 y la metilacion de la lisina 4 (Fischle ¢f a/
2003).

Mientras que la metilacion de la lisina 4 correlaciona con un expresion génica, la metilacion de
la lisina 9 es una sefial para la condensacion de la cromatina; de manera que las modificaciones que
existen en el extremo amino-terminal de la histona H3 son: desacetilacién de las lisinas 9 y 14,
desfosforilacion de la serina 10 y metilacién de la lisina 9, siendo esta ultima modificacion y la
acetilacion de la lisina 14 eventos excluyentes (Fischle et af 2003).

Actualmente se sabe que diferentes marcas son capaces de estar presentes al mismo tiempo en
el extremo terminal amino de una histona en particular. Los estudios vanguardistas s¢ centran en ver
como estos patrones de modificaciones actuan al nivel de una histona, del nucleosoma y de dominios
nucleosomales (Fischle er al 2003).

Estas modificaciones y combinaciones de las histonas, forman un codigo el cual, dependiendo
del gen, puede ser reconocido por distintas proteinas activadoras o represoras. Un ejemplo de ello es la
proteina HP1 (del inglés “heterochromatin protein 17) la cual es capaz de unirse a la histona H3 cuando
se encuentra metilada en la lisina 9. HP1 es un componente principal de la heterocromatina y
contribuye al mantenimiento del estado silenciado (Lachner y Jenuwein 2002).

Muchas de esta proteinas que se umen a las histonas modificadas tienen ciertos dominios

particulares, por ejemplo se ha visto que proteinas con Bromodominios (Hassan ef al 2002), son

e
o .

capaces de reconocer lisinas acetiladas especificamente y de unirse a ellas en elfcontexto de la
cromatina. Adicionalmente existen Jos Cromodominios los cudles se ha visto que%econocen lisinas
metiladas como es el caso de la proteina HP! (Lachner y Jenuwein 2001). Seria interesante saber si
otras proteinas que contengan estos dominios también pueden unirse a sitios de acetilacién y metilacion

de las histonas y si reconocen combinaciones de diferentes marcas post-traduccionales en las histonas.
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Un nivel adicional de complejidad sucede cuando estas modificaciones ocurren por duplicado o
triplicado. El estado exacto (mono-metilado,di-metilado o tri-metilado) de una sola lisina tiene un gran
impacto en procesos fisiologicos, por ejemplo, se ha determinado que la lisina 4 de la histona H3 puede
ser mono, di o tri metilada, la di-metilacion de esta lisina correlaciona con genes activos e inactivos,
mientras que la tri-metilacion esta presente exclusivamente en genes activos (Santos-Rosa et al 2002;
Jenuwein y Allis 2001).

Allis y Jenuwein han propuesio en base a los datos experimentales acumulados por un nimero
considerable de grupos de investigacion que el “cédigo de histonas™ tiene implicaciones bioldgicas a
tres niveles: 1) a nivel local, es decir en regiones de regulacion como promotores o enhancers; 2) a
nivel de un dominio compuesto por un gen o grupo de genes o 3) a nivel de un cromosoma completo
como por ejemplo el caso del silenciamiento del cromosoma X (Fischle et al 2003). Si la hipdtesis del
“codigo de histonas” es correcta, entonces descifrar cémo se traduce el codigo en respuestas biologicas
es muy relevante, aunque representa un reto dificil metodologicamente (Jenuwein y Allis, 2001).

Muchas de las alteraciones en la estructura de la cromatina se derivan de cambios en la carga
neta de los extremos de las histonas hechas por la presencia o ausencia de las modificaciones.
Recientemente se ha descrito que la lisina 79 de la histona H3 es capaz de metilarse , esta lisina se
encuentra en el dominio globular de la histona, en la levaduraS. cerevisiae advacente a esta lisina
existen dos secuencias especificas llamadas “parches” que son necesarias para el silenciamiento (Park
et al 2002). Estos parches son grupos de residuos que forman una zona con cierta carga la cual afecta
sus interacciones con el ADN. Hasta ahora no se han descrito mis residuos que puedan ser
modificados en el dominio globular de las histonas, sin embargo se ha identificado una cisteina
altamente conservada de la histona H3, la C110, la cudl esta altamente conservada entre todos los

organismos y que le da la capacidad a la histona H3 de dimerizarse al formar un puente disulfuro.
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ademas la formacion de este puente ha sido relacionada con el silenciamiento transcripcional (Fischle

et al 2003).

Actualmente los estudios acerca de cdmo son controlados los eventos de modificaciones de las
histonas para que sean localizados a nivel de un dominio se centran en encontrar elementos como los
“insulators” o delimitadores (ver capitulo sobre sitios de hipersensibilidad v Iimites de los dominios)
los cuéles juegan un papel predominante en la formacién de dominios cromosomicos y en establecer
zonas de transicion de diferentes modificaciones de las histonas. Como se discutird mas adelante, hasta
la fecha se desconoce como actuan estos elementos, asi que el interés principal de las investigaciones
actuales esta enfocado a encontrar su mecanismo de accién (Burgess-Beusse ef al. 2002). En capitulos

posteriores se hablara mas a fondo de estos elementos.
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Fig. 3 Se representan las histonas H2A, H2B, H3 v H4 y sus extremos terminales amino, con los residuos y las

modificaciones encontradas hasta la fecha, Tomado de Zhang y Reinberg 2001

" [Estado Activo/Accesible | Estado Inactivo/ Condensado
H3 | Ac-lis 9y 14 ~ Des-lisOv 14
;Mc—lis4 Mc —lis 9
!P - ser 10
[H4 |Ac—lis 5 Ac—1Tis 12
| Me —arg 3

Tabla 1 Ejemplos de modificaciones post-fraduccionales de las histonas H3 y H4.. En la Tabla I se muestran algunas
combinatorias de las modificaciones en ciertos residuos de los extremos amino-terminales de las histonas y el sigmficado a
nivel de la estructura de la cromatina. Ac: acetitacion, Me: metilacion, P: fosforilacion, Lis: lisina, Ser: serina, Arg: arginina



Variantes de Histonas

Muchas de estas variantes fueron descritas durante la decada de los 70°s y 80’s su importancia
ha sido reconocida en los Gltimos afios, se sabe que estdn involucradas en distintos procesos ¢omo
reparacion del ADN, transcripcion y silenciamiento. Muchas veces estas variantes sustituyen a las
histonas en regiones determinadas del genoma, lo cuél tiene consecuencias importantes para distintos

eventos, por esto es importante el hacer un resumen de las actividades de estas variantes de histonas ¥

de algunos de los procesos en los que se han visto involucradas.

Variantes de la histona H3

Generalmente las histonas se sintetizan de novo durante la fase S del ciclo celular, estas histonas se
depositan durante la duplicacion del ADN, sin embargo hay histonas que se sintetizan a partir de genes
“huérfanos” fuera de la fase S del ciclo celular. Un ejemplo son las variantes de la histona H3 de
Drosophila. Existen dos variantes de esta histona, la histona H3.3, la cual se localiza principalmente en
regiones de cromatina activa y Cid la cual es un componente estructural de la cromatina centromérica
(McKittrick et al. 2004).

La histona H3.3 es casi idéntica a la histona H3, s6lo cambian cuatro aminoacidos, mientras que
Cid conserva anicamente el dominio de plegado de la histona H3. Una caracteristica particular de estas
variantes es que se depositan fuera de la fase S del ciclo celular (Ahmad y Henikoff 2002)

El ensamblaje de la cromatina durante la replicacion o cromatina de novo tiene dos procesos. el
primero, es la incorporacion de un tetramero de (H3-H4), seguido por los dimeros de H2A y H2B.
Estas histonas se van incorporando a la cromatina post-duplicativa con la ayuda de la proteina CAF-1
(“chromatin assembly factor 17), la cual a su vez es atraida por PCNA (“proliferating cell nuclear

antigen”). El hecho de que las variantes de histonas H3.3 y Cid sean depositadas en una fase diferente
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a la fase S, quiere decir que debe existir otro sistema de ensamblaje de la cromatina para estas
variantes de histonas. Se han hecho diversos intentos para determinar qué factores estan involucrados
en este proceso, poniendo particular atencion en complejos remodeladores y componentes de la
magquinaria basal de la transcripcion, sin embargo hasta la fecha no se ha encontrado ningtn factor cuya
delecion afecte el posicionamiento de estas variantes. Un dato importante es que la variante Cid carece
del extremo amino-terminal de la histona H3. Se sabe que modificaciones especificas en el extremo
amino-terminal de la histona H3 son la sefial para el reclutamiento de HP1 (“heterochromatin protein
["), y esta proteina no esta asociada a la cromatina centromérica donde se encuentra Cid.  Este dato ha
llevado a proponer que una conformacion “abierta” de la cromatina es la base comun para el
posicionamiento nucleosomal independiente de la duplicacion. En Drosophila €l centrémero estd
constituido por secuencias repetidas que estan formando heterocromatina, esto forma una
compartamentalizacion que puede observarse en células en interfase, la cuél correlaciona con la
presencia de Cid unicamente en regiones centromericas, por lo tanto parece que la presencia de esas

secuencias repetidas estd restringiendo el posicionamiento de Cid al centromero (Blower y Karpen
2001; Smith 2002).
Variantes de la histona H2A

Las variantes de la histona H2A fueron identificadas en los afios 80°s. La variante H2AX difiere
en su extremo carboxilo-terminal, tiene un motivo de 4 serinas llamado SQ, invariable entre los
miembros de esta familia. y su posicién con respecto al carboxilo también es invariable. En mamiferos,
Xenopus, Drosophila y Saccharomyces, el dominio SQ puede ser fosforilado en respuesta a radiacién
ionizante o a otros agentes que introducen cortes de doble cadena en el ADN. La fosforilacién de estos
residuos puede ser visualizada como agregados llamados foci en las células, el namero de estos

agregados de H2AX fosforilada es directamente proporcional al namero de los cortes de doble cadena




producidos (Bassing er a/ 2003). EI motivo SQ puede ser fosforilado por diferentes cinasas cémo la
ATM (“ataxia telangiectasia mutated”) durante la radiacion ionizante, y ATR durante estrés metabolico
y otros agentes como luz ultravioleta o hidroxiurea. También se presentan estos foci de H2AX
fosforilada durante los cortes de doble cadena programados, un ejemplo de esto ocurre durante el
rearreglo de los genes de las inmunoglobulinas. También es un ejemplo de especificidad. ya que son
capaces de reconocer un solo corte de doble cadena en el genoma por ejemplo durante la
recombinacion del locus V(D)J (Reiha—San-Manin et al. 2003). En base a estos datos, es evidente que
esta variante tiene una funcién importante durante la reparacion del ADN.

Otra variante de la histona H2A es la histona H2AZ, las regiones de cromatina que contienen a
esta variante tienen una menor estabilidad (medida por propiedades bioquimicas como por gjemplo
extracciones a diferentes concentraciones de sal), esto puede traducirse en la pérdida de los dimeros
H2AZ-H2B, permitiendo una mayor accesibilidad de la maquinaria transcripcional al ADN (Ausio y
Abbott 2002). Sin embargo, €sta variante juega un papel importante en el silenciamiento en S.
cerevisiae. La delecion de H2AZ tiene un efecto parcial de desrepresion en el locus HMR, pero un
efecto mayor en la pérdida del silenciamiento telomérico.  El sobre-expresar H2AZ puede
complementar a una mutante en Sir (familia de proteinas importante para el silenciamiento telomérico)
que puede ser reclutada pero no silenciar el locus HMR (Redon et al. 2002).

Recientemente el grupo de Carl Wu ha demostrado que un complejo remodelador de la cromatina es
responsable del intercambio de la histona H2A por la variante de histona H2AZ de manera ATP
dependiente (Mizuguchi et al. 2004).

La variante Macro H2A es 64% idéntica a H2A, y el 57% restante no esta relacionada a ninguna
histona conocida, contiene una posible cremallera de leucinas y es similar a proteinas involucradas en
la replicacion de ARN viral. Esta variante esta asociada al cromosoma X inactivo de las hembras de

mamiferos, pero atn se desconoce su funcion (Redon et al. 2002),
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Variantes de la histona H1
Estas histonas tienen una considerable heterogeneidad funcional, el nimero de variantes vy el

grado de divergencia es mayor que el de las histonas del core nucleosomal. En el ratén existen al
menos ocho variantes de la histona H1, algunas tienen un papel potencial en la regulacion de la
expresion génica durante la oogénesis y embriogénesis temprana como Hlt y Hloo. Ademas otras
estén involucradas en ciclo celular (Conconi y Wellinger, 2003).

En conclusién es evidente que las variantes de histonas participan y regulan diversos procesos
bioldgicos, y que la presencia de estas variantes en ciertas regiones es importante para una correcta
estructuracion de la cromatina en la célula. Si bien se han encontrado involucradas en la reparacion del
ADN y como componentes estructurales de cromatina especializada, como lo es la cromatina
centromérica. atn se desconoce si existe la presencia de estas histonas en los dominios cromosémicos y
si tienen un papel predominante en la regulacion de la transcripcion genética. Es importante el hecho de
que muchas de estas variantes difieran en sus extremos amino-terminales, ya que esto indica que no son
sujetas a las mismas modificaciones post-traduccionales que las demds histonas. Sin embargo en
algunas de estas variantes existen motivos de aminoacidos repetidos que de acuerdo a la carga que
presentan hacen que la estructura nucleosomal sea mas estable, estos dominios son conocidos como
“parches de carga™ y se ha propuesto que estos representan otro nivel de regulacion de la estructura de
la cromatina a nivel de las proteinas (Fischle et al. 2003). La incorporacion de variantes de histonas
como una estrategia para delimitar y definir un dominio cromosdmico resulta ser una idea muy
atractiva que merece tomarse en consideracion (McKittrick ez al. 2004).

A continuacién se analizard la presencia de regiones en la cromatina, las cuales son sitios

accesibles para la union de elementos que participan en la transcripcion y en su regulacion.
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Sitios de Hipersensibilidad

En 1976 Weintraub y Groudine se preguntaron si la estructura de la cromatina en genes activos
serfa la misma que en genes inactivos. Para contestar 2 su pregunta, aislaron nicleos de células
eritroides de pollo que expresan los genes de las globinas y nicleos de células que no expresan estos
genes y los incubaron con concentraciones crecientes de la nucleasa pancreatica DNasa I. la cual
reconoce la doble hebra del ADN'y corta inespecificamente en zonas libres de nucleosomas (Weintraub
y Groudine 1976). Posteriormente mediante una técnica de hibridacion indirecta, la cual actualmente ha
sido reemplazada por el "Southern blot”, determinaron la magnitud del corte por parte de la Dnasal.
Observaron que en el ADN gendmico de las células que expresaban los genes de las globinas. la
cromatina del locus tenia un mayor grado de digestion, mientras que el locus globina de las células que
no expresaban los genes era resistente al corte. Esto hizo suponer que la estructura de la cromatina se
alteraba cuando un gen es transcripcionalmente activo. Actualmente se sabe que la sensibilidad al corte
por la DNasa | correlaciona con un relajamiento en la estructura de la cromatina del locus de genes
activos, aunque el locus continie ensamblado en nucleosomas. En 1979 Wu vy Elgin realizaron
digestiones con la DNasa 1 en cromatina de niicleos de células de Drosophila y encontraron que a
bajas concentraciones de la enzima habia en el Southern blot bandas mas pequefias que los fragmentos
originales. A estas bandas se les denomind sitios de hipersensibilidad al corte por la DNasa 1. Se
propuso que estos sitios correspondian a regiones con una estructura alterada de la cromatina, donde se
observa un mayor grado de digestion de la doble cadena por parte de la DNasa I y que podrian
coincidir con elementos reguladores de la transcripcion (Weintraub y Groudine 1976; Stalder e: al
1980). Actualmente se sabe que estos sitios de hipersensibilidad son tipicamente, al menos dos drdenes
de magnitud mas sensibles al corte por nucleasas que el resto de la cromatina y no deben confundirse

con la sensibilidad generalizada al corte por nucleasas que presentan los genes que estan siendo
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transcritos y que puede extenderse por varias kilobases (Boyes y Felsenfeld 1996). Un sitio de
hipersensibilidad tipico contiene sitios de union para una variedad de diferentes factores de
transcripcién y muy probablemente factores y co-factores que atraen actividades de remodelaje de la
cromatina. La accesibilidad a nucleasas aumenta en estos sitios por la ausencia de nucleosomas, una
organizacion nucleosomal mds relajada, el ensamblaje parcial de éstos o su desplazamiento, y por la
unién de un factor de transcripcién que distorsiona a la cromatina favoreciendo su "apertura” en esa
region o en regiones adyacentes (Boyes y Felsenfeld 1996). Se ha propuesto la posibilidad de que los
factores de transcripcion y los nucleosomas compitan por la union en un lugar dado del genoma (como
por ejemplo un promotor o un enhancer), e induzcan la formacion y mantenimiento de un sitio de
hipersensibilidad. El ejemplo mas claro que apoya este modelo se basa en que mutaciones en el sitio de
union al factor GATA-1 enel ADN correlacionan con una disminucion cuantitativa en la formacion del
sitio de hipersensibilidad (Boyes y Felsenfeld 1996). Por lo tanto se ha propuesto que debe existir un
proceso dinamico de interaccion proteina-ADN, con elementos que remodelan a la cromatina y la
formacion de un sitio de hipersensibilidad (Boyes y Felsenfeld 1996). Una constante para los sitios de
hipersensibilidad a la DNasa I es que coinciden, invariablemente, con elementos estructurales o de
regulacién, como por ejemplo, regiones delimitadoras de un dominio o “insulators™, enhancers,

regiones de control del locus (LCR’s como veremos mas adelante) silenciadores y promotores.

Los sitios de hipersensibilidad pueden clasificarse en 3 diferentes tipos:
1) Los sitios especificos. Pueden aparecer antes de la transcripeion v generalmente persisten incluso al
término de la misma, son tejido especificos y a este tipo corresponden los promotores, enhancers y
silenciadores (Blackwood y Kadonaga 1998; Kamakaka 1997). Los promotores son secuencias de
ADN que se encuentran generalmente de — 40 a + 40 nucledtidos relativos al inicio de la transcripcion,

conocida también como region "core", a estos se unen la magquinaria basal de transcripcion que
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contiene a la RNA Polimerasa 11, factores generales de transcripcién y co-activadores. Los promotores
controlan la direccionalidad y el inicio de la transcripcion y responden a activadores o represores
transcripcionales. Ademds del "core”, existe una region proximal que va de - 50 a — 200 que algunos
han Hamado la regién proximal del promotor. Esta region cuando es clonada en multimeros cerca de
un promotor puede conferirle una actividad de enhancer. Por su parte los enhancers ¢ aumentadores son
secuencias en cis que se encuentran a una distancia relativa del inicio de la transcripcion, tienen una
organizacion modular, es decir, que son sitios de unién para mas de un factor y son capaces de
aumentar la transcripcion de una manera independiente de su orientacion, es decir. son funcionales
tanto en el costado 3’ como 5° de un gen (Blackwood y Kadonaga 1998). Los modulos de los
enhancers desempeifian funciones especificas al activar la transcripcion de un gen durante una etapa del
desarrollo determinada, controlando los niveles de expresion del gen (Blackwood y Kadonaga 1998).
Igual que los enhancers, los silenciadores tienen una organizacién modular, representada por los
diferentes sitios de unién a las proteinas, pero a diferencias de éstos, regulan negativamente la
transcripcion (Kamakaka 1997).
2) Las regiones de control de un dominio o "Locus Control Regions (LCR’s)". Otro tipo de sitio de
hipersensibilidad son los cominmente llamados LCR’s, los cuales estan conformados por varios sitios
de hipersensibilidad, y contienen multiples secuencias de unién para activadores transcripcionales. La
diferencia entre los LCR’s y los enhancers es que los primeros actian en una etapa previa a la
transcripeion de los genes haciéndolos competentes para ser transcritos ya que presentan una actividad
tipo enhancer y ademds, se ha propuesto que contribuyen a la apertura de la cromatina por diferentes
mecanismos (Bulger v Groudine, 1999). Otra caracteristica de los LCR’s que los diferencia de los
enhancers, es que estos estdn usualmente mas alejados de los genes que controlan, en ocasiones hasta
16 kb (Blackwood y Kadonaga 1998; Tabla II). Mas adelante se discutira sobre el papel de los LCR’s

en el control de la transcripcion dentro de un dominio.
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3) Los sitios de hipersensibilidad constitutivos. Estos sitios no son tejido especificos, es decir que en
un mismo locus pueden estar presentes en diferentes tipos celulares v su presencia es independiente de
la expresion genética. Estos sitios se han encontrado en algunos casos enmarcando a un gen o grupo de
genes y se¢ ha propuesto que corresponden a los limites fisicos y funcionales de los dominios
transcripcionalmente activos (Burgess-Beusse e/ al. 2002; Labrador et al 2002). Estos limites son
regiones en el ADN que funcionan como secuencias neutras, es decir que no presentan actividad
silenciadora, promotora o de poteﬁciador y por lo tanto no afectan la transcripcion positiva o
negativamente. Estas regiones delimitadoras bloquean o aislan la influencia de elementos de regulacion
de la transcripcién que se encuentran fuera del locus al cual estan flanqueando y se ha propuesto que
contribuyen al mantenimiento de un locus activo. A estas secuencias se les ha llamado “insulators ” o

delimitadores. A continuacion describiremos en mayor detalle a los LCR's.

Regiones de control del locus 6 LCR’s

Los LCR’s son un conjunto de sitios de hipersensibilidad al corte por la DNasa I, que corresponden a
elementos reguladores tejido especificos en el ADN y que fueron descritos primeramente en el locus p-
globina de humano (Li e al. 2002; Fig 4). El estudio de la regulacion de estos genes es importante ya
que la falta de expresion de éstos causa una enfermedad conocida como talasemias que son una clase
de anemias muy severas. Al estudiar el locus B-globina de individuos afectados por esta enfermedad, se-
identificaron una serie de deleciones rio arriba del primer gen embrionario € del dominio, las cuales
disminufan dramaticamente la expresion de todos los genes del Jocus, aunque éstos estuviesen intactos,
es decir, sin mutaciones (Tuan ef al. 1983). Este descubrimiento suponia por lo tanto, la presencia de

elementos de regulacion en la regién 5° del locus. Al analizar la estructura de la cromatina de esta



los problemas de silenciamiento de transgenes y de los vectores disefiados para terapia génica (Chow ez
al 2002; Recillas-Targa ef al 2004). Pronto los investigadores concluyeron que, en efecto. los LCR’s
son utiles para este fin, pero su rango de accion es restringido ya que su funcion es tejido especifica. Se
han descrito LCRs en el locus de P-globina de otros vertebrados con diferente nimero de sitios de
hipersensibilidad (Martin et al 1996). A partir del descubrimiento del LCR B-globina se han descrito

L.CR’s en otros loci como el de TCRa de células T, en el locus CD2 en humanos y en el locus de la

lisozima de pollo entre otros (ver Tabla 1.

LOCUS O GENE ORGANISMO

Gene CD?2

Gene de la adenosina desaminasa

Genes de pigmentos visuales

Gene S100 3

Gene de la keratina 18

Gene del MHC clase | HLA G

Gene CD4

Locus o/8 del receptor de células T

Gene de la apoliproteina B Humano
Locus E/C-I de la apoliproteina

Gene de la cadena pesada de la p miosina
Genes C4A y B del complemento

Gene de la hormona del crecimiento
Locus de la cadena pesada Ig

Genes | y 2 del IgG o

Gene HLA-B7 del MHC clase |

Gene de la desmina

Gene CD34

Gene de la glicoporina

Locus A 5-V peBl

Cadena pesada de la Inmunoglobulina u Ratdn

Genes | y 1 de la metalotioneina
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Gene de la tirosinasa

Gene Ea del MHC clase II
|
' locus B-globina a-fetoproteina

Genes Kallikrein

Gene de la proteina acidica de Whey Rata
Gene de la aldolasa C

Gene LAP (C/EBP f3)

Gene de la lisozima _ PO“O
Locus [3-globina

Gene de la p-lactoglobulina Oveja

Tabla 1. "Locus Control Regions" en distintos loci genémicos. LCR’s conocidos hasta la fecha v su localizacién

(Tomado de Valadez-Graham y Recillas-Targa , 2000).

Los LCR’s se definen funcionalmente por las siguientes caracteristicas: 1) son capaces de
conferir altos niveles de expresion a un transgen independientemente del sitio de integracion y
dependiente del nimero de copias integradas del transgen (Martin et al 1996; Kioussis y Festenstein
1997; Fraser y Grosveld 1998). Esto significa que en ausencia de un LCR, la expresion de un transgen
integrado en un contexto cromatinico, estaria sujeta a los efectos intrinsecos de la estructura de la
cromatina, causados por los distintos sitios de integracion (efecto de posicion). Por ejemplo, si el
transgen se integra en o cerca de una region de heterocromatina (que tiene una estructura altamente
compactada y por lo tanto represora) como podria ser un centrémero o un teléomero, su expresion
decaeria a lo largo del tiempo o nunca seria expresado (Festenstein ef al 1996); 2) regulan la expresion
genética durante el desarrollo, y 3) contribuyen a la apertura de la cromatina, para permitir la

transcripcion de los genes del locus (Bungert ef a/ 1999; Tanimoto et al 1999; Jackson ef af 1996).
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A pesar del gran namero de investigaciones realizadas en laboratorios de todo el mundo, en la

actualidad atin se sabe poco acerca de los mecanismos por los cuales los LCRs influyen en la estructura

de la cromatina y la expresion de los genes contenidos en un dominio. Sin embargo. se han propuesto a

la fecha, cuatro modelos principales para explicar la funcion de los LCRs:

1)

2)

Formacién de asas cromatinicas 6 "looping”. En este modelo, el LCR actuaria como un
holocomplejo para estimular la transcripeion de genes individuales dentro del locus y a lo largo del
desarrollo. EI LCR se acercaria al promotor del gen a activar formando un asa o "loop”, reclutando
toda la maquinaria de transcripcién (Fig. 5A). Se ha propuesto un posible contacto entre el
promotor y el LCR mediada por interacciones entre distintas proteinas reguladoras y que son tejido
y tiempo especificas; (Bulger y Groudine 1999; Enge! y Tanimoto 2000). Como se vera mas
adelante evidencias experimentales recientes favorecen este modelo.

Accion a través de facilitadores 6 modelo de "linking". Sugiere la cooperacion de varios factores
en frans, los cuales son expresados en un estadio de diferenciacioén especifico y que serian
reclutados por el LCR (Fig. 5B). Este modelo propone la formacién de una cadena o relevo,
mediada por factores facilitadores, que contribuiria a fomentar una estructura de la cromatina
favorable acercando elementos de control para la transcripcion de un solo gene durante una etapa
determinada (Dorsett 1999; Bulger y Groudine 1999).

Encarrilamiento o "tracking". Otro modelo que apoya la hipotesis de que el LCR contribuye a la
apertura de la cromatina, es el llamado "tracking" el cual propone un reclutamiento del complejo
de transcripcion y de diversos factores en el LCR y su posterior encarrilamiento en la cromatina,
desplazandose a lo largo de ésta con la supuesta ayuda de complejos de remodelaje hasta llegar a
los promotores de los genes que seran expresados. Este modelo no implica que la polimerasa

forzosamente vaya transcribiendo, mas bien representa una forma de reclutamiento de la
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4)

magquinaria de remodelaje de la cromatina y como consecuencia el acceso de la maquinaria
transcripcional (Tang ef al 2002).

Transcritos intergénicos: Desde los afios 60°s Scherrer y colaboradores propusieron la presencia
de transcritos gigantes policistronicos abarcando regiones génicas e intergénicas cuya funcion seria
la de contribuir a la formacion de asas cromatinicas y resguardar la integridad de los RNA’s pre-
mensajeros y su procesamiento {Scherrer 2003). Recientemente se ha confirmado la existencia de
transcritos intergénicos, es decif, en regiones no-codificantes en el dominio B-globina de humano.
Se desconoce la funcion precisa de estos transcritos intergénicos pero se ha demostrado una
correlacion directa entre su presencia y la apertura de la cromatina en el contexto del dominio.
Esta apertura de la cromatina mediada por estos transcritos intergénicos favorece la expresién
regulada de los genes de manera individual y a lo largo del desarrollo (Bulger y Groudine 1999

Ashe et al. 1997; Gribnau et al. 2000 ).
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Fig. 5 Modelos propuestos para el funcionamiento del LCR. A) "Looping": en este modelo, el LCR interactua
directamente con el promotor a través de contactos mediados por el holocomplejo e interacciones con factores que se unen
de manera especifica a los promotores individuales, B "Linking™: este modelo propone el uso de profeinas que actuen en
frans, & proteinas de rtelevo facilitadoras que interactiian directamente con atras proteinas del promotor, activandolo

Tomado de Bulger v Groudine 1999



Dos grupos de investigacion independientes descubrieron otra alternativa analizando la
posibilidad de que los enhancer’s y LCR’s contribuyan a la regulacion del dominio al relocalizarlo
lejos de regiones de heterocromatina al interior del nucleo. En el primer trabajo de investigacion se
tomé a uno de los sitios de hipersensibilidad, especificamente el 5’HS2 del locus B-globina humano, el
cual anteriormente habia sido caracterizado como un enhancer y en el que se identificaron varios sitios
de unidn a factores transcripcionales' como GATA-1, NF-E2, APl y EKLF, y se realizaron mutaciones
en sitios especificos para la union a estos factores, aboliendo su union. La meta de este estudio era
tratar de contestar dos preguntas: primero, si la pérdida de la union de factores abolia la actividad del
enhancer y segundo, si estas mutaciones afectaban la localizacion subnuclear de un transgen.

Se valieron de una técnica de recombinacion homologa para integrar a un transgen cuya
expresion era dirigida por el 5"HS2 completo o con las diversas mutaciones en los sitios de unién a
factores, actuando en una region cercana al centromero. Visualizaron al transgen en todos los casos
mediante la técnica de FISH (hibridacién in situ fluorescente) y comprobaron su citolocalizacion;
cuando el enhancer se encontraba intacto, de una manera estadisticamente significativa, demostraron
que el transgen era relocalizado lejos del centromero y se expresaba adecuadamente, lo que no pasaba
en presencia del enhancer mutado el cudl se mantuvo asociado a regiones centromeéricas. Concluyeron
que se requiere un enhancer funcional tanto para suprimir el silenciamiento genético como para
relocalizar a un gene lejos de la heterocromatina centromérica durante la interfase. Y que la supresion
del silenciamiento requiere de la relocalizacion del transgen lejos de regiones de heterocrematina

(Francastel et af. 1999; Fig. 6).
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Re-localizacién sub-nuclear como modo de regulacion

Células 5 cramosoma Hibridacién in situ
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Fig. 6 Relocalizacion sub-nuclear Se observa que cuando se encuentra activo el transgen co-localiza con regiones de
eucromatina, parte superior derecha( en verde). Cuando el transgen es silenciado, su localizacion dentro del niicleo cambia,

co-localizando ahota con zonas de heterocraiatiiia {en roja). Tomado de Fancastel er al 2000,

Basados en estos resultados se propuso un modelo en el cual los factores que se unen al
enhancer, posiblemente actitan reclutando y translocando al transgen a compartimentos nucleares o
territorios donde existen factores y elementos basales de la transcripeion en grandes concentraciones. A
su vez no se descarta la posibilidad de que alguno de los factores del enhancer reclute a complejos de

acetilacion, metilacion o de remodelaje de la cromatina completando el ciclo de control que Heve a la




expresion regulada de un gen (Ragoczy ef al 2003). Cabe sefialar que se desconocen los mecanismos
por los cuales ocurre este tipo de relocalizacion al interior del nucleo.

En el segundo trabajo se analizé la posibilidad de que el LCR también estuviese involucrado en
la re-localizacion sub-nuclear. El grupo de Groudine se valié de lineas celulares que tenfan por un
lado al LCR completo del locus B-globina de humano (con los 6 sitios de hipersensibilidad) y por otro
fa delecion presente en la talasemia hispanica AHS1-HSS5, y una linea celular donde ellos generaron una
delecion mas pequefia que abarcabav AHS2-5. Por medio de FISH analizaron si la ausencia del LCR
afectaba a la localizacion del locus y encontraron que el locus silvestre y la delecion AHS2-5, se
localizaban lejos del centrémero y tenfan a las histonas H3 y H4 hiperacetiladas a lo largo del locus
(Francastel et al 2000; Fig 6). Estos datos indicaban que en realidad el LCR no era necesario para la
localizacién del focus lejos de la heterocromatina centromérica, ya que la linea celular con la delecion
parcial del LCR (AHS2-5), también se localizaba lejos del centromero y ademis la sensibilidad al corte
por la DNasa [ se mantenia. Por otra parte, la hiperacetilacién de las histonas H3 y H4 es caracteristica
de un locus P-globina que estd abierto (Hebbes ez al 1994; Litt ef al. 2001). Anteriormente, se habia
predicho que ésta era una caracteristica que dependia del LCR, pero con los datos anteriores se
demostré que el LCR no es necesario para la acetilacion de histonas a nivel del dominio. Por lo que
infirieron que para la localizacion del locus lejos de la heterocromatina centromérica mediaba una
estructura mas abierta y una hiperacetilacion generalizadas del locus y que estas actividades eran
independientes del LCR. Por otro lado, la acetilacion de H3 cerca del LCR en el locus silvestre, que €s
transcripcionalmente active, s mucho mayor cuando el LCR se encontraba intacto. Estos datos
sugirieron que el LCR no actua directamente en mantener una estructura abierta de la cromatina, ni
ayuda a alejar al locus de entornos heterocromaticos y por lo tanto represores, mas sin embargo podria

actuar a otro nivel para regular la expresion del locus.




Esto crea una controversia en cuanto a las funciones propuestas para el LCR, ya que en estudios
realizados por el grupo Proudfoot (1997) y de manera independiente por el equipo de Fraser (2000) y
colaboradores. demostraron la presencia de transcritos intergénicos los cuales son dependientes de la
integridad del LCR. Estos dos grupos han propuesto que los transcritos intergénicos contribuyen a la
apertura de la cromatina, ya que estan presentes a lo largo del locus, son estadio especificos y solo se
encuentran en células donde el locus es expresado, es decir células eritroides (Schiibeler et a/ 2000).
Una de las explicaciones de lo resultados que indican que el LCR no es necesario para la apertura del
dominio, es que la regulacion de la expresion del locus se da en varias etapas y posiblemente niveles, y
que la combinacion de los diferentes factores juega un papel importante para la regulacion del locus.

Muy recientemente y gracias al desarrollo de dos nuevas estrategias experimentales: la captura
de la conformacion cromosomal 6 3C, y el RNA-TRAP (del inglés “Taggging and Recovery of
Associated Proteins”) han surgido nuevas evidencias que apoyan ¢l modelo de “looping™ como el
modelo de accion de los LCR’s (Dekker ef al. 2002; Carter ef al 2002). La técnica de 3C consiste en
hacer digestiones de cromatina previamente tratada con formaldehido, el tratamiento con este quimico
hace que se formen puentes (“crosslinking” ) entre las proteinas y la cromatina en la célula,
permitiendo que se conserven sus interacciones. Al digerir la cromatina, en particular en la base de las
asas y posteriormente hacer una ligacion intramolecular, las moléculas de ADN que estan cerca o
adyacentes (que de manera natural se encuentran alejadas) podran ser ligadas y asi es posible
evidenciar mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) secuencias de ADN que

estén cerca en ese momento (Fig. 7A).
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Fig. 7 Captura conformacional de cromesomas (3C). A) Protocolo experimental. En la parte superior gjemplo del

dominio a-globina de polle. S, silenciador, E, enhancer; sr, sitio de testriccion.  Las flechas ¢ indican la localizacion

(distante) de secuencias que corresponden a “primers” que seran utilizados para un ampliificacion por PCR una vez realizado

el expenimento de entrecruzamiento v ligacion in sitr. La prediceidn tedrica sugiere la formacion de una asa o de miltiples

asas acercando elementos de regulacion, en este caso al LCR, a los genes a ser activados (parte inferior). B) Para el dominio

f3-globina humano y mediante el uso de esta estrategia experimental, se ha demostrado la formacién de maltiples asas

formando el “centro de cromatina activa” o ACH vy que su composicion puede vanar dependiendo del estadio de

diferenciacion.




De esta forma los laboratorios de Grosveld y de Laat pudieron confirmar que existen interacciones
diferenciales entre los sitios de hipersensibilidad del locus 3-globina de ratén, los promotores de los
genes del dominio y el sitio de hipersensibilidad 3’HS1 del mismo locus, y que estas interacciones
ocurren unicamente en células donde el locus P-globina de ratén se encuentra transcripcionalmente
activo (Tolhuis es al. 2002; Palstra er al. 2003). Ademas se lleg6 a la conclusion de que el LCR actua
como un holocomplejo en células eritroides al activar los genes globina, esto quiere decir que la
mayoria de los sitos de hipersensibilidad estan involucrados en la regulacion de estos genes cuando
estan activos, dejando fuera del holocomplejo a genes que en un momento de la diferenciacion eritroide
son inactivos, esto lo hace mediante la formacién de maltiples asas generando lo que han llamado el
“centro de cromatina activa” o ACH (del inglés “Active Chromatin Hubb”; Fig. 7B).  Otro dato
interesante es que al parecer no todos los sitios de hipersensibilidad estdn involucrados en la activacion
de la transcripcion, tres de ellos 3"HS1 y 3’HS 60-62 juegan un papel estructural, un aspecto muy
interesante es que todos estos sitios de hipersensibilidad que conforman al ACH unen al factor [lamado
CTCF. Este factor es esencial para la actividad de bloqueo de enhancer de los “insulators™ y s hablara
de €l mas adelante. El grupo de Victor Corces ha encontrado otra proteina llamada Su(Hw) (supresor
de Hairy Wing) en Drosophila, la cual es indispensable para la actividad de “insulator” del elemento
gypsy v la cudl tiene 12 dedos de zinc. Se ha demostrado que esta proteina tiene un papel estructural
muy importante ya que es capaz de re-localizar zonas donde se encuentran genes que deben ser
transcritos v de definir dominios (Byrd y Corces 2003).

En base a estos datos se ha propuesto que CTCF quizds pueda actuar como Su(Hw) teniendo
ademads un papel estructural. Esta prediccion no parece alejarse de la realidad dado que Felsenfeld en
una comunicacién personal nos ha comentado que CTCF interacciona con la proteina nucleofosmina la

cual atrae hacia la region perinucleolar las secuencias que unen a CTCF. Felsenfeld propone que la



funcidén de CTCF es muy similar a la de gypsy en cuanto a su participacion en la posible formacioén de
asas o de una topologia favorable para la formacion regulada de un dominio.

Mediante la técnica de “RNA-TRAP” se pudo determinar que el enhancer HS2 del LCR 3-globina de
raton, es capaz de interaccionar con el gen globina HBB que se encuentra activo transcripcionalmente
in vivo , este gen se localiza a 50 kb del 5’"HS2. La técnica consiste en una modificacion del RNA-
FISH (del inglés “Fluorescence ixn situ hybrydization™); en la cudl se realiza una hibridacion in sinu,
pero el oligonucledtido esta acoplado a digoxigenina, de manera que puede ser reconocido por un
anticuerpo agoplado a peroxidasa, el cudl posteriormente es revelado mediante una reaccion quimica al
aftadir biotina al tejido, posteriormente se analiza el resultado con microscopia de fluorescencia y con
una inmunoprecipitacion de cromatina, de esta manera se obtiene un valor estadistico. Esta técnica es
utilizada actualmente para definir interacciones entre elementos de control y los genes, el mismo grupo
esta desarroliando la misma técnica pero utilizando sondas para ADN-FISH, esto permitiria diferenciar
entre las interacciones q#ue son acopladas a la transcripcion y a las que no lo son.

En conclusién los LCR’s estan formados por sitios de hipersensibilidad que actian sobre cada
gen que necesite ser activado en un momento especifico del desarrollo, y son los factores
transcripcionales que se unen a cada sitio de hipersensibilidad los que contribuyen a la formacion de
compartimentos donde es reclutada activamente la polimerasa Il (pol II) y que contribuyen a la
transcripcion, o bien que llevan a los sitios de hipersensibilidad a actuar como elementos estructurales
importantes para la formacién de un holocomplejo. Finalmente resulita indudable que fos LCR’s deben
ser considerados no sdlo como elementos de regulacion sino también su funcion es esencial en la

formacion de un dominio transcripcionalmente activo.
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A continuacion analizaremos las caracteristicas de los sitios de hipersensibilidad constitutivos,

los que en la mayoria de los casos corresponden a secuencias delimitadoras de los dominios también

conocidos como “insulators™.

Limites de los dominios

A diferencia de los LCR s los “insulators™ o al menos algunos de ellos y en particular el cHS4
del dominio P-globina de pollo (Fig. 15), participan en ef establecimiento de una region de acetilacion
de histonas, que contribuye a la apertura de la cromatina, a la escala de un dominio (Litt er al. 2001).

Los genes activos e inactivos en el genoma, se localizan en loci independientes que tienen
diferentes programas de expresion durante el desarrolio celular. Si tomamos en cuenta que los sitios de
hipersensibilidad descritos anteriormente correlactonan con secuencias reguladoras de la expresion
genética y que estos elementos actian sobre promotores que se encuentran localizados a grandes
distancias, es necesario que existan elementos que aseguren que estas regiones de control actiien s6lo
sobre sus promotores y no sobre promotores de otros loci vecinos.

Cuando los genes de un dominio necesitan ser expresados, el dominio necesita adoptar una
estructura de la cromatina mas abierta, para esto es necesario que existan elementos que les indiquen el
momento preciso para “abrirse” y que los ayuden a mantenerse “abiertos” para que los eventos finos
que regulan l.a expresion de los genes puedan llevarse a cabo posteriormente.

Los “insulators” son secuencias que en la mayoria de los casos correlacionan con Ja presencia

de sitios de hipersensibilidad constitutivos en el limite de algunos dominios y se definen como
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secuencias neutras que protegen a un dominio de los efectos de la cromatina adyacente, previniendo la
“promiscuidad” entre elementos de regulacién de otros dominios y que contribuyen a formar y

=
mantener el locus "abierto” cuando esta siendo transcrito (West er al. 2002; Burgess-Beusse ef al

2002; Razin et al. 2003; Fig. 8A).
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Fig. 8. Actividades Funcionales de los “insulators”. A) Los “insulators” son capaces de mantener un dominio abierto
protegiéndolo de la invasion de la heterocromatina y de la promiscuidad con elementos de regulacion de dominios
adyacentes. B) Actividad de bloqueo de enhancer. un enhancer actiia sobre su promotor y lo activa, al colocar el “insulator”
entre ¢l enhancer y el promotor, se bloquea el efecto del enhancer y por lo tante el promotor no es activado. C) Proteccion
contra el efecto de posicién. Al integrar un transgen al genoma, su expresion depende del sitio de integracion y P
generalmente decae a lo largo del tiempo, al flanquear el transgen con los “insulators”, se¢ suprime el efecto de posicién, la

expresion del transgen es homogénea y se mantiene a lo largo del tiempo.
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Los “insulators” fueron descritos originalmente en los limites de los genes divergentes heat-shock
(Hsp70), en el locus 87A7 de Drosophila. Kellum y Schedl analizaron dos secuencias que
correlacionaban con sitios de hipersensibilidad constitutivos, estos elementos fueron nombrados scs y
ses’ (del inglés: "specialized chromatin structures™) (Kellum y Schedl 1992). Para determinar las
propiedades de “insulators” se hicieron construcciones que llevaban al gen whire controlado por un
promotor minimo, y utilizando estas construcciones generaron moscas transgénicas con un patron de
color de ojos muy variable, esto como consecuencia del efecto de posicion causado por el medio
ambiente de la cromatina en los distintos sitios de integracion. Al flanquear este gene con elementos
ses, el color de los ojos de las moscas fué homogéneo; es decir, se suprimio el efecto de posicion
(Kellum y Schedl 1991). Asi se demostro la primera caracteristica funcional de los “insulators " que
tiene que ver con la capacidad de estas secuencias para proteger a un transgen del entorno cromatinico
en el cual se integre (Fig 8C). Por otra parte, recientemente se han identificado proteinas que se unen a
scs v a ses'. A ses se une una proteina codificada por el gene Zw3 y a scs’ se unen dos proteinas:
BEAF- 32A v BEAF-32B (Hart ef al 1997; Gaszner ef al 1999). Se ha demastrado que estas proteinas
son indispensables para la funcion de bloqueo de enhancer y apoyan el concepto de dominios ya que se
han inmunolocalizado en los limites de los "puffs” de los cromosomas politénicos de las glandulas
salivales de las larvas de Drosophila (Fig. 1).

Otro de los “insulators” mejor estudiados es gypsy, un retrotransposon de Drosophila. Esta
secuencia es capaz de bloquear la accién de un enhancer sobre su promotor solamente cuando se
localizaba entre el enhancer y el promotor (Cai y Levine 1997; Shen et al 1994; Fig. 8B). El
retrotransposon gypsy es responsable de una gran variedad de mutaciones que afectan genes a lo largo
del genoma de Drosophila. El mejor ejemplo estd dado por el gen yellow, el cual es un gen no esencial

y su producto esta involucrado en la pigmentacion de la cuticula de distintos 6rganos en la mosca de la
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fruta (Golovnin er al. 2003). La expresion de este gen a lo largo del desarrollo es controlado por una
seric de enhancers tejido especificos, los cuales se encargan de regular la expresion de yellow
diferencialmente durante el desarrollo y pigmentar distintas estructuras de la mosca. Dichos enhancers
controlan la expresion de yellow en la cuticula, alas y estructuras larvales pigmentadas, estan
localizados en la region 5 relativa al sitio de inicio de la transcripcion del gen. La insercion de gypsy
en la region 5° de yellow entre el enhancer que controla la expresion del gen en la cuticula y el que
controla las estructuras larvales, bloquea la interaccion del primero con el promotor del gen, pero no
afecta al enhancer larval que se focaliza mas proximo al promotor, €s decir, entre el transposon y el gen
(Gdula ef al. 1996). Un anélisis mas detallado de gypsy ha permitido identificar la region dentro del
retrotransposon responsable de la actividad de bloqueo de enhancer. Esta region contiene una
secuencia repetida de 8 nucledtidos que se encuentra flanqueada por regiones ricas en adeninas (A)y
timinas (T). Cuando esta secuencia es insertada en cualquier lugar de! extremo 57 del gen vellow, los
enhancers que estan rio arriba de esta secuencia no tienen efecto alguno sobre el promotor, en cambio
los que se encuentran rio abajo del octamero repetido, siguen siendo funcionales. Ademas, al colocar
estas secuencias flanqueando al transgen white, su expresion es mas homogenea es decir, le confieren
proteccion el efecto de posicion (Gdula er al 1996). Estudios genéticos demostraron que el fenotipo de
las mutaciones causadas por gypsy. puede ser revertido al mutar al gen "suppressor of hairy wing"
(Su(Hw)). La proteina del mismo nombre se caracterizé como un componente del “insulator” gypsy.
La proteina Su(Hw) tiene 12 dedos de zinc, interacciona con las secuencias repetidas dentro del
retrotransposon gypsy v cualquier mutacion en el sitio de union de esta proteina y que como
consecuencia impida su union al “insulator”, hace que la actividad de bloqueo de enhancer se pierda.
Posteriormente se identificé otro componente peptidico llamado “modifier of mdg4" (mod(mdg4)), esta
proteina carece de un dominio de union al ADN, es incapaz de unirse al “insulator " gypsy in vitro, y s¢

ha encontrado que colocaliza con la proteina Su(Hw) y demostrado que interacciona con esta proteina
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directamente. En ausencia de mod(mdg#) el “insulator” pierde su unidireccionalidad y adquiere
propiedades de silenciador, inactivando a los enhancers del gen yellow tanto rio abajo cédmo rio arriba
del sitio donde se insertdé (Shen er @/ 1994; Cai y Levine 1997). En resumen, gypsy ticne dos
componentes principales identificados hasta ahora: Su(Hw) y mod(mdg4), sin los cuales sus funciones
de “insulator” se ven alteradas (Mongelard et al. 2002). Los casos de gypsy y de scs y ses” no son los
anicos en que se asocian proteinas a un “insulator”, como veremos mas adelante también en los

“insulators” de vertebrados, se ha demostrado la asociacion de la proteina llamada CTCF (Bell et al

1999).
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ELEMENTO LOCUS ORGANISMO BLOQUEO PROTECCIO PROTECCION PROTEINA REFERENCIA
DE CONTRA EL ASOCIADA
ENHANCER CONTRA SILENCIA-
EFECTO DE MIENTO
POSICION
HMR-R HMR Levadura ND ND + SMC. SMC3 (Donze etal 199%)
HMR-L HMR Levadura ND ND + ND (Donze eral 1939)
UAS TEF2 Levadura + ND - Rapl (De Sanctis etal 2002)
STARs Telémeros Levadura ND ND + Tbfl. Reblp (Fourel et al. 1999)
Fab-7 Abdominal-B Drosophila + ND + ND (Mihaly etal. [997)
Fab-8 Abdominal-B  Drosophila + ND + ND (Barges et al. 2000}
Mcp Abdominal-B  Drosophila ND ND + ND (Karch F 199+)
scS Gen hsp 70 Drasophila + + - Zw5 {Kellum R 1992)
scs’ Gen hsp 70 Drosophila + + ND BEAF-32 (Dunaway etal 1997)
gypsy Transposon Drosophila + + + Su(Hw), Mad (Gerasimova T1 1998)
(mde#)
eve Gen even- Drosophila + ND ND GAGA (Ohtsuki and Levine 1998)
skipped
S’HS4 f-glabina Pollo + + . CTCF (Bell AC 1999)
sns Gen de Erizo de mar + ND ND GAGA {Mclfi eral 2000}
histonas
HS2-6 TCRw/S Humano + ND ND ND (Zhong and Krangel 1999)
BEAD-1 TCRa/3 Humano + ND - CTCF {Mod n. Pedersen. and Duch
3'HS p-globina Pollo + - ND CTCF 2000 (Saitoh et al. 2000)
DMD 1gf2/H19 Humano + - ND CTCF (Kanduri € 200U)
Ars Aril-sulfatasa  Erizo de mar + + ND SpGCF1 (Akasaka K 1999}
AAVSI AAVS1 Adenovirus + + + ND (Ogara. Kozuka. and Kanda 2003)
SF1 Ser-fiz Drosophila + N ND GAGA  (Belozerov ctal 2009)
oEHS-1.2 a-globina Draosophila + ? ? CTCF (Valadez-Graham et al 2004}
«EHS-1.4 a-globina Drosophila + ? b CTCF {Valadez-Graham et. Al 2004)
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Tabla I1L “Insulators” conocidos a la fecha. ND: no detectada, - si tiene esa actividad, -: carece de esa actividad.

El primer “insulator” descubierto en vertebrados es el que delimita al dominio B-globina de
pollo en su extremo 5° (5°cHS4) (Chung et al. 1993; Fig. 15). En este locus se identifico un sitio de
hipersensibilidad constitutivo (5’cHS4). Rio arriba de este sitio de hipersensibilidad en el locus de
pollo, existe una zona de cromatina altamente compactada, resistente a la digestion por DNasa |
(Prioleau et al. 1999; Ghirlando ef af. 2004). Se pensé que el “insulator” 5’cHS4 pudiera definir el
fimite del dominio B-globina de pollo, ya que hacia el extremo 3” de este sitio de hipersensibilidad, se
identificaron otros sitios de hipersensibilidad eritroide especificos que en conjunto forman al LCR,
adicionalmente el 5°cHS4 s6lo permite la apertura de la cromatina hacia 3* (que es donde se encuentran
los genes del locus) y no hacia la region 5° (donde estd la estructura de la cromatina altamente
compactada) (Chung et al 1993; Pricleau ez al. 1999; Fig 15). Posteriormente se analizé este elemento
y se descubrié que presenta las caracteristicas funcionales de los “insulators”, es decir protege a un
transgen del efecto de posicion y es capaz de bloquear la accidn de un “‘enhancer” sobre su promotor
(Chung et al 1996; Pikaart et al 1998). Investigaciones recientes han confirmado el concepto de
dominio a partir del descubrimiento de un segundo “insulator " en el costado 3” del mismo dominio, lo
cual demuestra que este dominio se encuentra enmarcado a ambos lados por “insulators” (Saitoh et af
2000; Fig. 15). La actividad funcional del “insulator” 5 del gene B-globina pudo reducirse de un
fragmento de ADN de 1.2 kb, que contenia el sitio de hipersensibilidad, a un fragmento de ADN de
s6lo 250 pb al que se le llamé "core” (Chung er af 1999), dentro de las 250 pb existe un fragmento de
42 pb que es necesario y suficiente para la funcion de bloqueo de “enhancer” (Bell et al 1999; Recillas-

Targa et al 1999). En 1999 Felsenfeld y colaboradores purificaron e identificaron una proteina que se
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unia a este sitio y se descubrio que esta proteina era CTCF (*CCCTC-binding factor”™). Para
caracterizar la funcion de CTCF se hicieron mutaciones en el sitio de unién de esta proteina al
“insulator” y sa descubrié que una menor afinidad de union de este factor disminuia la capacidad del
“insulator” de bloquear la actividad de un enhancer sobre su promotor in vivo (Bell ez al. 1999). La
proteina CTCF es altamente conservada en vertebrados, es una proteina de 82 kDa compuesta por 11
dedos de zinc v esta involucrada en la activacion y el silenciamiento transcripcional cuando esta
presente en promotores (Klenova er al 2002; Ohlsson ef al 2001). Se ha sugerido que la actividad de
blogueo de enhancer mediada por CTCF es un componente funcional de los limites de los dominios de
los vertebrados; va que podria estar controlando sefiales de elementos de regulaciéon de dominios
adyacentes y manteniendo abierto al dominio cuando los genes deben expresarse. La proteina CTCF es
una proteina multifuncional y muy relevante para la actividad de los “insulators” de vertebrados, mas
adelante se describira su estructura v diferentes funciones (ver capitulo sobre CTCF en esta tesis).

Una de las evidencias mas contundentes de la relevancia de los “insulators "y la participacion de
CTCF en la regulacion génica, es el reciente descubrimiento de una actividad de bloqueo de enhancer
metilo sensible en el dominio improntado lgf2/HI9 en ratén y humano (Hark er al 2000; Bell y
Felsenfeld 2000). En este dominio de mas de 100 kb, el gen Igf2 se localiza a 80-90 kb del gen Hig
(Fig. 9). Ambos genes comparten dos enhancers localizados en el extremo 3” de los genes [gf2 y HIY
respectivamente (Fig. 9). Evidencias experimentales demostraron la presencia de una region localizada
rio arriba del gen H19 (es decir, entre los genes Igf2 y H19) con la capacidad de ser metilada de manera
diferencial dependiendo del tipo de alelo (Tilghman 1999). A esta region se le ha denominado regién
de metilacion diferencial (RMD), la cual se encuentra metilada exclusivamente en el aielo paterno.
Trabajos realizados por el grupo de Tilghman sugirieron originalmente que la expresion alelo
especifica de estos genes esta dada por un mecanismo de competencia entre los enhancers distales y los

promotores particulares a cada gen. Recientemente un cumulo de estudios experimentales encabezados
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por los grupos de Tilghman y Felsenfeld demostraron una actividad tipo “insulator” en la region RMD
(Kanduri ef al. 2000; Hark et af. 2000; Bell y Felsenfeld 2000; Recillas-Targa 2002). Esta actividad
resulta ser regulada por la interaccion del factor CTCF, cuya funcion es, en este caso, dependiente de la
metilacién. Para el alelo paterno, donde solo se expresa [gf2, la region RMD se encuentra altamente
metilada lo cual impide la unioén de CTCF y por lo tanto no se presenta la actividad de bloqueo de
enhancer, permitiendo la expresion de /gf2. Por el contrario, en el alelo materno, donde solo se expresa
H19, RMD no esta metilado, lo cual permite la union de CTCE. Esta unidn contribuye a una actividad
de bloqueo de enhancer la cual evita que los enhancers activen a [gf2 y se concentren en la regulacion y
expresion de H79, unicamente cn el alelo materno (Kanduri ef al 2000; Hark et al 2000; Bell y
Felsenfeld 2000). De esta forma se explica la especificidad en la expresion monoalélica de cada gen
del locus Igf2/H19 (Hark et al 2000; Bell y Felsenfeld 2000). Datos experimentales recientes utilizando
la novedosa estrategia de RNA de interferencia dirigida contra CTCF, demostraron que CTCE es
esencial para la metilacion diferencial de la region RMD y que su ausencia ocasiona la
hipermetilzacién del ADN en ambos alelos (Fedoriw ef al. 2004). Por lo tanto se propone que CTCF
protege contra la metilacién del ADN en el alelo materno (Fedoriw et al. 2004).

En resumen todas estas evidencias apoyan el concepto de dominios y la contribucion de los
“insulators” en la estructura y regulacion de los mismos que en este caso es dependiente de la

metilacién diferencial del ADN en la region RMD.
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Fig. 9 El locus improntado /gf2/H19. En el alelo materno 1gf2 esté silenciado, pero en el alelo paterno se expresa. La
region RMD tiene 4 sitios de union a la proteina CTCF, cuando esta metilada (en el alelo paterno}, se impide la unién del

factor CTCF y se permite la activacion del gen Igf2 por los enhancers endodérmicos.
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Modelos de accion de los “insulators”

Hasta la fecha no ha sido posible determinar los mecanismos exactos de las funciones de los
“insulators” vy los modelos propuestos tienen una estrecha relacion con la accidn de los enhancers.
Existen tres modelos propuestos sobre cémo el “insulator” lleva a cabo la funcion de bloqueo de
enhancer: 1) en el primero llamado "looping” se propone que el “insulator”, interrumpe los contactos
protéicos entre el promotor y el enhancer (Fig. 10A), 2) en el segundo modelo llamado "tracking” se
propone que al colocar al “insulator™ entre el enhancer y el promotor, el “insulator” bloguea el paso
del complejo de transcripeion impidiendo de esta manera la activacion del promotor (Fig. 10A); 3) otro
modelo propuesto es el llamado de bloqueo estérico, en el cual, al colocar al “insulator” entre el
enhancer y el promotor, los factores protéicos que se unen al “insulator”, impedirian la unién de los
factores del enhancer, pero hasta la fecha esto no ha sido posible comprobar de manera clara alguno de

estos modelos (Fig. 10A). Anteriormente Geyer propuso otro modelo llamado "decoy" en el cual se
propuso que el “insulator” titulaba los factores necesarios para la actividad de los enhancers
reclutandolos o secuestrandolos y de esta manera se inactivaba la funcién del enhancer (Parnell y
Geyer 2000; Fig. 10A). Sin embargo, actualmente se tienen varias evidencias experimentales que van
en contra de este modelo (Cai y Levine 1995; Recillas-Targa, Bell y Felsenfeld 1999).

Experimentos realizados en transfecciones transitorias con plasmidos circulares y lineales
mostraron que los “insulators™ no alteran en ninguna forma a los enhancers y que su actividad de
bloqueo es dependiente de su posicion y requieren de proteinas especificas para realizarla (Recillas-
Targa et al 1999). Aunque estos resultados se inclinan mayoritariamente a que el enhancer realiza su
funcién por medio del "tracking”, ya que el “insulator” bloquearia esta funcién de manera estérica, a la
fecha no existe un estudio que favorezca a uno de los modelos en particular.

La segunda caracteristica funcional de los “insulators” es la de proteger a un transgen del efecto

de posicién cuando se encuentran a ambos lados de éste. En 1998 Felsenfeld y colaboradores
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demostraron que el “insulator” 5°cHS4 del locus B-globina de pollo es capaz de proteger a un transgen
en células en cultivo del efecto de posicién y de la desacetilacion y la metilacion del locus que son _
sindnimo de. represion (Pikaart et al. 1998). Basados en estos datos y en los de los “insulators™ de
Drosophila, se propusieron, entre otros, dos modelos sobre como el “insulator” podria funcionar para
proteger a un dominio del efecto de posicion. En el primero, sugieren que el “insulator” funciona como
una barrera para el acceso de los complejos de metilacion y desacetilacion. quizas secuestrando
desacetilasas de histonas e impidien'do que actien sobre el dominio, en el segundo modelo, podrian
reclutar activamente acetilasas de histonas (Fig. 10A) (Pikaart et al. 1998; Razin et al 2003; Recillas-
Targa 2002). Anteriormente mencionamos que al integrar un transgen en el genoma, su expresion estd
sujeta al entorno cromatinico en el cual se integra. Si el transgen se integra en una region de
heterocromatina, la expresion del gen es silenciada, ya que la heterocromatina "invade” al transgen,
creando una estructura de la cromatina represora la cual impide su transcripcion (Fig 10B).
Recientemente en levadura se implementd una técnica llamada “boundary-trap”, mediante esta técnica
se demostrd que existe un contacto fisico entre componentes del poro nuclear y el locus HML y que
esto bloquea la represion. formando un dominio activo entre un region silenciadora; este estudio
demuestra que la actividad de barrera puede estar ligada a contactos con la periferia nuclear (Ishii et al
2002).

De este concepto se desprende otra actividad en la cudl los “insulators”, que pueden actuar
como una barrera fisica que impida la "invasion" de regiones de heterocromatina al transgen. Salta a la
vista que dadas las propiedades de los “insulators”™ nos encontramos ante un novedoso tipo de
elementos de regulacion que pueden contribuir a evitar la variabilidad y extincion en la expresion de

genes con fines terapéuticos (West ef af 2002).
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En conclusion, los “insulators” son elementos que ayudan a organizar el genoma en dominios
cromosomales al servir como limites entre genes o loci que se expresan diferencialmente durante el
desarrollo, protegiéndolos de los efectos de la cromatina adyacente (ya sea heterocromatina o
elementos de regulacion en loci adyacentes),ayudando a mantener los dominios "abiertos" para que
puedan ser transcritos y quizas tengan funciones todavia no descubiertas como por ejemplo regulando

transcritos intergénicos.
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Fig. 10 Modelos propuestos para el funcionamiento de los “insulators”. A) Modelos para la actividad de bloqueo de

3

enhancer, Un “insulator” (triangulos negros) podrian reclutar complejos protéicos {ovalos amarillos); estos complejos
podrian reclutar actividades de HAT's con la capacidad de acenilar histonas para prevenir la propagacion de cromalina
represora (en gris) La acetilacion de las histonas interfiere con el establecimiento de una marca que asocia complejos
silenciadores. En la derecha el modelo de bloqueo de la actividad del enhancer v el modelo de “decoy” donde ¢l “insulatoc”
“atrapa’” las sefales del enhancer (ovalo verde). B) Relacion entre los “insulators” y los dominios topologicos. Se muestran
posibles interacciones de los “insulators™ al formar las asas o “loops”™. Dominios independientes podrian ser definidos a
través de las interacciones entre los “insulators” y componentes del poro nuclear (i); la lamina nuclear (ii) o mediante
interacciones con complejos pretéicos (verde y amarille) (iii). En eada caso, la formacion de dominios restringe

interacciones regulatorias v la propagacion del silenciamiento a un solo dominio. Algunes “insulators” podrian bloquear fa

actividad de los enhancers al interaccionar con factores transcripcionales (iv). Tomado de (Kuhn v Geyver 2003).




Las Secuencias de Unién a la Matriz Nuclear o MAR’s

Otros elementos que delimitan los dominios, son las {lamadas secuencias de union a la matriz
nuclear ("Matrix Attachment Regions o Scaffold Attachment Regions, MAR’s o SAR’s"), las cuales
son elementos en cis que estan involucrados en la organizacion de los dominios estructurales asociados
con sitios de hipersensibilidad, que se encuentran enmarcando regiones que presentan una sensibilidad
generalizada al corte por la DNasa | y que tienen la capacidad de unién a la matriz nuclear. A
diferencia de los “insulators”, no todas las MAR’s confieren proteccion contra el efecto de posicion, ni
tienen una expresion dependiente del nimero de copias y la gran mayoria no tiene funcién de bloqueo
de enhancer (Bode e al 2000; Allen ef al 2000). Estas secuencias son ricas en A’s y T’s, no tienen una
secuencia consenso y se identificaron como sitios de unién a la matriz nuclear, el ADN de estas
regiones tiene un surco menor mas angosto, s propensa a desenrollarse y se dobla con mayor facilidad.
Estas secuencias generalmente son reconocidas por la histona H1 y por la topoisomerasa I1 (Inoue es
al. 1999). Estas dos proteinas contribuyen a compactar la fibra de cromatina en “loops” o bien forman
heterocromatina, por el contrario, ofras proteinas como MATH-20 y HMG-IFI, se unen
cooperativamente a estas regiones y pueden desplazar a las proteinas que inducen la compactacion y de
esta manera crear accesibilidad. Tres excepciones a esta regla son las encontradas en la MAR del locus
de lisozima de pollo. llamadas elementos A, las cuales se encuentran en 5"y 3’ delimitando el locus
(von Kries et al 1990). Estas MAR’s son capaces de proteger a un transgen contra el efecto de posicidn
y tienen actividad de bloqueo de enhancer (Stief ef al. 1989). Otro ejemplo clasico es el de las MAR's
5" y 3’ del gene humano de la apoliproteina B (apo B), con s6lo la actividad de proteccion contra el
efecto de posicién, sin embargo no son capaces de bloquear a un enhancer (Kalos y Fournier 1995).
Existen otros elementos MAR en el gen u de la inmunoglobulina, éstos fueron encontrados

flanqueando el enhancer y el promotor del gen. Posteriormente se estudié el papel que jugaban estos
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elementos en la expresion del gene p de la inmunoglobulina. Se generaron ratones transgénicos los
cuales llevaban construcciones del gene w con o sin las secuencias MAR’s, ademas, analizaron el
efecto de la metilacion del ADN previo a la transfeccion (en células en cultivo) en la actividad del gen
it con o sin las MAR’s. Encontraron que ¢l enhancer u es capaz de activar a un promotor distal en
transfecciones estables en células en cultivo, pero no en ratones transgénicos, sin embargo. al estar en
combinaciéon con las MAR’s, el enhancer fué capaz de activar al gen también en los ratones
transgénicos. Ademas el enhancer en-combinacién con una MAR indujeron accesibilidad en una regién
cromatinica. Las secuencias MAR’s fueron capaces ademas, de localizar al transgen a la matriz nuclear
y finalmente obtuvieron un dato relevante ¢ inédito en el cual demostraron que las secuencias MAR's
podian revertir la metilacién del ADN, y gracias a esto se evité la represion génica. Sin embargo. las
MAR’s por si solas son incapaces de ejercer estas funciones por lo que se propuso que la accion de las
MAR’s era dependiente del enhancer (Namciu et al 1998; Nabirochkin et a/ 1998; Hart 1998)

Ademds de las MAR's, se ha demostrado que en el genoma se presentan naturalmente
secuencias repetidas ricas en A-T, las cuales presentan algunas propiedades que pudieran estar
involucradas en la definicion de dominios y a las cuales resulta dificil atribuirles un actividad funcional
(Moreau ef af 1982; Forrester e af 1999). Por otra parte, también existen secuencias repetidas como la
familia CR1 que ha sido localizada en los limites de algunos dominios como en los extremos 5” y 3’ del
locus B-globina de pollo, y se ha propuesto que las repetidas de A's y T's junto con las CR1 y las
secuencias Alu pudieran formar una estructura diferente de cromatina que contribuyera a delimitar el
dominio (Kondo e [ssa 2003; Haas [997).

Al analizar las propiedades de las secuencias delimitadoras como “insulators” o las secuencias
MAR’s, se hace evidente la necesidad de seguir estudiando estas secuencias ya que forman parte

fundamental de la organizacion de los genes en dominios transcripcionalmente activos sin descartar su
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participacién en la organizacion topologica de dominios génicos. A continuacion hablaremos sobre las

interacciones v la cooperacién de estos limites para que los dominios puedan ser regulados.

Territorios Nucleares

Hace algan tiempo se pensaba que el nicleo era una estructura donde la transcripeion, la
replicacion y todas las actividades de procesamiento det ADN, se llevaban a cabo en cualquier lugar de
éste. Actualmente se entiende que esto no puede ser cierto ya que se sabe que el nucleo tiene una
estructura tridimensional y que esta estructura se adapta a distintas circunstancias, como por ejemplo en
respuesta a diferentes tipos de estrés o durante las distintas etapas del ciclo celular para facilitar las

funciones celulares, nucleares y de segregacién o incluso se ve afectada en células tumorales (Fig. 11).
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Fig. 11 Territorios nucleares. Se muestra la representacion de un nicleo en interfase, y sus componentes. PcG,
miembros de la familia Polyconib de proteinas, PML. cuerpo promielocitico, OPT dominio tramscripcional donde son
abundantes las proteinas Oct-1 y PTF, “speckles”™ sitios donde se encuentran los factores de “splicing” del ARN pre-
mensajero, SAM 68 cuerpo nuclear que se cree esta involucrado en el metabolismo det ARN; RNP, ribonucleoproteinas.

(Tomado de Spector 2001).

En un nicleo en interfase, los cromosomas estan organizados en zonas liamadas territorios
cromosomales, los cudles, basados en modelos propuestos por varios grupos, sugieren que sc
encuentran separados por canales Hamados dominios o regiones intercromosomales (Lukasova et af
2002; Cremer y Cremer 2001). En esta etapa del ciclo celular, los cromosomas son altamente
dmamicos y se ha visto que los genes activos transcripcionalmente se encuentran mas cerca de los
canales intercromosomales aledafios a la superficie de les territorios y con una mayor superficie de
contacto con éstos (Lamond y Earnshaw 1998; Ragoczy er al 2003). Se ha comprobado que los

cromosomas se mueven dentro de su territorio v se ha propuesto que la explicacion a estos cambios en




su localizacién sub-nuclear estin determinados por la abundancia de factores involucrados en el
procesamiento, la transcripcion y la replicacion en focos localizados aledafos a la periferia de estos
territorios (Parada y Misteli 2002). Para explicar este concepto, existe un ejemplo clasico que
demuestra el movimiento o reclutamiento de genes a una regién en las células B de ratén que es rica en
una proteina llamada Ikaros (Kirstetter er a/ 2002) Esta proteina es capaz de inactivar a los genes
especificos del linaje linfoide a través de su relocalizacion a una region centromérica de
heterocromatina. Mientras que los genes que necesitan ser (ranscritos permanecen en zonas favorables
del nucleoplasma, Ikaros recluta a los genes que deben ser reprimidos a sitios de heterocromatina para
inactivarlos (Lamond y Earnshaw 1998). Esta represion involucra el movimiento de loci especificos a
un compartimiento nuclear donde son silenciados activamente (Cremer y Cremer 2001).

En levaduras se ha observado que los complejos que participan en el silenciamiento genético.
particularmente la familia de las proteinas SIR (Fig. 12), se localizan en los telémeros cerca de la
periferia nuclear donde se encuentran en compartimentos. Se han identificado por lo menos dos
proteinas que ayudan a que esto ocurra: una de ellas es el complejo Ku. el cual al ser mutado en
cualquiera de sus dos subunidades impide la posicion perinuclear del telomero y la otra es Rap 1, la
cual recluta a Sird al telomero la cudl a su vez va reclutando las demds proteinas del complejo Sir
(Thrower v Bloom 2001; Mishra y Shore 1999; Luo e al 2002). Ademas se ha demostrado que la
represion de genes reporteros baja a medida que se alejan de los teldmeros (donde se encuentran los

complejos represores (Marshall er al 1997, Wei et al 1998). Estas evidencias apoyan y asocian el

concepto de territorios y dominios.
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Fig. 12 Silenciamiento telomérico en levadura. A) La proteina Rap 1 recluta a Sird quien posteriormente recluta
a Sir 2 y adicionalmente una actividad de HDACSs, para permitir la union de Sir 3. B) La nucleacion del complejo de

proteinas Sir se Heva a vabo en la presencia de la proteina Ku.

Los “insulators” y su relacion con la organizacién nuclear y sub-nuclear.

En Drosophila, Corces y colaboradores han descrito un modelo en el cual se asocian los
“insulators” v los elementos de respuesta Polycomb (Pc-G), los cudles pueden actuar en frans para
mediar la represion y lo hacen a través de interacciones proteina-ADN y proteina—proteina con
miembros de la familia Polycomb en zonas definidas dentro del nucleo (Fig. 13). Se ha propuesto que
la organizacion v actividad de los “insulators™ de Drosophila, en particular gypsy, es influenciada por

los elementos Pc-G al establecer dominios sub-nucleares, en particular, con una tendencia clara a




localizarse en regiones centrales del nucleo. Lo anterior correlaciona con la mactivacion del locus
estudiado (Fig. 13). Este mismo grupo ha demostrado una clara relacion entre la presencia del
“insulator” gypsy v una localizacion sub-nuclear cercana a la periferia del niicleo, siendo en esta zona
donde el domin io enmarcado por el “insulator” gypsy se vuelve activo transcripcionalmente {(Fig. 13).
Las evidencias van mas alla dado que demostraron que Su(Hw), el componente central de la accion del
“insulator” gypsy, co-localiza con una alta frecuencia con la proteina laminima, componente estructural

de la membrana nuclear (Gerasimova ¢f gl 1998).

s
Dominio inactivo
. n‘?ﬁm

Y

Fig. 13 Modelo de Ia organizacion del “insulator” gypsy. El “insulator” gypsy mediante Su(Hw) (en azul), y
mod (mdg4) (en verde), se une a se une a la Jamina nuclear promoviendo la formacién de los “loops” o asas cromatinicos
(en naranja), generalmente se edcueniran en la periferia def nicleo. Proteinas represoras det grupo Polycomb encuentrafi log
sitios de unidn en los PRE (elementos de respuesta a polycomb) y no co-localizan con las proteinas componentes del

“insulator” gypsy.



Recientemente el modelo de Corces ha sido apoyado debido a nuevos experimentos de su
laboratorio, en los cuales demostrd que al calocar un elemento gypsy entre dos elementos gypsy origina
la formacion de un nuevo “loop™ o asa cromatinica, formando de esta manera dos “loops™ pequerios
(Fig. 13). Esto ademas de apoyar su modelo, le da a las proteinas involucradas. particularmente a
Su(Hw) una nueva relevancia al tener un papel en la formacion y topologia de los “loops™ cromatinicos.
Recientemente se ha descrito que CTCF es capaz de unirse a la matriz nuclear, esta caracterfstica le
permitiria en cierta manera contribuir a la organizacién de la cromatina y quizas a la formacion de

nuevos “loops” como gypsy (Byrd y Corces 2003; Dunn ef ai 2003).

Las evidencias mencionadas demuestran que en el nicleo debe existir una organizacion tal que
permita la correcta regulacion de loci independientes, facilitando el remodelaje de la cromatina
inicialmente a nivel de un dominio para que posteriormente se active o se reprima la transcripcion en
un momento determinado del desarrollo y que los limites de los dominios son elementos importantes
para que esta organizacion se lleve a cabo de manera mas eficiente. Ademas, los nuevos datos surgidos
a partir de estudios citoldgicos apoyan la idea de la necesidad de tener elementos estructurales, ya sean
asociados a membrana, poro nuclear o matriz nuclear, para el anclaje de secuencias que favorezca una

topologia dptima y asi llevar a cabo la expresion regulada de los genes contenidos en un dominio.

El factor transcripcional CTCF

La proteina CTCF se identificé primeramente como un factor capaz de unirse al promotor de c-
myc de pollo (Klenova et al 1993), en este promotor su sitio de unién es rico en nucledtidos CG’s.
Posteriormente fue identificado en una regién rica en AT’s del silenciador del gen de la lisozima de

pollo, como un factor que inducia la represion transcripcional en respuesta a V-erbA, el receptor
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tiroideo o al receptor de &cido retinoico y al que bautizaron como Nepl (Arnold et al 1996).
Finalmente se demostré que Nepl y CTCF eran la misma proteina aunque la secuencia del sitio de
union al ADN identificado en el promotor c-myc y el caracterizado en el silenciador del gen de la

lisozima era diferente (Burcin et al. 1997).

Estructura peptidica y génica de CTCF

Ll factor CTCFE es un factor altamente conservado y tiene una identidad del 100% entre
distintos organismos en su dominio de union al ADN, es decir en los dedos de zinc. CTCF tiene 11
dedos de zinc, 10 de la clase C;H; y uno de la clase C;HC (Klenova el al 1993 Ohlsson ef ¢/ 2001). Al
hacer una comparacion entre el gen CTCF de pollo y el de mamiferos, en este dltimo se identificaron 5
intrones adicionales y una gran cantidad de repetidas ALU y LINE al interior de los intrones, sin
embargo, estas diferencias no cambian el marco de lectura; esto es importante. por que se ha visto que
las secuencias ALU son caracterfsticas de los primates y en la mayoria de los casos ocasionan
enfermedades debido a sus inserciones o cambian el patrén de metilacion o de expresion de algunos
genes, mas no en este caso (Batzer 2002). Los exones que van del E2 al E9 de CTCF de mamiferos
son relativamente pequefios, del exon E2 al E8 estan codificados los 11 dedos de zinc y en el E9 una
secuencia de unién al ADN rica en AT (KKRRGRP) (Ohlsson er al 2001; Fig. 14A). Los exones El al
E10 contienen dominios represores; el onceavo dedo de zinc del tipo C,HC, es similar al usado por las
proteinas “Friend of Gata-1” (FOG) las cuales se unen al factor GATA-1 utilizando este tipo de dedo
de zinc; esto es relevante ya que indica que CTCF probablemente pueda unirse a otros co-factores que
ayuden a su funcién. Por su parte algunos dedos de zinc puedan estar mediando interacciones con otras
proteinas, mientras que otros se encargan de la unién al ADN. La versatilidad de esta proteina esta
claramente dada por ¢l uso diferencial de los dedos de zinc para unirse a distintas secuencias de union

en el ADN, y es esta union diferencial la que provoca diversas respuestas biologicas (Filippova ef al.
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1996). Se ha propuesto que los dedos de zinc son capaces de unirse a varios factores como YB-1, YY1
vy RNP-K (Chernukhin e¢ al. 2000).

En el extremo frans-represor localizado en la region terminal carboxilo de CTCF se encuentra
un dominio conservado SKKEDSSDSE, donde la proteina puede fosforilarse en los 4 residuos de
serinas. La cinasa responsable de la fosforilacion es la CKII (Fig. 14B). Se sabe que al prevenir la
fosforilacién de las serinas se potencia la represion de los promotores blanco de CTCF. La
fosforilacidn puede ser requerida para modular las actividades de CTCF mediadas a su vez por cambios
conformacionales, homodimerizaciones o interacciones con otras proteinas.

Adyacentes a los sitios de fosforilacion se encuentran 2 repetidas PXXP, caracteristicas de un
dominio SH3 el cual media interacciones proteina-proteina. Datos no publicados del grupo de
Lobanenkov indican que una de las proteinas que son capaces de unirse a este dominio es BIN1 (“Myc-
binding protein 1), la cual se piensa que es un supresor tumoral. Lo que podria indicar que juega un
papel importante junto con CTCF para controlar el ciclo celular (ver CTCF y represion).

Adicionalmente la proteina CTCF es capaz de dimerizarse e incluso trimerizarse, aunque la

importancia biolégica de esto todavia no ha sido estudiada. (Yusufzai et af 2004).
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Fig. 14. Fl gen CTCF y su estructura peptidica A) Se muestra el locus del gen C'FCF en pollo y en humano. Las
cajas negras representan los exones, las flechas indican el sitio de inicio de la transeripeion. B) Proteina CTCF, se muestran
los 11 dedos de zinc, en rojo se muestra las regiones de fosfonlacion del carboxilo temminal, y en verde la secuencia rica en

AT responsables de la union al ADN.




CTCF y represion

Otro reporte publicado y que tiene que ver con una proteina que se une a CTCF es el co-
represor Sin3a, el cual interactia con los dedos de zinc de CTCF mediante 2 dominios: el dominio
PAH3. el cual previamente se habia identificado como un sitio que interacciona con SMRT v con
TFIIB. v el dominio carboxilo de 200 aminoacidos. Se ha propuesto que CTCF a través de Sin3a
recluta una actividad de desacetilasa de histonas (Lutz er af 2000). Por otra parte en ¢f silenciador de la
lisozima de pollo, CTCF actlia de manera conjunta con el receptor de la hormona tiroidea (Lutz et al
2000). Por otra parte, el silenciamiento del gen myc mediado por CTCF llevd a pensar que esta proteina
pudiera estar involucrada en la proliferacion celular (Chernukhin et al. 2000).

La sobreexpresion de CTCF afecta negativamente la proliferacion celular, CTCF lleva a la
célula a un arresto en el ciclo celular pero sin inducir apoptosis. Sin embargo estos efectos observados
no pueden explicarse Gnicamente por la represion de myc. Existe una gran variedad de genes regulados
por CTCF, algunos de ellos involucrados en ciclo celular, como E2FI, p33, pl9/ARF. pl6/INK{a y
p27. La expresion ectopica de CTCF induce un arresto en la proliferacion celular sin provocar
apoptosis en varias lineas celulares. ellos fueron capaces de mantener lineas celulares vivas sin
proliferar por varios dias (Rasko ef al. 2001).

Estos hallazgos indican que CTCF puede regular la progresion del ciclo celular en varios
niveles, lo ciue apoya las evidencias generadas por el grupo de Lobanenkov que indican que CTCF
puede actuar como un supresor tumoral (Filippova et al. 2002; Takai et al. 2001; Ulaner er al 2003).
Otro dato interesante surge al mutar los dedos de zinc que se unen a las regiones ricas en GC o que son
importantes para la union de CTCF a los promotores de distintos genes, no tiene efecto alguno en fa

unién de este factor a los sitios en donde CTCF funciona como un “insulator”, esto concuerda con el
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hecho de que la union de diferentes dedos de zinc dicta las diferentes respuestas biolégicas para un gen

o dominio determinado v que estas respuestas dependen del contexto gendmico (Filippova et al. 2002).
En conclusién y debido a que CTCF esta involucrado en diversos procesos, se le ha nombrado

como un factor multifuncional, ya que puede formar parte integral de los “insulators™, y ademas

conducir a las células a distintas respuestas bioldgicas al actuar como activador o represor.

CTCF y BORIS

Hasta hace poco se pensaba que CTCF era el dnico factor con las caracteristicas descritas, pero
Loukinov y colaboradores descubrieron un segundo factor que tenia un 100% de identidad en los dedos
de zinc, el cual puede reconocer a las mismas secuencias de unién de CTCF, pero que difiere en sus
extremos terminales amino y carboxilo (Loukinov et af. 2002). Este factor fue identificado y clonado
de células provenientes de raton y de humano, pero aparentemente esta ausente en el pollo. Este gen
fue nombrado BORIS (“Brother Of Regulator of Imprinted Sites™), presenta un patron de expresion
altamente especifico, concentrandose en una subpoblacién de espermatocitos involucrados en la
reprogramacion de las marcas de metilacion durante el desarrollo del espermatozoide. Un dato
interesante, es que CTCF no se expresa en los espermatocitos y que en ese momento la metilacion de
las citosinas es nula, lo gue podria indicar que a diferencia de CTCF, BORIS no juega un papel en el
mantenimiento de los genes improntados (Fedoriw ef al. 2004).

La activacién de BORIS se da en la altima mitosis de la linea germinal cuando CTCF se activa
BORIS se inactiva, y se ha propuesto que esto ocurre en asociacion con el borrado y re-establecimiento
de las marcas de metilacion epigenéticas. BORIS a diferencia de CTCF se encuentra mayoritariamente
en citoplasma, y se ha propuesto que su importacién al nicleo tiene un papel regulatorio que no es
compartide por CTCF, aunque todavia se desconoce cual es ese papel (Loukinov ef al 2002). Se ha

propuesto que en células transformadas se presenta una expresion aberrante de BORIS que compite con
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CTCF por la regulacién de sus genes blanco. o bien que interfiere con la propia regulacion del
promotor del gen CTCF. Un ejemplo de esto se ha visto en células normales de glandula mamaria, en
las cuales no se detectan niveles del ARN mensajero de BORIS, mientras que en células de tumores de
glandula mamaria, se ha encontrado expresion de ARN mensajero de BORIS en un 50% de los tumores
analizados (Klenova ef af 2002). La expresion ectopica de BORIS en células normales induce
proliferacion y lleva a la transformacién celular. El hecho de que BORIS se haya encontrado
aberrantemente expresado en diversos tipos de cancer y que ademas esté amplificado en una region
asociada a cancer (20q13) indican que quizés BORIS esté redirigiendo una reprogramacion epigenética
en sitios de union a CTCF, y que quizas coopere con co-factores distintos a los de CTCF para interferir
con las funciones normales de CTCF en el control del ciclo celular (Klenova ef a/ 2002).

En conclusién es importante el recordar que CTCF es un factor multifuncional y que ain falta
determinar sus mecanismos de accién incluyendo la actividad de bloqueo de enhancer. Estudios donde
se encuentren a sus co-factores en distintos contextos, serén importantes para el entendimiento de las
funciones de esta proteina.

El hecho de que la cromatina sea una estructura altamente represora, da relevancia a la
existencia de los elementos que son capaces de remodelarla para poder regular la transcripcion génica.
Entre los elementos que regulan la transcripcion revisamos a los LCR’s, enhancers y los “insulators”.
Estos altimos tienen especial v novedosa importancia ya que son los encargados de delimitar a los
dominios, de cooperar con distintos elementos para mantener a los dominios accesibles y protegerlos
de los efectos de la cromatina adyacente. La organizacion del genoma en dominios independientes y la
cooperacion de los elementos inherentes a ellos para su regulacion especifica ha ilevado a proponer a
los dominios como uno de los niveles iniciales de regulacion de la expresion génica. A continuacidn se
describiran dos de los dominios mejor estudiados tanto a nivel de la estructura de la cromatina como de

la regulacion de la expresion de sus genes a lo largo del desarrollo.

67



Los dominios o y B-globina de pollo

Como va hemos descrito, el genoma eucariote se encuentra organizado en dominios
cromatinicos. Los dominios transcripcionalmente activos se caracterizan por una sensibilidad
generalizada a la digestion por la nucleasa DNasa [, lo que indica que tienen una estructura mas
“gbierta” de la cromatina y por lo tanto mas accesible a los factores de transcripcion. Estos dominios
activos tienen limites bien definidos, lo que sugiere que los dominios representan unidades
estructurales de cromatina, y su organizacién no afecta regiones aledafas. Los limites representan las
fronteras entre diferentes estructuras de la cromatina (Recillas-Targa y Razin 2001). El ejemplo mas
claro de la organizacion del genoma en dominios, surge al estudiar el dominio B-globina de pollo
(Burgess-Beusse et al 2002; Razin et al 2003; Fig. 15).

Este dominio en particular se encuentra activo cuando sus genes estan siendo expresados en
células eritroides. y por lo tanto la estructura de la cromatina esta “abierta”, lo que correlaciona con
una acetilacion generalizada de los extremos amino-terminales de las histonas (Hebbes ez al 1994; Litt
et al. 2001); mientras que en tipos celulares no-eritroides, la estructura de la cromatina del dominio se
encuentra “cerrada” v por lo tanto inaccesible a los factores transcripcionales. Asi pues, existe una
conexion entre la sensibilidad generalizada al corte por la DNasa 1, la acetilacién de las histonas y la
activacion de! dominio (Martin et al 1996; West et al 2002).

El dominio B-globina de pollo es considerado como un dominio de los llamados “fuertes™; estos
dominios tienen limites bien definidos y la presencia de elementos que definen el limite del dominio
como los insulators o elementos barrera es un factor decisivo para la formacion y el mantenimiento de

estos dominios. Otros ejemplos de dominios “fuertes” son el locus 87A7 delimitado por los insulators
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scs y ses” v locus de mating type HML-HMR en S. cerevisiae (Razin et al 2003; Kellum 1992; Donze
efal. 1999).

El dominio B-globina de pollo se extiende por 30 kb y contiene un gen embrionario (€). uno
fetal (p) y 2 genes adultos (B* y ™. Entre el gen adulto B* vy el gen embrionario se ha identificado a
un enhancer eritroide especifico (B, el cudl actila sobre ambos genes (Recillas-Targa y Razin 2001).
En el extremo 5° no-codificante del dominio, se identificaron cuatro sitios de hipersensibilidad al corte
por la DNasa I. Estos sitios forman parte del LCR del dominio el cual funciona activando a los genes
globina dependiendo del estadio de diferenciacion celular y etapa del desarrollo (Li es af. 2002). El sitio
de hipersensibilidad 5° cHS4 constituye el limite 5” del dominio (Burgess-Beusse et al. 2002; Reitman
1990). Rio arriba del “insulator” ¢HS4 hay una region de cromatina altamente condensada, esta regién
de 16 kb es rica en secuencias repetidas conocidas como CR1 y el ADN se encuentra altamente
metilado, rio arriba de las 16 kb de cromatina condensada se encuentra un gen que codifica para el
receptor del folato (Prioleau er al. 1999; Ghirlando ef af 2004). En el extremo 3° del dominio se ha
encontrado otro sitio de hipersensibilidad llamado 3 HS, y éste sitio define el limite del dominio en su
extremo 3. Rio abajo del limite, a 2.3 kb, se encuentra el gen para el receptor olfatorio COR3’f3, el
cual aparentemente posee un patron de expresion cerebro especifico (Saitoh er al. 2000). Asi pues.
tenemos que el dominio B-globina de pollo tiene en sus extremos a dos sitios de hipersensibilidad
constitutivos, el 5°cHS4 y el 3'HS, los cuales han sido caracterizados como “insulators™ corroborando
la organizacion del genoma eucariota en dominios (Burgess-Beusse ef al. 2002; Fig 15).

Ei sitio de hipersensibilidad 5> ¢HS4 ha sido identificado y caracterizado como un elemento
tipo “insulator” que tiene las dos propiedades funcionales de estos elementos, la de bloquear la
comunicacion entre un enhancer y un promotor y la capacidad de proteger a un transgen de los efectos

de posicién creados por el entorno cromatinico del sitio de integracion del transgen (Burgess-Beusse et
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al. 2002; Chung ef al 1997; Pikaart, Pikaart ef al 1998). El “insulator” 3’"HS tiene sdlo la propiedad de

blogueo de enhancer, ya que es incapaz de proteger a un transgen de los efectos de posicidn (Saitoh ef

al. 2000; Recillas-Targa y Razin 2001).
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hipersensibilidad; RF, gene del receptor del folato; OR, gene del recepter olfatorio.

De manera interesante, la propiedad de bloqueo de enhancer de ambos “insulators” es dependiente de

la unidn del factor CTCF (Bell e al 1999). La presencia de estos elementos a ambos lados del dominio

apoyan la hipdtesis de que estan involucrados en la formacién y el establecimiento de los dominios

cromatinicos adicionalmente se ha planteado la posibilidad de su interaccion fisica formando asi la base

de una asa cromatinica que contenga al dominio 3-globina de pollo.
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Recientemente los modelos propuestos acerca de la manera como los limites de los dominios
regulan la apertura y cerrado de los mismos, relacionan a los “insulators™ y a las secuencias MAR’s con
complejos de remodelaje, metilacion y acetilacion/desacetilacion de histonas. Felsenfeld propuso en
1998 dos modelos que explican como los limites de un dominio influyen en su formacion y
mantenimiento (Fig. 16). El primer modelo considera a los “insulators™ como responsables de evitar o
bloquear el acceso al dominio, de enzimas capaces de generar una cromatina compacta, como por
gjemplo desacetilasas de histonas o metil-transferasas de ADN (Fig. 16A) En el segundo modelo, los
“insulators” actuarian reclutando acetil-transferasas de histonas /6 complejos de remodelaje ATP-
dependientes para favorecer una estructura de la cromatina “abierta” a nivel de un dominio (Pikaart e/
al 1998; Fig. 16B). Recientemente se han encontrado evidencias en el “insulator” 5'HS4 B-gtobina de
pollo que indican la presencia de una actividad de acetilasa de histonas (Mutskov ef al 2003). Ademas
Felsenfeld propuso que los limites eran capaces de bloquear la accion de desacetilasas y metilasas, para
impedir que éstas actuaran sobre el dominio y mantenerlo abierto. Por otra parte, al reunir todos los
estudios acerca de los limites de los dominios (en particular de los “insulators”), existen evidencias que
sugieren que las funciones de estos limites dependen del contexto cromatinico en el cual se encuentren,
es decir, la actividad de bloqueo de enhancer estd destinada a evitar la promiscuidad entre los
elementos de regulacion a distancia de dominios adyacente como sucede en el caso del “insulator™ 3°
del locus B-globina de pollo. Este “insulator” sélo presenta actividad de bloqueo de enhancer, por el
contrario el “insulator” 5°cHS4 del mismo locus presenta ambas actividades (bloqueo de “enhancer” y
proteccion contra el efecto de posicion), se ha propuesto que esto se debe a que rio arriba del
“insulator” se encuentra una regién de heterocromatina y por lo tanto debe de evitar que esta estructura
represora invada el dominio a través de un efecto de heterocromatinizacion (Recillas-Targa y Razin

2001; Burgess-Beusse et af 2002; Fig 8).
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Fig. 16 Actividades propuestas de los insulators. 1, “insulators™; M/D, nietil-transferasas, desacetilasas. A, acetilasas: En,

enhancer

Los dominios son entidades dindmicas, y el ambiente gendmico tiene una gran influencia en su
organizacion y funcidén. Sobre el dominio actuan diversos factores como su localizacion dentro del
nucleo, el cual se sabe que esta compartamentalizado y que esta compartamentalizacion tiene efectos
directos sobre la estructura de la cromatina vy la regulacion transcripcional, de esta manera
encontraremos dominios que quizds no tengan limites bien definidos, o bien que no necesiten tener

limites o “insulators™ (Razin ef o/ 2003; Isogai y Tiian 2003).



El dominio a-globina de pollo

Un ejemplo de un dominio que aparentemente no tiene limites bien definidos dado que se

encuentra en una regidén gendmica constitutivamente abierta, es el dominio o-globina de pollo, este

dominio contiene un gen embrionario (1) y dos genes adultos (o™ y &) (Fig 17).
La regién 5° no codificante. entre 2.5 y 5.5 kb rio arriba del gen embrionario m, se ha encontrado un
origen de replicacion, el cudl correlaciona con la presencia de un enhancer débil, activo en células no-
eritroides (Razin ef a/ 1991). De 3 a 4.5 kb rio arriba del gen n se ha identificado una isla CpG, la cual
tiene un efecto negativo sobre la transcripcion de un gen reportero en transfecciones transitorias
(Yudinkova y Razin 2002). Se ha pensado que la region rica en CG’s, la cual tiene un efecto negativo
sobre la transcripeion podria estar modulando la actividad transcripcional de los genes cuando no
necesiten ser expresados y que a su vez seria necesaria para mantener una estructura abierta de la
cromatina, ya que las islas CpG’s que se encuentran en promotores de genes generalmente estan
protegidas de la metilacion (Razin ef af 2000; Hendrich'y Tweedie 2003).

A lo largo de todo el dominio existen miltiples sitios de hipersensibilidad (Fig17). Dellals
kb rio arriba a partir del gen 7, se encontraron 3 sitios de hipersensibilidad, uno constitutivo,
enmarcado por dos sitios eritroide-especificos, uno de estos sitios co-localiza con un elemento tipo
MAR (Razin ef @/ 1999). En el extremo 3’ del dominio, 2 kb rio abajo del gen adulto a, han sido
identificadas secuencias repetidas tipo CR1, adicionalmente este dominio tiene secuencias ricas en AlT,
localizadas en ambos extremos del dominio y algunas co-localizan con secuencias tipo MAR’s
(Farache ef al 1990). Experimentos realizados por Raziny colaboradores, han concluido que estas
MAR’s organizan al dominio en un “loop” de aproximadamente 20 kb (Razin ef af 1991). Por otra

parte en el extremo 3’ se identifico por homologia de secuencias entre pato y pollo, una region
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altamente conservada, la cual corresponde a un silenciador y a un enhancer, estos elementos tienen
sitios de union a factores eritroide especificos como GATA-1 y a factores de transcripcion generales
como EKLF, NF-E2 y Sp! (Recillas-Targa 1993).

Este dominio a diferencia del dominio B-globina de polle conserva una estructura de la
cromatina “abierta” en células no-eritroides donde los genes no son activos, esto puede deberse a que
en el extremo 53’ del dominio existe la presencia de secuencias que poseen mas del 70% de homologia
con los exones 1, 2y 4 de un gen constitutivo llamado —14, este gen fue encontrado originalmente en
el locus a-globina humano. El exon 4 correlaciona con los 3 sitios de hipersensibilidad del extremo 5°
del dominio. El gen —14 se transcribe en células eritroides y en otros tipos celulares en direccion
opuesta a los genes globina (Sjakste et af 2000; Vyas et al 1995). El producto del gen es ubicuo pero
hasta el momento se desconoce su funcidn. Se ha propuesto que estos transcritos intergénicos puedan
contribuir 2 mantener la estructura de la cromatina abierta, ya que se sabe que durante la transcripcion,
la RNA polimerasa Il es capaz de reclutar complejos con actividades de HAT's, y por lo tanto estarian
contribuvendo a la acetilacion de las histonas y a la formacion de eucromatina (Gribnau ez al 2000).

La estructura del dominio c-globina de pollo es interesante ya que representa un dominio que
no parece tener limites bien definidos, con una aparente organizacidn constitutivamente “abierta” de la
cromatina y pertenece al grupo de los dominios llamados “débiles™. Se piensa que estos dominios se
establecen gracias a los elementos de regulacion via la unién altamente especifica de proteinas
regulatorias a sus secuencias blanco. En este modelo de dominios “débiles”, la presencia de
“insulators” o barreras se piensa que podrian regular la actividad de elementos como enhancers o
silenciadores que afecten la expresion de los genes del dominio, o bien podrian tener una funcion que

no haya sido descrita previamente, como por ejemplo la de regular a los transcritos intergénicos; esto es
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particularmente relevante para este trabajo, ya que nosotros nos enfocamos a describir el extremo 5° del

dominio a~-globina de pollo (Recillas-Targa et a/ 2000; Razin ef af 2003).
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Fig. 17. Domini¢ a-globina de polle. Se muestran los 3 genes del dominio, los transcritos intergénicos aunque no esta
definido su sitio de inicio dentro del dominio. También se muestra la posicion de los exones del gen —14. sobrelapando al
exon 4 del gen 14, se encuentran los 3 sitios de hipersens:bilidad que seran estudiados en el contexto del presente trabajo
de tésis, y los demas sitios de hipersensibilidad que se encuentran a le largo de tode el dominie. Se muestran los elementos
de regulacion encontrados, el enhancer débil hacia 5° y el silenciador y enhancer localizados hacia el extremo 3°. Ademas
se gjermnplifican las MAR’s las cuales correlacionan con las regiones ricas en A/T, y los sitios de corte a la enzima
topoiscinerasa 11 Se resalta en un Girculo rojo la zona 37 no-codificante que es esiudio de esta tesis (Tomado de Reallas-

Targa 2000, Recillas Targa y Razin 2001),
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Planteamiento del Problema

El dominio a-globina de pollo esta constituido por un gen embrionario © y dos genes adultos o
y o (Fig. 17). Razin y colaboradores identificaron tres sitios de hipersensibilidad a la DNasa I en la
region 5°, localizados entre 11 y 15 kb rio arriba del grupo de genes a-globina (Fig. 18: Razin ef al
1999). Sus observaciones muestran que dos sitios de hipersensibilidad a la DNasa [ especificos del
estado eritroide, enmarcan un sitic constitutivo (Razin ef al 1999). Una zona posce la capacidad de
unirse a la matriz nuclear in vitro (MARs) y una de ellas ademas tiene una actividad silenciadora (Fig.
18; Razin ef al. 1999). La caracteristica de union a la matriz nuclear es importante dentro del contexto
de nuestras investigaciones, como una alternativa de estudio, ya que como se ha dicho, se han
identificado actividades tipo “insulator” que corresponden a secuencias de unidn a la matriz nuclear
como el caso de las secuencias MAR de lisozima de pollo o de la apoliproteina B en humano (Stief ef
al. 1989: Namsiu ef af. 1998). En estos dos casos estas secuencias confieren ademas proteccion a un
transgen contra el efecto de posicion. Las secuencias conteniendo estos sitios (un fragmento de ADN
de 6.6 kb) fueron secuenciadas y clonadas. En el trabajo de Razin y colaboradores se analizaron las
actividades funcionales de estos fragmentos y encontraron que no tenian actividad promotora ni de
enhancer, aunque uno de los sitios eritroide especificos presentaba una actividad silenciadora (aEHS-
1.0; Fig. 18); demostraron que la secuencia que se encuentra en el sitio constitutivo (fragmento Bgl II-
Sau3A de 900 pb; Razin ef al. 1999), tiene una actividad propuesta’y [lamada de “terminador” (Razin
et al. 1999). Esto lo comprobaron haciendo transfecciones transitorias, en donde la secuencia de 900 pb
fue colocada en un plasmido entre el promotor o’ y el enhancer de SV40. Con ésta construccion se
observé una disminucion en la actividad del gen reportero, atribuida a su actividad de “terminador”
estos experimentos fueron hechos utilizando plasmidos circulares permitiendo que el enhancer actae
por el extremo 5° sobre el promotor. Los datos pueden ser interpretados como el bloqueo de la
interaccion entre el enhancer y el promotor (Recillas-Targa ez al. 1999). Esta interpretacion alternativa
de los datos nos permite pensar que ¢l fragmento de 900 pb pudiera tener una actividad tipo “insulator”.

De manera preliminar realizamos un anélisis de las secuencias de los 3 fragmentos que incluyen
a los sitios de hipersensibilidad y encontramos que en el fragmento que incluye al sitio de
hipersensibilidad constitutivo (llamado aCHS-1.2; Fig 18), v el fragmento que corresponde al sitio de

hipersensibilidad eritroide que tiene una actividad de union a la matriz nuclear (EHS-1.4) se hallaron
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posibles sitios de unién al factor CTCF (Bell er al. 1999; Razin ef al. 1999) el cual como se ha
mencionado anteriormente es indispensable para la actividad de bloqueo de enhancer por parte de los
“insulators”. Cemo se comento anteriormente en la introduccion se sabe que las MAR’s son capaces de
tener actividad de bloqueo de enhancer también dependiente de CTCF y que generaimente se
encuentran delimitando dominios (Bell er al. 1999). Por lo que suponemos que CTCF podria unirse a
esas secuencias v participar en una actividad de bloqueo de enhancer caracteristica de los insulators.

Estos antecedentes nos llevaron a proponer la siguiente hipotesis.

15-11 kb

o

meessssn o EHS-1.0

MAR SIL

aCHS-1.2

Fig. 18 Esquema del dominio a-globina de polio y la regién 5’ no codificante. En el costado 3’ se encuentran dos
elementos de regulacion tipo silenciador (S) y enhancer (E). Entre 11-15 kb’s arriba del primer gen se encuentra un grupo
de sitios de hipersensibilidad a la DNasa I. Dos son eritroides (E) y uno constitutivo (C) (Razin et al. 1999). A partir de este
estudio se les ha nombrado oEHS-1.4; aCHS-1.2 y oEHS-1.0.Una zona de unién a la matriz nuclear (MAR} y una zona
con actividad silenciadora (Sil) en transfecciones transitorias ha sido localizada en el fragmento de 6.6 kb. Lo mas relevante
para el presente proyecto es que la secuencia que proponemos con un posible “insulator” se localiza exactamente en la zona

del sitio constitutivo oCHS-1.2(Razin ef al. 1999).
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HIPOTESIS

Los “insulators™ tienen la propiedad funcional de bloquear la interaccion entre un enhancer y
un promotor, propiedad dependiente del factor CTCF, Unicamente cuando se encuentran entre el
enhancer y el promotor. Generalmente correlacionan con sitios de hipersensibilidad constitutivos al
corte por la DNasa I. Si los sitios de hipersensibilidad al corte por la DNasal encontrados en el extremo
5° del dominio a-globina de pollo son capaces de reducir la actividad de un gen reportero cuando estan
colocados entre el enhancer y el promotor, y basados en su localizacién a nivel de la organizacion
gendmica del dominio a-globina de‘pollo, entonces proponemos que el elemento aCHS-1.2 puede

formar parte del limite del dominio y posee propiedades de “insulator”.

OBJETIVOS

1.- Determinar si el sitio constitutivo de hipersensiblidad a la DNasa 1 aCHS-1.2 y los sitios eritroides
de hipersensibilidad aEHS-1.4 y EHS-1.0, los cuéles se localizan de 11 a 15 kbs rio arriba del primer
gen del dominio a-globina de pollo; tienen la propiedad de bloqueo de enhancer caracteristica de los

“Insulators”.

2.- Determinar si el factor CTCF, responsable de la actividad de bloqueo en otros “insulators” de

vertebrados, es capaz de unirse a estas regiones y contribuir a dicha propiedad.
3.- Determinar si el factor CTCF participa in vivo a lo largo de la diferenciacion eritroide.

4.- Establecer si esta secuencia tiene las propiedades para proteger a un transgen de los efectos de

posicion causados por los distintos sitios de integracion en el genoma.
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos y construcciones:

El plasmido pa” PUC contiene un fragmento de 6.6 kb que comprende a los tres sitios de
hipersensibilidad eritroides (Razin et af 1999), este plasmido fue usado como templado para obtener los
fragmentos correspondientes al «EHS-1.4, «CHS-1.2, ®EHS-1.0. Estos fragmentos fueron obtenidos
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) los oligonucledtidos utilizados para amplificar cada
fragmento fueron:

Para el aEHS-1.4: a) ccggggaagettgicgactgtitgeacctcetaa, by ceggggaagettgtegactticatgaagtt; para el
aCHS-1.2: a)ccggpgaagettgtegacgtecctectiticaaatctaac, b) ceggggaagcettgtegacctatitcagatgigatea; para
el aEHS-1.0: a)ccggogaagcttgtcgacgtecteageata, b) ccggggaagettgtegacaattgecticiga; adicionalmente se
amplific un fragmento incluido dentro del aCHS-1.2, el «CHS-0.6 los oligonucledtidos uttlizados
fueron: a) ccggggaagcttgicgacggpttcacagagaagacttg, b) ccggggaagettgtcgacagecacaaaatagga.

Las condiciones de la PCR fueron: 50 segundos a 94°C, 1 min. a 55°C, 1 min. a 72°C, por 30 ciclos.
Todos los primers contienen un sitio de restriccion para las enzimas Sall y Hindlll: estos sitios fueron
atiles para clonar los fragmentos en el vector pAcatE; el sitio Sall se utilizo para clonar a los
fragmentos entre el enhancer /e y el promotor B*, mientras que el sitio Hindlll para clonarlos ““afuera”
(Recillas-Targa et al. 1999). El vector pALUCE se aislé a partir de la digestion del vector pGLl3basic
(Promega) con Bglll y BamHI, de esta manera se aisl6 el gen de la luciferasa completo mas la sefial de
polv (A). Este fragmento de 2214 bp se subcloné en el vector pAcatE el cual fue previamente digerido

con BamHI para eliminar el gen reportero CAT.

Cultivo Celular

Todos los medios y sueros fueron obtenidos de Invitrogen. Las células DT40 son células linfoides pre-
B transformadas por el virus de la {eucosis aviar (ALV), estas fueron cultivadas en 75% DMEM
suplementado con 50 mM B-mercaptoetanol (Invitrogen), 5% suero de pollo. 10% suero fetal bovino,

10% Tryptose phosphate broth y penicilina-estreptomicina.
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Las células 6C2 son pre-eritroblastos transformados de pollo fueron cuitivadas en medio a-MEM
suplementado con 2% suero de pollo, 10% suero fetal bovino, ImM buffer HEPES (Sigma) y 50 mM
B-mercaptoetanol. Las células HeLa (células de epiteliales de cancer cervical) y las células COS-1
(células de rifién de mono verde africano transformadas por SV40) fueron cultivadas en DMEM

suplementado con 10% suero fetal bovino més antibidticos.
Las células eritroides de poilo de 10 dias de gestacion (RBC), después de la transfeccidn se
mantuvieron a 37°C en medio L-15 suplementado con suero fetal bovino al 5%, y 2% suero de pollo

mas antibiéticos sin CO,. Todas las células excepto las RBC fueron cultivadas en una atmostera de 5%

CO,a 37°C.

Ensayo de Transfeccion Transitoria

Las células de embriones de pollo de 10 dias de gestacion fueron obtenidas de las venas apicales de los
embriones. Estas células se lavaron 2 veces con PBS 1X y fueron contadas. Se utilizaron 1x1 0
células por transfeccion con 6 g de cada plasmido linearizado con Xmnl y 6 ug del plasmido pTK [3-
gal para normalizar la transfeccion. Las células se resuspendieron en 500 ul de PBS1 X y se
electroporaron utilizando celdas de electroporacion de Bio-Rad (ver apéndice) a 500 puF y 450 V en un
electroporador (Gene-Pulser 11 de Bio-Rad) . Después de la electroporacion las células se incubaron en
hielo por 5 min. Y posteriormente se les afiadié 1 ml de medio L-15. 24 horas después de la
transfeccion se lisaron las células con 300 ul del buffer de lisis del kit [B-galactosidase enzyme assay
kit (Promega), los extractos se incubaron a 63°C para inactivar las desacetilasas y se determino la
actividad de _B-galactosidasa, las actividades de CAT se determinaron agregando un mismo volumen
del sustrato CAT ( para 10 ml: 3 ml Tris pH 8.0 1M, 140 pl de cloramfenicol 250 mM, 250 pul Acetil
CoA 1mM, 80 ul Acetil CoA [’H] 230 mCi) y se transfirieron a un vial para el contador de centelleo
con 5 mi del liquido de centelleo Bray (POPOP 0.0125%, PPO 0.055% en Tolueno). Se incubaron los
viales por 24 horas a 60°C y se contd cada vial en el contador Beckman (modelo LS 6000 SC) por dos
minutos.

Al utilizar el vector pALUCE, que lleva como gen reportero a la luciferasa, se normalizo la actividad
de la transfeccion, co-transfectando 200 pg del plasmido pRLCMV. La actividad de luciferasa se
determiné a las 24 o 48 horas utilizando el kit Dual luciferase (Promega ), las unidades relativas de

luciferasa se midieron en el luminémetro TD 20/20 (Turner Designs).
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Extractos Nucleares de células RBC de 10 dias

Se obtiene la sangre de las venas apicales de los embriones de pollo de 10 dias y se colecta en PBS +2
mM EDTA frio, se centrifugan 10 min a 5000 rpm en una centrifuga Labofuge 400 R (Heraeus) y se
lavan 2 veces con cinco volumenes de PBS. Posteriormente se resuspenden en 20 volimenes de PBS
0.67X +2 mM EDTA, se incuban en hielo por 10 minutos. Se cuentan las células, se centrifugan y se
resuspenden en 5 volimenes de buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCls, afadir
al final lmM DTT, 0.7 ng/ml pepstatina, 0.5 pg/ml leupeptina, 0.5 mM PMSF). Transcurrido el tiempo
de incubacién, las células se homogehizan mediante 12-15 golpes con el piston B (“tight”) en un
homogenizador Dounce, corroborar la lisis celular al microscopio. Centrifugar 20 min. a 15 000 rpm en
rotor $S34 y resuspender el pellet en 3 ml de buffer C (20 mM HEPES pH7.9, 0.42 M NaCl, 1.5 mM
MgCls, 0.2 mM EDTA, 25% glicerol e inhibidores y DTT como en buffer A) por cada 5 x 10 ® células,
lentamente con una pipeta. transferir al homogenizador y dar 12 golpes, se agitan lentamente por 30
minutos en el hielo en el mismo homogenizador (sin acortar el tiempo en este paso). Centrifugar 30
min. en SS-34 a 15 000 rpm. Tomar el sobrenadante y dializar contra 6 litros (o contra mas de 50
voltimenes) de buffer D (20 mM HEPES pH 7.9, 0.1 M NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 20%
glicerol, 0.5 mM DTT e inhibidores como en buffer A). Las proteinas fueron cuantificadas por

Bradford (Bio-Rad) y congeladas en nitrégeno liquido.

Ensayo de Movilidad Electroforética

Los oligonucledtidos se marcaron radioactivamente con [y *2p1 dATP. 0.5 pmol (20,000 cpm de cada
oligonucledtido) posteriormente se alinearon y fueron incubados con 20 pg de diferentes extractos
nucleares en buffer GS 2X (40 mM HEPES pH7.9, 100 mM KCI, 10 mM MgCl;, 10% glycerol, mas 1
pg of poly dI-dC como competidor inespecifico y | mM DTT) en un volumen final de 20 ul , por 15
min en hielo y 15 min a temperatura ambiente. Las competencias se llevaron a cabo con 20 o 40 pmol
de oligonucledtido frio, la incubacidn con estos oligonucledtidos se hizo por dos etapas: 15 min en
hielo y 15 min a temperatura ambiente, antes de agregarle el oligonucle6tido marcado radiactivamente.
Las muestras fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 5 o 6%, se secaron y se expusieron a una
pelicula de rayos X (KODAK Biomax) la cual fué revelada 24 horas después.

Oligonucleotidos utilizados para los ensayos de retardo: Se muestra para cada caso solo una cadena,

para el experimento la cadena reversa se alined con su contraparte incubandola por 10 minutos a 90°C
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e incubando posteriormente a temperatura ambiente por 10 minutos en buffer de alineamiento 2X (20
mM Tris-HCI pH8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). Los oligonucleétidos marcados y alineados se
purificaron por electroforésis en gel de poliacrilamida (PAGE), todos los oligonucledtidos se muestran
en orientacion 5°-3°.

M9) TTT CCA TAT AGA ACA ATG TAA ATT CTT TCC TAG AGT TAA GCA GGG CTT TTT
CAT AAG CTG; C10) CAT GGC CAG CAG GCC CTC CTT GGT GCC CAC CTT GCT GCA GTG
GGA CTG CGC TGC TCC GGA; C11) CCT CAG TGA GCT GCC AGG GGA AGC TCA TAG TTG
CAG GAT GGG AGC AGT GTG AGG TTT GAT; C12) TGT GTG CCT CCA TCA GAC CAC CCC
CTC CAC CAT GCA GGT ACC CCA GAT AAC ACA GTA TCA; C13) TGG GTG TGT TCC ACA
CCC ACC TTA TCT CTC GGC CAC AAG CAG GCC CTC AGT GCC CAC AGA; C14) GGC TGC
TCT GCT CCA AAC AGG ATG CCC AGC ACA GCT GAG GGC TAG CAG AGA GGA GGG

GAG AGT

Sobre-expresion de CTCF de polle

El plasmido pSGS-CTCF fue donado amablemente por la Dra. Elena Klenova de la Universidad de
Essex, Reino Unido; este plasmido se transfectd en células COS-1 por electroporacion a 100 Vy 950
uwF; 24 horas despugs las células se lisaron con 2 ciclos de congelacién y descongelacion en buffer
RIPA (150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS y 50 mM Tris-HCI pH 8.0 con
10 pug/ml inhibidores de proteasas, leupeptina, PMSF y pepstatina A). Posteriormente se centrifugan y
los lisados se almacenaron a —70°C. Este mismo protocolo fué utilizado para la preparacion de los

extractos totales de células Hel a.
Transcripcion/ traduccion in vifro.

El plasmido pSGS-CTCF fue utilizado para transcribir/traducir la proteina CTCF de pollo, esto se llevo

a cabo con el kit TnT a partir del promotor T7 (Promega).
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La region terminal amino no conservada entre polo, raton y humano de CTCF de pollo que comprende
los aminoacidos 86 al 233, fue clonada en el vector pet-28a (+) el cual se obtuvo de Novagen. La
expression del péptido se indujo con IPTG y la purificacion se llevo a cabo a través de una columna
cargada con niquel (Ni (+)). Una vez que se purifico ia proteina, los anticuerpos fueron generados

inmunizando conejos machos de la cepa Nueva Zelanda. El titulo del anticuerpo fué determinado por la

técnica de ELISA.

Western Blot
Las células se cosecharon y resuspendieron en buffer de lisis (20 mM HEPES pH 7.9, 400 mM KCL.

20% glicerol, 2 mM DTT mas inhibidores de proteasas); se congelaron y descongelaron dos veces y las
proteinas fueron cuantificadas por el ensayo de Bradford (Bio-Rad). Después de separar las proteinas
por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante, las proteinas se transfirieron a membranas
PVDF (Millipore). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% toda la noche, se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente entre 2 horas y toda la noche a 4°C, se lavaron
extensivamente y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente por 1-2 horas, se hicieron
lavados v se revelaron con el kit de Super Signal (PIERCE), posteriormente fueron expuestos a una

pelicula de rayos X por 5-10 min y se revelaron.

Ensayo de Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP)

Generacion del anticuerpo policlonal anti-CTCF de pollo

Este protocolo fué¢ implementado de acuerdo a Farnham y colaboradores con modificaciones menores.

Células 6C2, DT40 o RBC, fueron tratadas con formaldehido (Sigma) por 10 minutos, se afiadio una

concentracion final de 125 mM de glicina sélida para detener la reaccién de entrecruzamiento ¢

“crosslinking” v se incubaron las células por 5 min a temperatura ambiente. Se lavaron las células con

PBS 1X (8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g Na;HPOx, y 0.24 g KH,POq para 1 litro) y se resuspendieron en

10 ml de buffer de lisis (S mM PIPES pH 8.0, 8 mM KCI, 0.5% NP40 mas inhibidores de proteasas),

se incubaron por 10 minutos en hielo y en los casos que fue necesario, se homogenizaron las células |
con un homogenizador tipo dounce con el piston B hasta obtener los nicleos. Los nucleos se

recuperaron por centrifugacion y fueron resuspendidas en 2 ml del buffer de lisis de nicleos (50 mM

Tris-HCI pH8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS mas inhibidores de proteasas), después de una incubacion de
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10 min en hielo, se sonico la cromatina en un Senicador Branson modelo 250 con una punta de 3 mm
por 30 segundos con salida 5, o hasta que se obtuvo cromatina en un rango entre 500 y 800 bp (Fig. A).
Los lisados se centrifugaron 2 veces a maxima velocidad a 4°C, y se recuper6 el sobrenadante. En este
punto se toma una alicuota de la cromatina y se marca como INPUT. La cromatina se dividio en
alicuotas que representan 2 X 107 células v se llevé a un volumen de 1.5 ml con buffer [P (0.01% SDS,
1.1% Triton X 100, 1.2 mM EDTA, 17.7mM Tris HCI pH 8.1, 167 mM NaCl), y se incubo overnight a

4°C con un anticuerpo irrelevante (anti-X, goat anti-mouse 1gG Santa Cruz Biotechnology) como

control negativo, y con 20 pl de suero pre-inmune o 5, 10, 15 and 20 pl de anti-pollo CTCF-{FC de un

titulo 1:10 000, o 10 pg de anti-CTCF N17 {(Santa Cruz Biotechnology).

P.M. 2 8 10 pulsos

Cromatina
sonicada

500 bp— |

Fig. A Estandarizacion de los pulsos de sonicacion necesarios para obtener cromatina entre 500 y 800 bp. Gel de
agarosa que muestra la cromatina de RBC con distintos pulsos de sonicacién. Con 10 pulsos se obtuvo cromatina entre 500

v 800 bp.

Al dia siguiente se afiadieron 20 pl de proteina A/G plus agarosa (Santa Cruz) y se incub6 5 horas a

temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C. Se centrifugd la muestra y el sobrenadante se

84



recuperd v se etiqueté como la fraccion no unida (UB). La fraccion inmunoprecipitada se lavo una vez
con 1.5 ml de buffer RIPA (50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% deoxycholate, 1%
NP-40, | mM EDTA mM), una vez con buffer de Alta Sal (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 0.1%
SDS, 0.5 % Deoxicolato. 1% NP-40, | mM EDTA mas inhibidores de proteasas); una vez con buffer
de LiCl (50 mM Tris pH 8.0, | mM EDTA, 250 mM LiCl, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato mas
inhibidores de proteasas) y dos veces con buffer TE (10mM Tris- HCL, ImM EDTA pH 8.0). Se
afiadieron 5 ug de RNasa A por muestra y se incubaron 30 min a 37°C, las muestras se incubaron
toda la noche a 67°C para revertir el entrecruzamiento; al dia siguiente se afiadieron 60 pg de
proteinase K (Sigma), y se incubaron 2 horasa 45°C. Se extrajo el ADN 2 veces con
fenol:cloroformo y una vez con cloroformo, las muestras se precipitaron afiadiendo un volumen 1/10
de NaCl 5M, 20 pg de glicogeno y 3 volimenes de etanol 100%, se incubaron toda la noche a 20 C.
Al dia siguiente las muestras se centrifugaron se lavaron una vez con etanol 70% y se resuspendieron

en 40 ul de agua desionizada y se hicieron las respectivas PCRs radioactivas.

PCR’s radioactivas

Se disefiaron dos pares de oligonucledtidos, el primero amplifica una region de 120 bp del aEHS-1.4
que contiene al sitio M9 las secuencias son: 0022, 5’-cagtctgtcaggaagaaaga; 0023, 5°-
tgtggectggttttagetg; el segundo par de oligonucleotidos amplifican una secuencia de 301 bp que
contiene un fragmento del enhancer B-globina de pollo (110-358 bp después de la sefial de poly-A del
gen [3"“) los cuales fueron usados como control negativo: 0026, 5°-ctgggtgggegcaggt; 0027, 5°-
ctgcttttgctgecctgtg. Las PCRs se hicieron a una temperatura de alineamiento de 56.3°C por 20 ciclos, y
se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% a 150 V en 0.5X TBE. Los geles se secaron y se

expusieron a una pelicula de rayos X (KODAK BIO-MAX) por 24 a 72 horas y revelados.

RESULTADOS

“Insulators” dependientes de CTCF en el costado 5’ del dominio a-globina de pollo
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recuperd v se etiqueté como la fraccion no unida (UB). La fraccién inmunoprecipitada se lavo una vez
con 1.5 ml de buffer RIPA (50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% deoxycholate. 1%
NP-40, 1 mM EDTA mM), una vez con buffer de Alta Sal (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl. 0.1%
SDS, 0.5 % Deoxicolato, 1% NP-40, | mM EDTA mds inhibidores de proteasas); una vez con buffer
de LiCl (50 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA, 250 mM LiCl, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato mas
inhibidores de proteasas) y dos veces con buffer TE (10mM Tris- HCL, ImM EDTA pH 8.0). Se
afiadieron 5 pg de RNasa A por muestra y se incubaron 30 min a 37°C, las muestras se incubaron
toda la noche a 67°C para revertir el entrecruzamiento; al dia siguiente se afladieron 60 pg de
proteinase K (Sigma), y se incubaron 2 horas a 45°C. Se extrajo el ADN 2 veces con
fenol:cloroformo y una vez con cloroformo, las muestras se precipitaron afiadiendo un voiumen 1/10
de NaCl 5M, 20 pg de glicogeno y 3 volimenes de etanol 100%, se incubaron toda la noche a -20 C.
Al dia siguiente las muestras se centrifugaron se lavaron una vez con etanol 70% y se resuspendieron

en 40 ul de agua desionizada y se hicieron las respectivas PCRs radioactivas.

PCR'’s radioactivas

Se disefiaron dos pares de oligonucleotidos, el primero amplifica una region de 120 bp del aEHS-1.4
que contiene ai sitio M9 las secuencias son: 0022, 5°-cagtctgtcaggaagaaaga; 0023, 5'-
tgtgpectggttttagetg; el segundo par de oligonucleotidos amplifican una secuencia de 301 bp que
contiene un fragmento del enhancer B-globina de pollo (110-558 bp después de la sefial de poly-A del
gen B™) los cuales fueron usados como control negativo: 0026, 5°-clgggtgggggeaggt; 0027, 5°-
ctgcttttgetgecetgtg. Las PCRs se hicieron a una temperatura de alineamiento de 56.3°C por 20 ciclos, y
se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% a 150 V en 0.5X TBE. Los geles se secaron y se

expusieron a una pelicula de rayos X (KODAK BIO-MAX) por 24 a 72 horas y revelados.

RESULTADOS

“Insulators” dependientes de CTCEF en el costado 5 del dominio a-globina de pollo
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En el laboratorio el interés principal se centra en comprender como la arquitectura de la
cromatina es capaz de modular la regulfiacion de la expresion genética a lo largo del desarrollo. La
necesidad del genoma de organizarse en cromatina, trac como consecuencia una estructura represora
para la actividad transcripcional, la cual debe remodelarse para permitir la entrada de la maquinaria
basal de transcripcion y de diferentes factores transcripeion y lograr reconocer y unirse a sus secuencias

blanco.

Se ha propuesto que los genes estan organizados en dominios cromosomicos, los cuales tienen
limites bien definidos. Existen evidencias de que estos limites o “insulators” juegan papeles
preponderantes en la regulacién de los genes dentro de un dominio, y cooperan con los elementos de
regulacion def dominio para activar o reprimir a los genes de una manera regulada y localizada (West
et al. 2002).

En particular para el caso del dominio a-globina de pollo ain se desconoce la presencia y
necesidad de tener l{mites bien definidos. Este dominio esta localizado en una region genomica cuya
estructura de la cromatina se encuentra permanentemente abierta, y se desconoce su entorno
cromatinico tanto en el extremo 5° como en el 37,

Con el fin de conocer mas acerca de la regulacion de los genes globina y de la importancia de la
organizacién del genoma eucariota en dominios, hemos decidido estudiar la posibilidad de que este

dominio en su costado 5’ tenga elementos tipo “insulator”.

El Dr. Sergey Razin, nos proporcion6 los plasmidos que contienen la region de 6.6 kb que contiene los
3 sitios de hipersensibilidad localizados entre 11y 15 kb a partir del primer gen del dominio, los cudles
utilizamos para obtener las diferentes regiones aEHS-1.4, aEHS-1.0'y oCHS-1.2, y poder hacer los

experimentos subsecuentes y a quién agradezco esta donacién, también quicro agradecer ael L. en IBB
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Héctor Rincén Arano por la ayuda prestada durante la elaboracion del anticuerpo anti-CTCF de pollo y

quien hizo el Western Blot presentado en el articulo.

L Analisis de la actividad de bloqueo de enhancer de fos fragmentos que corresponden a los tres
sitios de hipersensibilidad.

Para analizar la actividad de bloqueo de enhancer de los sitios de hipersensibilidad, primeramente se
realizé una reaccion en cadena de la polimerasa para obtener los fragmentos correspondientes a los
sitios de hipersensibilidad. Se amplificaron un fragmento de 1.4 kb correspondiente al sitio de
hipersensibilidad eritroide 5’ (nombrado oEHS-1.4), un fragmento de 1.2 kb y uno de 600 bp
correspondientes al sitio de hipersensibilidad constitutivo (nombrados aCHS-1.2 y aCHS-0.6), esto se
hizo va que derivado del analisis de secuencias nucleotidicas se encontrd que el fragmento de 600 bp
contenia la mavor cantidad de posibles sitios de union al factor CTCF y otros factores de transcripcion
como GATA-1 (Fig. 19) v finalmente un fragmento de ADN de 1.0 kb correspondiente al sito de
hipersensibilidad eritroide 3° (nombrado aEHS-1.0) fue también amplificado; cabe resaltar que en este
fragmento no se encontraron posibles-sitios de union para el factor CTCE. Estos fragmentos de ADN
fueron clonados en el plasmido pAcatE. el cudl tleva al promotor B* y al enhancer P/, del dominio B-
globina de pollo dirigiendo la expresion del gen reportero CAT, los fragmentos fueron seleccionados
en ambas orientaciones en el sitio Sall, es decir “entre” el enhancer y el promotor. o bien “fuera™ en el
sitio Hindlll, la razon de clonarlas en ambas orientaciones €s saber si la propiedad de bloqueo de
enhancer pudiese tener alguna direccionalidad preferente. La actividad de bloqueo de enhancer solo
debera observarse cuando los fragmentos estén entre el enhancer y el promotor, el clonar las secuencias
en el sitio Hind1II ayuda a diferenciar claramente a los bloqueadores de enhancers de los silenciadores,

ya que de tratarse de un silenciador, disminuiria la actividad del gen reportero también estando clonado
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en este sitio ya que los silenciadores funcionan independientemente de su posicion (Recillas-Targa ef
al. 1999 Fig. 20). Para evitar la comunicacién entre el enhancer y el promotor a través del extremo 5’
del promotor los plasmidos fueron linearizados en el sitio Xmnl, interrumpiendo el gen de resistencia a

la ampicilina y fransfectados de manera transitoria.
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Fig. 19. Posibles sitios de unién a la proteina CTCF definidos por un anilisis de secuencia Se esquematiza el
fragmento de | 2 kb correspondiente al sitio constitutivo aCHS-1.2, el fragmento de 600 bp correspondiente al aCHS-0.6y
al fragmento de 1.4 kb correspondtente al fragmento cEHS | -4, se muestran algunos sittos de restriccion, Los cuadros de
ravas azules representan los posibles sitios de union de la proteina CTOF definidos tedricamenie por uii andlisis de tas

secuencias nucleotidicas de a region
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Fig. 21 Ensayo de Blogueo de Enhancer. Resultados de las transfecciones transitorias realizadas con los plasmidos que
contienen a los diferentes fragmentos que incluyen a los sitios de hipersensibilidad. A) Actividad de blogueo del elemente
aCHS1.2; B) Actividad de cloqueo de enhancer del elemento cCHS0.6; C) Actividad de bloqueo de enhancer del eclemento
«EHS1.4; D) Actividad de bloqueo de enhancer del elemento EHS1.0. Las barras numeradas como 6 y 7 representan lla
actividad al afiadir el elemento enhancer a la construccién y actividad basal del gen reportero (construccién con el promotor
s6lo), respectivamente. La barra 5 representa la actividad de bloqueo de enhancer del “insulator” p-globina de pollo. Las
barras | y 2 representan a! elemento clonado “fuera” en distintas orientaciones y las barras 3 'y 4 representan al elemento
clonado “entre” el enhancer y el promotor, respectivamente. La reduccion por la actividad del bloqueo se presenta e€n la

parte izquierda de cada barra, el error estandar s¢ muesira €n cada barra.
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sitios de union a este factor (Filippova ef al. 1996; Bell et al. 1999; Lutz ef al. 2000; Saitoh et al. 2000).
Dada la relevancia del factor CTCF en la actividad de los “insulators™ de vertebrados, decidimos hacer
una busqueda y analisis de las secuencias de los tres sitios de hipersensibilidad aCHS-1.2. oEHS-I 4
y aEHS-1.0, con la finalidad de determinar la posible presencia de CTCF en la zona. Para hacer los
alineamientos tratando de encontrar posibles secuencias de unidn a este factor, decidimos usar como
molde el sitio de unién al ADN del factor CTCF identificado en el “insulator” 5’cHS4 del dominio -
globina de pollo conocido como FII .(Bell et al. 1999). En este “insulator” el sitio de union a CTCF
tiene cuatro bases (CTAG) las cudles se ha demostrado mediante ensayos funcionales y de retardo que
son esenciales para la unién del factor; adicionalmente utilizamos el sitio de union de CTCF del locus
improntado de ratén lgf2/H19 (DMD: Hark ef al. 2000; Bell y Felsenfeld 2000). Tomando en cuenta
todo esto realizamos los alincamientos con distintos programas computacionales (DNAMAN,
LALIGN). En la figura 22 se muestran los alineamientos obtenidos. Es importante sefalar que los
alineamientos tienen un porcentaje de identidad mayor del 60% y que en el fragmento aEHS-1.0 no se
encontraron alineamientos con una identidad mayor al 20%, lo que correlaciona con que ese fragmento

no presenta una actividad de bloqueo de enhancer.
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Fig. 22 Bisqueda de secuencias de unién al factor CTCF. M9 secuencia nucleotidica del sitio encontrado en el
fragmento FEHS-1 4 sitios C10-14 encontrados en el fragmento @CHS-1.2, Sitio F1l de union de CTCF en el insulator del
dominio P-globina de pollo, Sitto DMD de unton de CTCF en el locus improntado lgf2/H19 de raton, y ¢ posible consenso

que se deriva de este alineamienio,

Las secuencias presentadas en la figura 22 son por lo tanto posibles sitios de union a CTCF y no
aseguran que la proteina realmente se una a estos sitios por lo que esta union se comprobd mediante un
ensayo de retardo en gel utilizando como sonda a estas secuencias. Aqui s importante seftalar que se
ha observado que el factor CTCF necesita al menos 60 pb para poder unirse a su secuencia en el ADN
(Bell e al. 1999), por lo que los oligonucledtidos disenados para el ensayo de retardo fueron de al
menos 60 pares de bases (ver material y métodos).Inicialmente el ensayo de retardo fue realizado con

extractos nucleares de células eritroides de embriones de polio de 10 dias 6 RBC’s (Fig. 23).
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Fig. 23 Ensayo de retardo con extractos nucleares de eélulas eritroides de embriones de pollo de 10 dias (RBC). (F1)
secuencia de union al factor CTCF del “insulator” 5°cHS4 B-globina de pollo. (-) sin extractos 6 sin competidor, (+) con
extractos o con 20 mM de competidor, las flechas indican los complejos retardados que son especificamente competidos

con la sonda fria FIL

Este ensavo de retardo nos indicé que las secuencias identificadas eran capaces de unir a proteinas
nucleares que eran competidas con un oligonucledtido frio (no marcado) correspondiente al FII del

“insulator” B-globina de pollo el cual reconoce con una alta afinidad a CTCF (Bell et al 1999).




Para corroborar que la unién fuera especifica del factor CTCF, decidimos sobre-expresar el
factor CTCF de pollo en un contexto celular no-eritroide. La Dra. Elena Klenova de la Universidad de
Essex, nos proporeiond un vector que expresa ¢l ADNe de CTCF de pollo (Fig. 24), el cudl se
transfectd en cehulas COS-1, derivadas de rinén de mono verde, para sobre-expresar la proteina y
obtener extractos enriquecidos con la proteina CTCF de pollo, para posteriormente preparar extractos

nucleares de las células transfectadas, y se realizaron los ensayos de retardo en gel (Fig. 25; Filippova

et al. 1996).
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Fig. 24 Plasmido pSG5-CTCF que contiene al ADNc de CTCF de pollo_ El plasmido lleva un promotor eucariote SV40

y el promotor T7, el cual fue iti al realizar la transcripcion/traduccion in vitro.
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Fig. 25 Ensayo de retardo en gel utilizando extractos de células COS-1 donde se sobre-espresé al ADNc de CTCF de
polto. Las tlechas indican los compiejos tformados con las distintas sondas y que son competidos especificamente con el

oligonuclectido FII frio.

Con este ensayo de retardo en donde se sobre-expreso la proteina CTCE, se confirmé la union
especifica de CTCF in vitro a esas secuencias. A partir de este punto nos interesamos en estudiar mas a
fondo al sitio M9, este sitio esta incluido dentro del fragmento oEHS-1.4, el cual corresponde a la
regién con propiedades de unidn a la matriz nuclear. Decidimos concentrarnos en este sitio por las
siguientes 3 razones: 1) Es el concenso mas cercano a FlL, 2)tienen la mayor actividad de bloqueo de

enhancer; y 3) tiene la propiedad de union a la matriz nuclear. Se ha observado que las MAR's son
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capaces de definir los limites de los dominios y algunas de ellas tiencn propiedades de “msulators”,
Esto es importante en el contexto de este proyecto ya que al parecer el dominio a-globina de pollo no
tienen limites bien definidos, v se encuentra en un contexto de la cromatina permanentemente abierto,
por lo que definir el limite del dominio resulta importante.

Nos intereso saber si CTCF era capaz de unirse a la secuencia M9 por si mismo o si necesitaba
de proteinas accesorias, para lo cual se realizo una transcripcion/traduccion /n vitro de la proteina
atilizando al vector pSG5-CTCF donde el ADNc puede ser transcrito a partir del promotor T7 (Fig.
24). Este ensayo comprobé que al sitic M9 contenido dentro del fragmento aEHS-1.4 se puede unir la
proteina CTCF sin requerir de ninguna proteina adicional (Fig. 26). Ademds se demostré en un ensayo
de retardo utilizando extractos de células COS-1 que sobre-expresan a CTCF que al mutagemzar el
sitio CTAG el cudl era indispensable para la union de CTCF al “insulator” del dominio $-globina de

pollo, se pierde la union de 1a proteina (Fig. 27).
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Fig 27. Ensayo de retardo con la secuencia M9 mutada y extractos de células COS-1. Del lado izquierdo se
observa la secuencia del sitio M9 y el sitio en la secuencia donde se diseii¢ la mutacion. De! lado derecho se observa el gel
de retardo; Carril 1 sonda M9? marcada, Carril 2 sonda M9 con extractos de células COS-1, carril 3 sonda M9 con extractos
de células COS-1 en donde se sobre-expreso la proteina CTCF de pollo (nétese el aumento del complejo), carril 4

competencia con FII frio, carriles 5-8 se observa la pérdida de la formacion del complejo con la sonda mutada AM9.

Una observacion interesante se encuentra en el carril 3 de la figura 27, donde ademds del
complejo de retardo sefialado se ven‘dos complejos con menor movilidad. Este patron fue observado
en otros experimentos y nos hace pensar en la multimerizacién de CTCF o de su interaccidn con otros
factores. Consideramos este punto muy interesante y en un futuro deseamos demostrar
experimentalmente si estas posibles interacciones tienen consecuencias funcionales.

Derivado de los datos obtenidos decidimos iniciar la busqueda del elemento minimo que
contuviese la actividad de bloqueo de enhancer en los elementos aEHS-1.4 v aCHS-1.2. Para
confirmar funcionalmente la mutacion hicimos el ensayo de bloqueo de enhancer utilizando a la
secuencia M9 silvestre y las mutantes Actag y Acag ¢sta altima se disefié por que se observd que
también era una secuencia que estaba conservada entre ¢l sitio M9 y el Fll, y la doble mutante
Acag Actag; unicamente los 60 pares de bases correspondientes a los oligonucledtidos diseniados para
los ensayos de retardo fueron clonados en el vector pALucE (ver material y métodos). La decision de
cambiar de gen reportero fué debido a que este método es mas sensible y asi podriamos observar mejor
las diferencias en las actividades; una ventaja adicional fué que al tener a la luciferasa como gen
reportero podriamos usar el sistema de “Dual luciferase” para normalizar las transfecciones (ver
material y métodos). El ensayo de bloqueo fue realizado también con diferentes construcciones que

incluyen al sitio FII del “insulator” B-globina de pollo. Se utilizo la secuencia FII silvestre (50 bp);

FIVFUIQ (con cuatro copias del “insulator™); AFII la cudl tiene mutado Jas bases CTAG, esenciales
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para la unién del factor CTCF: FILFII secuencia que contiene el sitio de union a CTCF y finalmente
AFII/FIII secuencia que tiene la mutacién que impide la union del factor pero que tiene integra la
secuencia del FIII. El usar estas construcciones nos permitié comparar la actividad de blogueo de
enhancer del sitio M9 con un “insulator” ya conocido y ademas como control para validar nuéstro

ensayo.

En la figura 28 se observa que el fragmento F1I tiene una actividad de bloqueo de enhancer la
cual se pierde al utilizar las construcéiones con las mutaciones en FII, lo que valida nuestro ensayo: la
secuencia del sitio M9 tiene una actividad de bloqueo de enhancer por si sola, aunque esta actividad es
menor a la del “insulator” B-globina de pollo (FII). Ademas pudimos confirmar que la actividad de
bloqueo de enhancer del fragmento M9 es dependiente del factor CTCF, ya que la mutante Actag
pierde la actividad de bloqueo, asi mismo, al mutar las bases cag ( construccion Acag), se pierde la
actividad de bloqueo de enhancer de manera similar a la construccion Actag, lo que indica que estamos
mutando el mismo sitio de unién al factor, este dato fue corroborado al analizar la actividad de bloqueo
de enhancer de la doble mutante (Fig. 28 construccion AA), ya que observamos que el efecto de pérdida
de bloqueo de enhancer no es aditivo. Estos resultados confirmaron que este sitio requiere unicamente
de CTCF para la actividad de blogueo de enhancer. Adicionalmente con este ensayo se demostro
también que el sitic M9, conserva la actividad de blogueo de enhancer aunque al parecer es menor que

la del fragmento completo (aEHS-1.4) y que constituye ¢l elemento minimo donde esta contenida la

actividad (Fig. 28).
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Fig. 28 Ensayo de bloqueo de enhancer. Transfeccion transitoria en cultivos primarios de eritrocitos de embriones de

polio de 10 dias de gestacion. En la gratica superior se observa que el fragmento M9 conserva la capacidad de bloqueo de

erthancer, mientias que ks muianies la prerden. Enla wiailoa wfenon se muestian fas aciividades de biogueo de enbrancer de
las diferentss construcciones control gue incluven al “ingulater” B-alobina de pollo.

Como vya se ha mencionado en este punto empezamos a buscar el elemento minimo que
contuviera la actividad de blequeo de enhancer en el fragmento ¢EHS-1.4, y en el frapmento aCHS-
1.2. Con el resultado de la figura 24 se confirmé que el fragmento minimo que contiene la actividad de
blogueo de enhancer incluye los 60 pares de bases del sitio M9, aunque previos a este experimento se
realizaron otras construcciones que dividian al fragmento aEHS-1.4y se ensayaron en transfecciones

transitorias v se presentan en el capitulo de perspectivas.



En cuanto al fragmento de 12 kb, se analizaron dos sub-fragmentos que se¢ muestran en la
figura 29, éstos sub-fragmentos fueron clonados en el vector pALucE y se realizé el ensayo de bloqueo

de enhancer (Fig. 30).
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Fig. 29 Biisqueda del elemento minimo dentro del “insulator” aCHS-1.2. Sub-division del fragmento aCHS-1.2, {os
cuadros azules muestran los sitios de union al factor CTCT identificados por homologia de secuencias con el “msulator” 3-
globina de polloy el sub-tragmento aCHS-0.6 y los sub-fragmentos de 1021 bp (contiene 1os sitios C10 al C13 de unidn al
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Fig. 30 Ensayo de bloqueo de enhancer del fagmento aCHS-1.2 y sus sub-fragmentos. Transfeccion transitoria en RBC
donde se observa que la actividad de blogueo de enhancer se pierde al ensayar el fragmento de 600 bp (aCHS-0.6), lo que
corrobora el ensayo de bloqueo de enhancer en donde se utilizd como gen reportero a CAT. Notese que los demas sub-

fragmentos conservan la actividad significativa de blogueo de enhancer.

Con este ensayo corroboramos que al deletar las secuencias que rodean al fragmento de 600 bp se
pierde la actividad de bloqueo de enhancer, y que cualquiera de los dos sub-fragmentos que incluye las
secuencias C10 & C14 conservan la actividad de bloqueo de enhancer. Estos datos sugieren que se

requiere del fragmento completo para conservar la actividad de bloqueo de enhancer.
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II1. Interaccion in vive del factor CTCF

Para comprobar si CTCF tiene una funcion in vivo en el sitio M9 a lo largo de la diferenciacion
eritroide decidimos llevar a cabo un ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). En el
contexto de este proyecto establecimos por primera vez este protocolo en nuestro laboratorio utithzando
células representativas de los distintos estadios de diferenciacion eritroide:  células 6C2 (pre-
eritroblastos), células eritroides de embriones de pollo de 10 dias (RBC), y una linea celular hinfoide
DT40. Para poder realizar este ensayo, decidimos generar un anticuerpo especifico contra CTCF de
pollo utilizando un péptido de la region terminal amino de la proteina, el cudl esta en una region no

conservada entre la proteina CTCF de pollo, raton y humano (Fig. 31).
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Fig. 31 Generacién del anticuerpo anti-CTCF de polle. Se muestra la region terminal amino de CTCF de pollo no

conservada entre pollo, raton y humano  Esta regioén se clond en el plasmido pET-28 y se obtuvo el vector pet28(b)N433

CiCr.

Este plasmido fue utilizado para sobre-producir la proteina en bacteria ya que tiene un promotor
inducible por IPTG, el péptido ademas tiene una secuencia de histidinas en el extremo terminal amino
el cual sirvié para purificar la proteina mediante cromatografia a través de una columnna de miquel (Fig.
31 v 32). Posteriormente se inmunizaron conejos para obtener el anticuerpo (ver material y métodos) y
en colaboracion con el Lic. en IIB Héctor Rincon Arano se realizo el Western —blot para comprobar
que el anticuerpo reconociera especificamente a la proteina CTCF de pollo, y que no tuviera reaccion

cruzada con la proteina de humano, ademas de estimar el titulo del anticuerpo (Fig. 32).
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Fig. 32 Caracterizacion por Western-blot del anticuerpo anti-CTCF especifico de pollo. En la parte izquierda se

muestra el gel donde se indujo la expresién del péptido (flecha roja), en la parte superior derecha se muestra el Western

Blot, se utilizo el péptido CTCF purificado como control positivo. una linea celular eritroide de pollo (HD3) y una linca

celular de humano Hela, notese que el anticuerpo unicamente reconoce a proteina CTCF de pollo (aprox. 130 kDa)

Con este anticuerpo hicimos los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina. Este ensayo permite
determinar si una proteina estd unida in vivo a un sitio en particular (ver material y métodos). Se
disefiaron oligonucledtidos que amplifican una zona de 120 bp que incluye al sitio M9 y como control
negativo se amplificé una region del enhancer del dominio P-globina de pollo de 301 bp, en cuya
region existen varios factores transcripcionales pero no estd la proteina CTCF. Ademas se afadié un
control de inmunoprecipitacion. es decir un anticuerpo irrelevante en este caso anti-lgG (a-X).

Inicialmente estos ensayos fueron realizados con un anticuerpo comercial CTCFNI17 (ver material y

métodos; Fig. 33).
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Fig. 33 Ensayo de Inmunoprecipitacién de la eromatina (ChIP). A) {1) “input”; (ub) fraccion no- -unida; (b) fraccion
D

- ChIP a re ariteohlastos da aalls: BRC 10
ChIP en 6C2 pre 5 de pollo: RBC 10

células eritroides de embriones de pollo de 10 dias de gestacion. Gel de acrilamidaal 5% de la reaccion de PCR se muestra
un gel tipico en donde se ve Gnicamente la banda especifica amplificada en la fraccién unida al mmunoprecipitar con el

proteina anti-CTCE de polle. B) Ensayo de ChiP

Los resultados obtenidos mediante el ensayo de ChIP nos indicaron que la proteina CTCF se
encontraba asociada /# vive a la secuencia M9 en diferentes estadios de diferenciacion eritroides de
potlo.

Una vez que obtuvimos el anticuerpo anti-CTCF de pollo estos ensayos se repitieron en

distintos estadios de la diferenciacion eritroide v en una linea celular linfoide DT40 (Fig. 34).
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Fig. 34 Ensavo de inmunoprecipitacion de la cromatina utilizando el anticuerpo especifico contra CTCF de pollo.

DT40 linea celular linfoide {misma nomenclatura que en la figura 33). A) Inmunoprecipitacién realizada con distintas

P P e ar I T T T T S TP NEC RS PP S Sy
AN HLEACTONIES U] dillicUEd PR ditti-L Ly r UG PO1IO, 30 QUSEIYA (UC d THd y Ol LONCRILITACH0T AC antlicuerphe 1 lquc;\_'umcuiu

de Ia banda es mavor, sin embarga al immunoprecipitar con suero de conejo pre-inmune no se ve un enriguacimiento an Ia
fraceién unida (pre-im). B) ChIP’s en la linea celular 6C2 y en la linea linfoide DT40, notese la presencia de CTCF en la

linea celular no-eritrotde.

Con estos datos concluimos que CTCF esta presente en el sitio M9 en todos los estadios de
diferenciacion eritroide y ademas en una linea celular hinfoide, lo que parece indicar que CTCF juega
in vivo un pape! importante para la funcion del nuevo “insulator” «EHS-1.4 en la organizacion del

dominio. Esto es inferesante ya que recordemos que el sitio M9 estd dentro del sitio de



hipersensibilidad eritroide «EHS-1.4. lo que indica que CTCF podria estar jugando un papel estructural

en la region de unién a la matriz nuclear adicional a su actividad de bloqueo de enhancer (ver

discusion).

DISCUSION

En este estudio se identificaron dos nuevos “ipsulators” en el costado 5° del dominio o-globina
de pollo, cuya actividad de bloqueo de enhancer depende del factor muitifuncional CTCEF.Esta parece
ser una caracteristica unica de este dominio, como se ha comentado anteriormente, el dominio o.-
globina de pollo esté localizado en una conformacién cromatinica permanentemente “abierta” (de la
cromatina), por lo que su regulacion debe ser diferente a la del dominio B-globina de pollo (Razin er al.
2003). El haber encontrado estas dos actividades en un dominio constitutivamente abierto resulta
relevanter, ya que a diferencia del dominio B-globina de pollo en el que el “insulator” 5°’HS4 define una
transicion entre una region de eucromatina y una de heterocromatina (16 kb; Burgess-Beusse e/ al.
2002). Desconocemos si en el dominio a-globina de pollo los “insulators” identificados podrian estar
definiendo una zona de transicion en la estructura de la cromatina del dominio.

E] caso del “insulator” B-globina de pollo, 5’HS4, es el de un “insulator” clasico el cual
aparentemente necesita tener las dos propiedades funcionales, la actividad de bloqueo de enhancer y la
de proteccion contra el efecto de posicién. La actividad de proteccion contra el efecto de posicion del
5'HS4, es independiente del factor CTCF, esto indica que la actividad esta representada por otro factor
u otros factores, y se ha propuesto que alguno de los factores eritroides o no-eritroides que se unen
dentro del “core” de 250 bp del “insulator” B-globina de pollo sean los responsables de esta actividad
(Recillas-Targa et al. 2002).

Cabe sefalar que no todos los “insulators” tienen ambas propiedades tuncionales, por ejemplo
el “insulator” 3°HS del dominio B-globina de pollo Ginicamente tiene la actividad de bloqueo de
enhancer y carece de la propiedad de proteccion contra el efecto de posicion. Se ha propuesto que esto
ocurre por que el “insulator” 3’HS est4 en un entorno cromatinico diferente y que probablemente
dnicamente requiera la actividad de bloqueo de enhancer en particular por que en el dominio adyacente

se localiza un gen cuyo patron de expresion es especifico de cerebro y no se presenta una region de

heterocromatina similar a la iddentificada en el costado 5° del dominio (Fig. 15; Saitoh ef al. 2000;
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Burgess-Beusse e al. 2002). Lo que indican estos datos es que no todos los “insulators” funcionan de
la misma manera y que probablemente e! entorno cromatinico y la organizacion genomica de la region
tengan una influencia directa sobre sus funciones.

En el contexto de la presente investigacion, un dato relevante fue encontrar la presencia in vivo
de la proteina CTCF en e! “insulator” contenido en el sitio de hipersensibilidad eritroide especifico
aEHS-1.4 en células eritroides y en la linea celular linfoide DT40. Existen reportes de otros
“insulators” que se encuentran en sitios de hipersensibilidad tejido especificos (Farrell et al. 2002). El
hecho de que la proteina CTCF esté ademas presente en una linea celular linfoide indica que
probablemente no sea esta la proteinal responsable de la formacion del sitio de hipersensibilidad y que
estén involucradas otras proteinas eritroide-especificas en esta funcion. Una interpretacion alternativa
contempla la posibilidad de que la union de CTCF al “insulator” aEHS-1.4 en células DT40, signifique
que no nos encontramos en presencia de un sitio de hipersensibilidad eritroide especifico, como fue
originaimenfe definido, sino por el contrario que se trate de un sitio de hipersensibilidad constitutivo.
Lo anterior apoyaria aiin més la presencia de elementos tipo “insulator” en la zona. Para el caso de este
“insulator” se ha encontrado por analisis de secuencia la presencia de otros factores, en particular un
sitio consenso para la unién del factor transcripcional Oct-1 (datos no presentados). La posible
participacién det Oct-1 parece relevante dado que se sabe que este factor ayuda a la actividad de
proteccion contra el efecto de posicion de los LCR’s y recientemente ha surgido como un factor
importante en el disefio de vectores para el tratamiento de las talasemias (Bharadwaj et al. 2003). Asi
pues, es posible que este u otros factores sean los responsables y/o contribuyan a la formacion de los
sitios de hipersensibilidad.

Fi sitio de union a CTCF en el aEHS-1.4 llamado M9 esta dentro de una zona con la capacidad
de unirse a la matriz nuclear (Razin ef a/ 1999). Las MAR’s son secuencias ricas en A’s y I’s, pueden
estar delimitando dominios y se ha propuesto que contribuyen a la formacion de las asas o “loops™
cromatinicos. Se han encontrado otras MAR’s con actividades de “insulators” un ejemplo de esto es la
MAR 3’ de la apolipoproteina de pollo, la cual esta delimitando al dominto y ademas tiene la
capacidad de bloqueo de enhancer dependiente del factor CTCF (Antes et al. 2001). Recientemente se
ha descrito que la proteina CTCF es capaz de unirse a la matriz nuclear (Dunn ez al. 2003}, el hecho de
que hayamos encontrado in vivo a esta proteina en este sitio y que ademas correlacione con la actividad

de MAR de la zona, apoya el argumento de que quizas CTCF en este dominio pueda tener un papel
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adicional a su actividad de bloqueo de enhancer como por ejemplo un papel estructural que contribuya
a ia organizacion dei dominio.

Hasta ahora v con 1a evidencia preseniada no podemaos decir con certeza que estos “msulators™

representan el limite 3 del dominio. Anguita y colaboradores han hecho recientemente un analisis
comparativo de los niveles de acetiiacion de ia lisina 5 de ia histona H4 vy de ia iisina 14 de la histona

13 del encrada 57 del daminio c-clobina de pollp. humano, raton v nez olobo (Anenita er g/ 2001
H2 del cogtado 57 del dommmio a-globina de pollo, humano, raton y pez globo ( Haefal 2

& Saarps sl S

: Fig.

35 ver “primers” C6 y C7) Ellos definieron una zona de alta acetilacion de las histonas, que va desde 6
kb rio arriba del «EHS-1.4, hasta 0.8 kb antes del término de la secuencia aEHS-1.0. Interesantemente

eilos encucntran una transicion en los niveles de acetiiacion de ia lisina-> de ia histona H4, y de ia

lisina 14 de la histona H3, en la zona del “orimer™ C6 (Fig. 35)
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Fig. 35 Esquema que sitda los niveles de acetilacion de las histonas en una region gendémica de 100 kb que
incluye al dominio o-globina de pollo. La region de 6.6 kb objeto de nuestro estudio se encuentra entre los
oligonucledtidos marcados como C6 y C7, que incluye una zona de alta acetilacion de histonas. En la grifica la linea
continua representa la acetilacion de la lisina 5 de la histona H4, y la linea punteada la acetilacion de la lisina 16 de la

histona H4 (tomado de Anguita et al. 2001).

Al tomar en cuenta estos datos, podemos concluir que los tres sitios de hipersensibilidad estan
localizados en una zona de alta acetilacion de histonas y cerca del pico de transicion de la acetilacion.
Estos “insulators™ representan buenos candidatos para determinar o formar parte del limite 57 del
dominio, sin embargo no se puede descartar fa posible presencia de otros “insulators”™ rio arriba de!
aEHS-1.4, co-localizando con el punto mas alto de acetilacién (C6).

Otra caracteristica particular del dominio a~globina de pollo es la presencia de transcritos
intergénicos, los cuales se transcriben en sentido opuesto a los genes globina y los cuales se ha
propuesto que ayudan a mantener abierto el dominio; por otra parte, el exon 4 del gen constitutivo —14
se encuentra sobrelapando al sitio aEHS-1.4 (Vyas et ¢/ 1995), proponemos que quiza estos
“insulators” estén regulando las sefiales que dan lugar a los transcritos intergénicos o bien que estén
regulando la expresion del gen constitutivo (Gribnau ez al 2000; Sjakste et af 2000). Siendo que este es
un dominic constitutivamente abierto, puede que se necesiten varios bloqueadores de enhancer que
ejerzan sus funciones de manera divergente para controlar elementos de regulacion eritroides y no-
eritroides.

Con respecto al “insulator” encontrado en el sitio constitutivo, aCHS-1.2, se comprobo la
unién de la proteina CTCF in vitro y se determin la actividad de bloqueo de enhancer de este
elemento, interesantemente, al probar un sub-fragmento contenido dentro del aCHS-1.2. el aCHS-0.6.
la actividad de blogqueo de enhancer se pierde, esto indica que el contexto es importante. tambi¢én en
esta zona se encontrd por analisis de secuencias la presencia de posibles sitios de union a factores
eritroide-especificos y ubicuos como Spl, lo que podria sugerir la presencia de un bloqueador de
enhancer que pudiera estar regulado por los factores eritroide especificos, y consecuentemente por el
estadio de diferenciacion celular, esto ha sido sugerido anteriormente (Farrell ef al. 2002; Lutz et al.
2003) ;v representaria un avance para el entendimiento del mecanismo de accion de estos elementos.

En conclusion, hemos descrito que los sitios de hipersensibilidad aEHS-1.4 y aCHS-1.2 tienen
una actividad de blogqueo de enhancer, y que esta actividad depende del factor CTCF. La relevancia de

este trabajo reside en el hecho de haber encontrado dos “insulators” independientes en el extremo 5’ de
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un dominio cromatinico “abierto” censtitutivamente, este es el primer reporte en donde se ha descrito la

presencia de dos actividades de blogueo de enhancer adyacentes; el haber comprobado la presencia de

la proteina CTCF in vivo en el sitio M9 tanto en células eritroides como no eritroides, y de que su union

no dependa de la formacion de un sitio de hipersensibilidad, llevan a proponer un modelo en el que

probablemente los factores de regulacion eritroide especificos puedan estar regulando a estos

“insulators”.

PERSPECTIVAS

El descubrimiento de estos dos nuevos “insulators” abre un campo para el estudio de la
regulacién del dominio a-globina de pollo, sobre la contribucion de estos “insulators™ a la organizacion
y transcripcion de los genes de este dominio, a continuacion se presentan algunos experimentos y

propuestas que pueden contribuir al desarrollo de futuras investigaciones en el laboratorio.

Determinar si los “insulators” o EHS-1.4 y «CHS-1.2 tienen la capacidad de proteger a un

transgen contra los efectos de posicion:

En un primer intento por determinar si estos “insulators” tienen la propiedad de proteccion contra el
efecto de posicion. se han clonado los sitios oEHS-1.4 y aCHS-1.2 en el vector pGaD que [leva como

gen reportero a la proteina verde fluorescente (GFP) y el promotor o (Fig. 36).
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Fig. 36 Vectores utilizados para evaluar la propiedad de proteccion contra el efecto de posicién A} Vector pGaD
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[stos vectores se transformaron en eritroblastos de pollo (1ID3), en donde el promotor o es activo.

Posteriormente se seleccionaron clon is estables en las cudles el transgen se esta expresando, estas

cportero

]
[#]
=
=

iltivo durantc 100 dias v sc analiza la ac
{(fluorescencia) mediante citometria de flujo siguiendo la emision de fluorescencia generada por la
proteina verde fluorescente (GFP). Anteriormente se ha descrito que el silenciamiento de genes
reporteros esta dado por ia desacetilacion de histonas y por la metilacion del ADN (Pikaart ef al. 1998;
Recillas-Targa ef ol 2002).

Si existe una actividad de proteccion contra el efecto de posicion, la actividad del transgen se
mantendra a io iargo del tiempo, o por mas tiempo al compararia con la actividad dei piasmido controj

s

(pGaD) cuyo transgen no e encuentra protegido por las secvencias “insulator”.



Datos preliminares muestran que el “insulator” aCHS-1.2 es incapaz de proteger a un transgen

de los efectos de posicién (Fig. 37). De hecho se observa que en estas clonas la expresion del transgen

decae mas rapido que en las c¢lulas control, estos datos podrian indicar que hay un elemento

silenciador en la secuencia aCHS-1.2 que esta actuando para silenciar mas rapidamente la expresion

del gen reportero en estas clonas. En estas construcciones solamente se tiene una copia del “insulator”
a cada lado del promotor y del transgen, datos en la literatura muestran que dos copias en tandem a
cada lado del tansgen confieren una mayor proteccién contra el efecto de posicion (Pikaart ef al. 1998).

Se propone que se clonen dos copias de estos elementos a cada lado del transgen y se evalue la

proteccién contra el efecto de posicion con estas nucvas construcciones.
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Fig. 37 Expresion de la GFP evaluada por citometria de flujo o FACS. A) Grafica representativa: En el eje de las
ordenadas (X) se muestra la intensidad de la fluorescencia, que es una medida directa de la expresion del transgen GFP en
escala logaritmica. En el eje de las abcisas (Y) se muestra el numero de células (se contaron 10000 célutas por clona); la
zona M1 delimitada por una iinea horizontal, representa la poblacion de células que carecen de fluorescencia v en las que
por lo tanto, el transgen esta silenciado: B) Clonas representativas de las cionas seleccionadas a las que se le integro el
plasmido control (sin “insulaters™); C) En el panel derecho se observan clonas representativas donde el transgen se

encuentra enmarcado por una copia del “insulator” «CHS-1.2.

Determinar si estos “insulators” son capaces de interaccionar fisicamente con otras regiones del

dominio c-globina de pollo formando asas cromatinicas.

Se sabe que los dominios cromatinicos no son entidades estaticas. Recientemente han surgido
evidencias de la formaci6n de “loops™ o asas entre “insulators” (Blanton ef al. 2003) y entre LCR's y
promotores de los genes globina (Tolhuis ef a/. 2002). La demostracion de estas interacciones se han
hecho utilizando la técnica de captura de la conformacion cromosomal descrita anteriormente (ver
capitulo introductorio sobre LCR’s en esta tesis). Los resultados obtenidos mediante esta técnica,
apoyan el modelo de “looping™ para la actividad del LCR, y apoyan el modelo de la formacidn de un
“loop” entre “insulators” del extremo 5’ y 3’ (mediado por la interaccion entre dos 0 mas proteinas)
del dominio para delimitarlo.

En experimentos realizados en el contexto de esta tesis hemos encontrado una asociacion de los

factores YY1 y GATA-1 a la zona de 120 bp que contiene a la secuencia M9 del “insulator” aEHS-1.4,

es decir al sitio de unién para el factor CTCF (Fig. 38).

117



6C2 DT40
a-YY] a-GATA-1 a-YYI a-GATA-1

l a-XUB BUB B I a-XUBB UBB

Fig. 38 Ensayo de Inmunoprecipitacion de la cromatina de los factores YY1y GATA-1 en el fragmento de 120 bp
que contiene el sitio de unién al factor transcripcional CTCF (secuencia M9). [: “Input”; B: fraccién unida;
UB:fraccion no unida; a-X: anticuerpo irrelevante; 6C2: pre-eritroblastos de pollo; DT40: linea cetular linfoide.

[nteresantemente observamos un enriquecimiento de las bandas Gnicamente en las fracciones unidas de
las células 6C2 y no asi en células no-eritroides (linea linfoide DT40). Al hacer un analisis de
secuencia se encontrd que en los 120 bp no existen sitios de union evidentes para estos dos factores.
(GATA-1y YY) Esto puede sugerir varias cosas: Reportes no publicados del grupo de Lobanenkov
dicen que la proteina CTCF es capaz de interaccionar con el factor YY1, a su vez este factor es capaz
de interaccionar con el factor eritroide GATA-1 (ver anexo 1). Pudiera ser que la proteina CTCEF esté
interaccionando con estos factores y a través de ellos recluta actividades de remodelaje de la cromatina
determinadas para actuar en un momento determinado de la diferenciacion eritroide.

En este sentido consideramos que se tendrian que hacer experimentos que probaran la
interaccion entre estas dos proteinas (YY1 y CTCF) haciendo por ejemplo fusiones GST con los

distintos dominios de las proteinas, y comprobar su interaccion in vitro mediante co-
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inmunoprecipitaciones. Para lo cual se tendrian que generar anticuerpos especificos contra los factores
YY1y GATA-1 de pollo (ver anexo 1). Otra posibilidad es que estos elementos estén mediando la
formacion de un asa cromatinica entre el “insulator” oEHS-1.4 y el enhancer localizado en el costado
3* del dominio. Lo anterior esta apoyado por los resultados experimentales de nuestro laboratorio
donde hemos demostrado que a este enhancer se unen los factores YY1, GATA-l y Spl, v que estos
factores estan solamente presentes en ineas celulares eritroides (Rincon-Arano e/ al. en preparacion).
Un dato adicional tiene que ver con reportes en la literatura indican que la protefna Oct-1 es capaz de
interaccionar con la proteina Spl (Gunther e a/ 2000). Datos preliminares sugieren fuertemente la
presencia de un sitio de union al factor Oct-1 muy cercano al sitio de unién a CTCF. Seria interesante
evaluar mediante la técnica de conformacién cromosomal, si se esta llevando a cabo un contacto entre
estas dos regiones, cudles son las proteinas mediadoras de estas interacciones, si este “loop” 0 asa se
lleva a cabo unicamente en las lineas eritroides y determinar en que estadios de diferenciacion esta
ocurriendo.

Otro dato preliminar es que el “insulator” oEHS-1 4 pierde la propiedad de bloqueo de
enhancer en células 6C2 (pre-eritroblastos; Fig 39).; mientras que el “insulator” o CHS-1.2 continda
teniendo una actividad de bloqueo de enhancer en esta linea celular (Fig 39). Este dato apoya la
hipotesis de que el “insulator” tEHS-1.4 es un “insulator condicional” y que pudiese ser inactivado
por [a union de otros factores eritroide-especificos (como GATA-1 y YYI). Nosotros demostramos en
esta tesis que el factor CTCF es capaz de interaccionar iz vivo con su sitio de union en el “insulator”
oEHS-1.4 en las células 6C2 (Fig. 39), la presencia in vive de CTCF en ese sitio y la pérdida de la
capacidad de bloqueo de enhancer en estas células apoya la hipdtesis de que CTCE tiene una actividad

alterna a la de bloqueo de enhancer, y podria estar actuando como un factor estructural al contribuir a la

unién con la matriz nuciear.
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Fig. 39 Ensayo de Bloqueo de enhancer en células 6C2. La grafica muestra la actividad del gen reportero luciferasa con
tas distintas construceionas que Hevan a los “insulators” identificados en aste trabajo aCHS-1.2, o EHS-1 4, el clemento
minimo MY9_ Ia doble mutante AA, o bien el “msulator” del dominio B-globina de pollo en una copia FII o en cuatro copias
FIIQ. Obsérvese que la actividad de bloqueo de enhancer del “insulator” «EHS1 .4, se pierde en este estadio de

diferenciacion eritroide.

El abordar estas preguntas permitira proponer un modelo de accién de los “insulators™ y proporcionara
informacion sobre la contribucion de ios factores eritroides para reguiar los genes dei dommio y las

actividades de los “Iinsulators™

Determinar si los “insulators” descritos determinan el limite 5° del dominic a-globina de pollo:
De acuerdo a los resuitados de Anguita y colaboradores, rio arriba de ios “insuiators”™ descritos
en este trabalo, se encuentran otros sitios de hipersensibilidad al corte por Ia DNasa [ los cudles

podrian contener otros elementos “insulators™, para probar esta hipotesis se tendria que proceder a la
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clonacion de las secuencias rio arriba del «EHS-1.4, analizar la estructura de la cromatina de esa zona.
determinar si esos sitios de hipersensibilidad tienen propiedades de “insulators™ y se tendrian
adicionalmente que analizar las modificaciones de las histonas, como la metitacion en los residuos
especificos como la metilacién de la lisina 9 de la histona H3 y particularmente de marcas de
heterocromatina como la desacetilacién de las histonas para corroborar de esta forma la presencia en

esta zona de una transicion entre una organizacion de la cromatina “abierta” (en el dominio a-globina)

y una cerrada (dominio advacente).

Analisis detallado del fragmento de 120 bp que contiene al sitio M9

Se ha determinado por andlisis de secuencias que existen otros factores como Oct-1 que
interaccionan en la regién M9, para confirmar €stos datos se propone primero hacer un ensayo de
digestion a la DNasa | (footprint in vitro), sobre el fragmento de ADN de 120 bp, utilizando extractos
de células eritroides, 6C2, HD3 y RBC correspondientes a distintos estadios de diferenciacion eritroide
y determinar qué secuencias se protegende la digestion por proteinas nucleares de extractos
representativos de los diversos estadios. Ademas se propone que en el sitio M9 se determinen las bases
nucleotidicas que son contactadas por la proteina CTCF llevando a cabo un encavo de interferencia nor
metilacion; este ensayo a su vez podria hacerse utilizando extractos nucleares de los estadios de
diferenciacién eritroide. y con extractos de una linea celular linfoide {DT40) si los contactos de CTCF
cambian durante la diferenciacion, esto apoyaria la hip6tesis de que esta proteina esta interaccionando
con diferentes factores durante la diferenciacién, que es una proteina que no se encuentra estatica sino
realizando diversas funciones dentro de la célula y en particular dentro del dominio a-globina de pollo.

Adicionalmente se propone estudiar si estos “insulators” son capaces de acluar €n conjunto,
para lo cudl actualmente s¢ estan realizando construcciones que contengan al aEHS-1.4 y al aCHS-1.2.
estas construcciones seran ensayadas transitoriamente, y se comprobard si tienen la capacidad de ser

mejores bloqueadores de enhancer que individualmente.

Estudio de la importancia del factor CTCF en la regulacion de los genes del dominio a-globina de
pollo y del gen constitutivo.

Recientemente con el avance en os conocimientos sobre el RNA de interferencia (RNAI), han
surgido novedosas técnicas que permiten disminuir los niveles de una proteina para estudiar sus efectos

in vivo. En colaboracion con el L. en IBB Fabian Flores Jasso del grupo del Dr. Luis Vaca se ha



desarrollado un método para disminuir los niveles de la proteina CTCF de pollo mediante RNA de

interferencia.
Utilizando e! vector BB4CMV?2, se clond el extremo terminal amino de la proteina CTCF de polio

entre dos promotores T7, gracias a los cuales se puede llevar a cabo una transcripcion i# vitro del
extremo amino-terminal de CTCF. EI RNA obtenido se alined para obtener una doble cadena, fue
cuantificado y posteriormente fue transfectado en células 6C2 en diferentes concentraciones. Las
células se recuperaron a las 24 y 48 horas horas y s¢ realizo un Western Blot con anticuerpos dirigidos
contra la proteina CTCF. A las 24 horas no se observaron cambios en la concentracion de la proteina
(datos no mostrados), sin embargo a las 48 horas las células muestran una disminucién en la
concentracion de fa proteina CTCF (Fig. 40). Estos datos deben ser corroborados mediante RT-PCR
del transcrito de CTCF. Sin embargo muestran que los niveles de la proteina pueden bajar después de
la transfeccion del RNA de doble cadena.

Con este antecedente realizamos un ensayo de bloqueo de enhancer para corroborar
funcionalmente que en los “insulators” identificados |la actividad de bloqueo de enhancer dependicra de
los niveles de la proteina CTCF presentes en las células (Fig. 41). En este ensayo se transfectaron las
células 6C2 con el RNA de doble cadena correspondiente al extremo terminal amine de la proteina
CTCF de pollo (Fig. 41). 48 horas después se realizo el ensayo de bloqueo de enhancer. Los resultados
muestran que en las células que fueron transfectadas previamente con el RNA de doble cadena la
actividad del gen reportero al transfectar con el vector control pALucE decae considerablemente
comparar unidades relativas de luciferasa en ambas graficas. Estos datos muestran que el RNA de
doble cadena esta afectando los niveles de expresion de otras proteinas ademas de la proteina CTCE.

Esto puede llegar a ocurrir cuando se utiliza un RNA de doble cadena tan grande como el nuestro

(aprox. 500 bp).




Western Blot anti-CTCFE Gel de Cargado

P . 130
kda
o
C 50 100 2004001 201 R
ng Lg
o

Tin 4!1 | d nesdaa L TOOR EF Al ntraran aaniords seomuestn al W/ actarn T + e Q,C’T‘f‘l‘. an ~alilas &0
" ‘6- A OARNDE | -~ .‘ . l,,l \,Ull(l L wa wE ol vt ey IL‘\‘lulLlli\J s ] JRILR LG Wl Y oL wrLosnsls R o o

realizado a las 48 horas post-transfeccion con el iRNA contra CTCF. O, control, ng, nanogramos; 112, microgramos del
RNA de dobie cadena transfactado a las células 602 Del lado derecho se mizestra 1a memhrana transferida para corrohorar

que ef cargado de las proteinas fuese parejo.

160
140
120 ;

alucexCHS-1 2 A aluce aEHS- 1.4 Mg AL Flii FlikQ
afCHS1.4 aCHS-12

Unidades relativas de luciferas

Fig. 41 Ensayo de bloqueo de enhancer A) Actividad de bloqueo de enhancer de los “insulators” o EHS-1.4y «CHS-1.2, y
Fil en células 602 ; B Actividad ds bloqueo de enhancer en oéhulas 602 transfectadas 48 horas antes con RNA de doble



cadena correspondiente al extremo terminal amine de la proteina CTCF de pollo, nétese que la actividad del gen luciferasa

disminuye considerablemente en todos los casos (ver escala).

Para resolver este problema se necesitaria disefiar un RNA de doble cadena pequefio (21 bp)y
transfectar éste a las células.  Si este RNA pequefio funciona entonces seria interesante analizar lo
siguiente:

| Para corroborar si la proteina CTCF estéd involucrada de alguna forma en {a regulacion de la
expresion de los genes del dominio c-globina de pollo, se analizarian los niveles de expresion de los
genes a lo largo de la diferenciacion mediante RT-PCR, utilizando células en donde se hayan abatido
los niveles de CTCF mediante el método anteriormente descrito. El hacer este experimento tendria
como finalidad saber si la ausencia de esta proteina afecta la expresion de los genes del dominio. Como
control podria utilizarse a la linea celular linfoide DT40, en la que no debiera de existir expresion de
los genes.

2. Podria realizarse un ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina en el sitio M9 para determinar si
el abatimiento de los niveles de la proteina es suficiente para la pérdida de ta union de CTCF a sus
sitios en los “‘insulators™.

3. Asi mismo podria tratar de definirse si esta proteina afecta de alguna manera a los transcritos
intergénicos presentes a lo largo del extrema 5’ del dominio, para lo cual se utilizarian células en las
que se abate la expresion de la proteina CTCF y se buscaria la presencia de estos transcritos.

4. Se ha propuesto que un posible mecanismo de accion de los “insulators” podria ser atrayendo
actividades remodeladoras de la estructura de la cromatina, por lo que el analizar los niveles de
acetilacion de las histonas en la region de estudio en las células donde se abata la expresion de CTCF e
incluso corroborar estos niveles con los datos obtenidos por el grupo de Higgs, seria de extrema
importancia ya que ayudaria a determinar si el reclutamiento de estas actividades esta regulado también
por CTCF.

Seria interesante el llevar a cabo estos experimentos, ya que podria estudiarse in vivo el papel
que juega la proteina CTCF e incluso estos experimentos podrian determinar si esta proteina esta
involucrada en la regulacion de los genes del dominio a-globina de pollo, y si la ausencia de esta
proteina afecta la estructura del dominio, analizando los posibles cambios en la expresion de los genes.
la presencia de los transcritos intergénicos caracteristicos de este dominio y los patrones de

modificacién en las histonas.
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ABSTRACT

The eukaryotic genome is partitioned into chromatin
domains containing coding and intergenic regions.
Insulators have been suggested to play a role in
establishing and maintaining chromatin domains.
Here we describe the identification and character-
ization of two separable enhancer blocking
elements located in the 5 flanking region of the
chicken a-globin domain, 11-16 kb upstream of the
embryonic a-type m® gene in a DNA fragment
harboring a MAR (matrix attachment region) element
and three DNase | hypersensitive sites (HSs).
The most upstream enhancer blocking element co-
localizes with the MAR element and an erythroid-
specific HS. The second enhancer blocking element
roughly co-localizes with a constitutive HS. The
third erythroid-specific HS present within the
DNA fragment studied harbors a silencing, but
not an enhancer blocking, activity. The 11
zinc-finger CCCTC-binding factor (CTCF), which
plays an essential role in enhancer blocking activity
in many previously characterized vertebrate
insulators, is found to bind the two a-globin
enhancer blocking elements. Detailed analysis has
demonstrated that mutation of the CTCF binding
site within the most upstream enhancer blocking
element abolishes the enhancer blocking activity.
The results are discussed with respect to special
features of the tissue-specific a-globin gene domain
located in a permanently open chromatin area.

INTRODUCTION

The eukaryotic genome is partitioned into active and inactive
chromatin domains that are likely to constitute targets for
special domain-level regulatory mechanisms (1,2). It is
becoming increasingly evident that maintaining chromatin
domain configuration with the possible regulatory conse-
quences should be understood in the context of nuclear
compartmentalization (1-5). Chromatin insulators are con-

sidered to be among the key players in this regulation (2,6,7).
Insulators are functionally defined by two properties: (i) the
ability to interfere with enhancer—promoter communication
and (ii) the capacity to protect a transgene against position
effects caused by local chromatin structure at some of the
randomly chosen integration sites.

In vertebrates, the enhancer blocking activity of insulators
is largely dependent on CCCTC-binding factor (CTCF), an 11
zinc-finger nuclear factor (8,9). One of the clearest examples
of CTCF-dependent enhancer blocking activity is in the
imprinted Igf2/H!9 loci, where the conditional (regulated by
CpG methylation) binding of CTCF to the imprinting-choice
region determines the imprinting status of paternal and
maternal alleles via allele-specific enhancer blocking activity
and the chicken §-globin ¢HS4 insulator (2,7,10,11).

In contrast to the domains of 8-globin genes, the domains of
a-globin genes (in chicken and other vertebrates studied)
remain in an open chromatin configuration in both erythroid
and non-erythroid cells (1,7,12,13). This might be explained
by localization of a-globin gene domains in gene-dense
genomic regions containing many housekeeping genes,
including the so-called ‘~14" gene overlapping the upstream
area of the a-globin domain (14-16).

Two clusters of DNase I hypersensitive sites (HSs) (each of
them including 2 constitutive HS and several erythroid-
specific ones) were found previously in the upstream area of
the chicken c-globin domain (15). Several lines of indirect
evidence suggested that the first of these groups, located 11—
15 kb upstream of the embryonic a-type globin gene, could
represent the upstream boundary of the chicken a-giobin
domain (15). Previous observations using transient transfec-
tions demonstrated that the DNA fragments harboring these
HSs possess neither promoter nor enhancer activity (15). At
this point it is important to recall that the majority of the .
insulator elements are neutral in terms of their transcriptional
influence (6). Moreover, placing some of these fragments
between the SV40 promoter and a reporter gene caused strong
repression of reporter gene activity, which could suggest an
enhancer blocking activity, characteristic of one of the
previously defined insulator properties (6,15). In addition,
the most upstream erythroid-specific HS was found to possess
properties of a matrix attachment region (MAR), these
elements are frequently present at the borders of different
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tissue-specific gene domains, some of which possess insulator
features, such as in the chicken lysozyme domain (15,17-19).
In the present study we tested the DNA fragments harboring
the above three HSs for the presence of an enhancer blocking
activity. This activity was found in DNA fragments harboring
the two most upstream of the three HSs studied. Furthermore,
the corresponding DNA fragments were found to bind CTCF
in vitro, and at least one of these sites interacts with CTCF
in vivo in both erythroid and non-erythroid cells. Mutant
analysis carried out on the corresponding enhancer blocking
element has demonstrated that binding of CTCF is essential
for the enhancer blocking activity. These findings strongly
suggest that the most upstream group of HSs present in the 5
flank of the chicken o-globin domain could separate distinct
chromatin subdomains in a constitutively open genomic
region.

MATERIALS AND METHQODS
Plasmids and constructs

The recombinant clone containing the 6.6 kb BamHI fragment
harboring the three most upstream HSs of the chicken a-
globin domain has been described previously (15). Four sub-
fragments of the insertion were PCR-amplified: a 1.4 kb DNA
fragment harboring the 5" erythroid-specific HS (0EHS-1.4),
1.2 and 0.6 kb DNA fragments harboring the constitutive HS
with flanking sequences of different lengths (@¢CHS-1.2 and
aCHS-0.6) and a | kb DNA fragment harboring the 3"
erythroid-specific HS (oEHS-1.0). Each pair of primers
contained Sall and HindII sites necessary for cloning the
PCR-amplified DNA fragments in the pAcatE vector (20,21).
Oligonucieotides used for amplification of the regions o EHS-
|.4, oCHS-1.2, aCHS-0.6 and oEHS-1.0 were as follows. For
aFHS-1.4: a, 5-CCGGGGAAGCTTGTCGACTGTTTGC-
ACCTCTAA-3"; b, 5-CCGGGGAAGCTTGTCGACTTT-
CATGAAGTT-3"; aCHS-1.2: a, 5-CCGGGGAAGCTTGT-
CGACGTCCCTCCTTTTCAAATCTAAC-3; b, 5-CC-
GGGGAAGCTTGTCGACCTATTTCAGATGTGATCA-3";
aCHS-0.6: a, 5-CCGGGGAAGCTTGTCGACGGGTTCAC-
AGAGAAGACTTG-3', b, 5-CCGGGGAAGCTTGTCGA-
CAGCCACAAAATAGGA-3"; and oEHS-1.0: a, 5-CCG-
GGGAAGCTTGTCGACGTGCTCAGCATA-3; b, 5°-CCG-
GGGAAGCTTGTCGACAATTGCCTTCTGA-3. The new
pALucE luciferase reporter vector was constructed by digest-
ing the pGL3-basic vector (Promega) with the Bglll and
BamHI restriction enzymes to cbtain the luciferase gene with
the poly(A) signal. This 2214 bp DNA fragment was sub-
cloned in the pAcatE vector, which was digested with BamHI
to eliminate the chloramphenicol acetyltransferase (CAT)
gene. The pALucE vector retains the Sall site located between
the gene and the B/e enhancer. All tested fragments were
cloned in this site.

Cell culture

Chicken cell lines DT40 [pre-B cells transformed by avian
leukosis virus (ALV}], 6C2 (wransformed pre-erythroblasts)
and AEV-transformed erythroblasts [line LSCCHD3 (HD3)]
were grown as described previously (22,23). HeLa and COS-1
cells (African green monkey kidney cells transformed by
SV40) were grown in DMEM supplemented with 10% fetal
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bovine serum. Ten-day chicken embryonic red blood cells
(RBCs) were cultivated as described previously (20).

Transient enhancer blocking assay

RBCs were obtained directly from the apical veins of chicken
embryos. 1 X 108 cells were used per transfection with 6 pg of
each linearized plasmid and 6 ug of pTkB-gal plasmid
(Stratagene). The latter served as an internal marker (o
normalize the efficiency of transfection. The RBCs were
resuspended in 500 .l of PBS buffer and electroporated at 300
uF with 450 V. CAT activities were measured as described
previously (20,21). In experiments with constructs bearing
firefly luciferase and Renilla luciferase gene reporters, 1 X 108
cells were transfected with 1 pg of each plasmid and with 200
ng of the Renilla plasmid (pRL-CMV). Cells were resus-
pended in 500 pl of PBS buffer and electroporated at 500 pF
and 450 V, luciferase activities were determined 48 h later
using the Dual luciferase kit (Promega). Relative luciferase
units were measured in a TD 20/20 lumincmeter (Turner
Designs).

Chicken CTCF over-expression

Plasmid pSG5-CTCF (kindly provided by Dr Elena Klenova)
was transfected into COS-1 cells by electroporation at 100 V
and 950 PF. 24 h later, cells were lysed by freezing and
thawing for 30 min at 4°C in RIPA buffer (150 mM NaCl,
1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS and
50 mM Tris—-HCl pH 8.0) with 10 pg/ml of protease
inhibitors (leupeptin, PMSF and pepstatin A from Sigma).
After centrifugation, lysates were stored at —70°C. This
same protocol was used for preparation of Hela total cell
extracts.

In vitro transcription/translation

The full-length chicken CTCF ¢cDNA was in vitro transcribed
and translated from the pSG5-cCTCF vector, using the TnT
reticulocyte lysate-coupled in vitro transcripticn—translation
system (Promega).

Electrophoretic mobility shift assay

The EMSA assay was performed as previously described (8).
Competitions were carried out with 100 pmol of cold
oligonucleotide. The following oligonucleotides (all purified
by PAGE) were used in different mobility shift experiments
(in all cases only one of the complementary chains is shown}:
M9, S5-TTTCCATATAGAACAATGTAAATTCTTTCCT-
AGAGTTAAGCAGGGCTTTTTCATAAGCTG-3; CI10, 5°-
CATGGCCAGCAGGCCCTCCTTGGTGCCCACCTTGCT-
GCAGTGGGACTGCGCTGCTCCGGA-3", Cll, 5-CCT-
CAGTGAGCTGCCAGGGGAAGCTCATAGTTGCAGGA-
TGGGAGCAGTGTGAGGTTTGAT-3; Cl12, 5-TGTGT-
GCCTCCATCAGACCACCCCCTCCACCATGCAGGTAC-
CCCAGATAACACAGTATCA-3", C13, 5-TGGGTGTGT-
TCCACACCCACCTTATCTCTCGGCCACAAGCAGGCC-
CTCAGTGCCCACAGA-3; Cl4, 5-CCAAACAGGAT-
GCCCAGCACAGCTGAGGGCTAGCAGAGAGGAGGG-
GAGAGT-3; FII, 5-CCCAGGGATGTAATTACGTCCC-
TCCCCCGCTAGGGGGCAGCAGGCGCGCCT-3" (8); and
DMD, 5-TTGGTTGTAGTTGTGGAATCGGAAGTGGCC-
GCGCGGCGGCAGTGCAGGCTCACACATCACAGCCC-
GAGC-3’ (10). The following oligonucleotides have Sall and
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Figure 2. Transient enhancer blocking activity of the HSs located at the 5
upstream region of the chicken a-globin locus. Transient transfections of
linearized plasmids in chicken 10-day-old embryonic erythrocytes. The
scheme of (he basic construct with the p* promoter and A/ enhancer is
shown at the top of the figure. (A) The constitutive HS (aCHS-1.2) tested
‘between’ and ‘outside’ in both orientations. Positions of the tested frap-
ments relative to the enhancer are shown schematically at the left of the
histogram. Construct 5 contains four copies of the FILFII sites of the B-glo-
bin insulator (striped box). Constructs 6 and 7 represent pAcalE and enhan-
cer-less pAcat used to normalize the results. (B-D) Results obtained
correspondingly with the aCHS-0.6, aEHS-1.4 and cEHS-1.0 fragments.
All designations are the same as in (A). Data shown in histograms represent
the average of seven independent experiments and error bars show the SEM
in all cases.

Since several putative protein-binding sites were identified
around the middle of the 1.2 kb sequence in the vicinity of the
constitutive HS, we decided to test a shorter DNA fragment
representing the central part of the CHS-1.2 DNA fragment
(see Fig. 1). Unexpectedly, this shorter 600 bp DNA fragment
(CHS-0.6) showed a moderate (3-fold) reduction in CAT
reporter activity in both orientations and locations (Fig. 2B).
Taken together, these data show that the CHS-1.2 element
possesses an enhancer blocking activity that is lost when the
fragment is delimited to a 600 bp central part (see below).
Instead, the cCHS-0.6 fragment shows a moderate silencing
activity.

In the next set of experiments the fragments harboring the
two erythroid-specific HSs (2EHS-1.4 and oEHS-1.0; see
Fig. 1) were studied. The oEHS- 1.4 DNA fragment was found
to possess the enhancer blocking activity, in addition to a
modest silencing activity. Indeed, a strong reduction in the
reporter CAT gene activity was observed when the cEHS-1.4
DNA fragment was placed between the B* promoter and the
pA/e enhancer (Fig. 2C, constructs 3 and 4). The enhancer
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Figure 3. Sequence identification of conserved CTCF sites and binding
activities. (A) Sequences of putative DNA binding sites for CTCF clustered
in the cEHS-1.4 and aCHS-1.2 elements. Conserved nucleotides are shown
in bold. The DMD sequence corresponds to a CTCF binding site of the dif-
ferentially methylaled domain from the mouse /gf2/H!9 impnnted locus
(10). (B) Electrophoretic mobility shift assay using nuclear extracts from
chicken RBCs. Each retarded complex was competed with 100-fold molar
excess of FIl unlabeled DNA. The location of each binding site is shown
below.

blocking effect in this case was even more prominent than that
observed for the CHS-1.2 DNA fragment. In contrast, the
oEHS-1.0 fragment harboring the 3° erythroid-specific HS
behaves like a classical silencer, since the activity of the CAT
gene was similarly reduced whether this fragment was placed
between the enhancer and promoter or in the “outside’ position
(Fig. 2D). Thus, the most upstream HSs, o¢EHS-1.4 and
oCHS-1.2, are enhancer blocker elements, and the ocEHS-1.4
shows a stronger ability to interfere with enhancer-promoter
action.

CTCF interacts with the cEHS-1.4 and the «CHS-1.2
enhancer blocking elements

Since enhancer blocking activity is a preperty of insulators
and it has been previously demonstrated that CTCF interacts
with many known vertebrate insulators, we decided to analyze
the DNA sequence of the region under study for the presence
of potential CTCF-binding motifs (6,8,9,25). Identification of
such motifs represents a difficult task, since the differential use
of the 11 zinc-fingers allows CTCF to bind divergent
sequences having no close similarity (8,9,25). We fixed a
CTAG sequence as the starting motif of similarity with
upstream and downstream CG-rich sequences and compared
our sequences with the FII CTCF-binding site present in the
chicken B-globin insulator (8,25). Computer-assisted analysis
allowed us to identfy six potential binding sites for CTCF
(named M9 and C10-14; Fig. 3A). The M9 site was found in
the tEHS-1.4 element while the aCHS-1.2 DNA fragment
harbored several putative CTCF-binding motifs (C10-C14).
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Figure 4. DNA-protein interactions of overexpressed and in vitro transcnip-
tion/translated chicken CTCF. (A) The gel shift experiments show binding
of nuclear extracis from cells wansfected with the empty (COS-1} and the
pSGS-CTCF vectors (COS-1+CTCF) to the FII, M9 and C10-C14 labeled
oligonucleotides. The retarded complexes were competed with 100-fold
molar excess of the chicken f-globin cHS4 FII insulator site. (B) Gel-shift
experiments using CTCF obtained by in vitro transcription/iranslation (ivT),
Labeled FII and M9 sites were used as probes and 25-fold moiar excesses
of the FII, M9 and mouse DMD sites were used as cold competitors as indi-
cated above the slots. Open triangles over lanes 2, 3 and 8, 9 represent
increasing amounts of in vitro transcription/translated CTCF.

Most importantly, no apparent CTCF-binding motifs were
found in the oEHS-1.0 fragment that did not show enhancer
blocking activity (Fig. 2D).

Based on the above analysis, we synthesized six pairs of 60
bp long oligonucleotides harboring the putative CTCF binding
sites (Fig. 3A). These fragments were tested in gel-shift assays
with nuclear extracts prepared from chicken RBCs (Fig. 3B).
Using the FII site from the chicken B-globin insulator as a
positive control and a specific CTCF competitor, we found
that all the predicted sites are able to produce a retarded
complex to different extents, similar to the one seen with FIL.
These retarded complexes were efficiently competed with
L00-fold molar excess of the FII site (Fig. 3B). Similarly, the
CTCF-binding motif from the DMD region of the mouse /gf2/
HI9 locus competed the retarded bands formed by the M9
motif in a specific fashion, while the oligonucleotide bearing
an Spl binding site behaved similarly to a non-specific
competitor (data not shown).

To confirm our conclusions, the extracts with enriched
CTCF concentrations [prepared from COS-1 cells transiently
transfected with a chicken CTCF expressing plasmid (pSGS5-
CTCF expression vector)] were made. Two parallel sets of
band-shift experiments were carried out using extracts from
COS-1 cells transfected with empty pSG5 and pSG5-CTCF
plasmids. The results of gel-shift experiments confirmed the
binding of CTCF to the M9 and C10-C14 sequences (Fig. 4A).

Indeed, with all binding sequences tested the intensity of one
of the retarded bands (indicated by arrows in Fig. 4A)
increased significantly when the CTCF-rich extracts were
used, and consistently those bands were all effectively
competed by the cold FII site. Based on our observation
demonstrating stronger enhancer blocking activity of the
oEHS-1.4 element (Fig. 2C), we decided to focus our attention
on the characterization of the M9 binding site. Thus, to further
confirm that CTCF binds to the M9 motif, we carried out a gel-
shift assay using the FII and M9 sequences as probes and
in vitro transcribed/translated full-length CTCF (Fig. 4B).
A specific retarded complex was observed in each case and
the retarded band was competed, although with different
efficiencies, by the FII, DMD and M9 sequences. To estimate
differences in CTCF-binding affinities between the FII
and M9 sites, competitions were done at low molar excess
of cold competitors (25-fold). These experiments deman-
strated that, at low concentrations, FII was not able to
efficiently compete CTCF bound to the M9 sequence. In
contrast, M9 clearly competed CTCF bound te FII (Fig. 48,
compare lane 4 and 10). This observation requires further
investigation but may reflect differences in binding affinities
or in the mode of binding that can correlate with differences in
enhancer blocking strength of different insulators, as recently
observed for the human and mouse f-globin insulators (25). In
those domains the enhancer blocking activity is, at least
partially, dependent on CTCF affinity for these DNA binding
sequences (25). Thus we confirmed the in vitre interaction of
CTCF with the M9 site of the oEHS-14 enhancer blocking
element.

Enhancer blocking activity depends on CTCF binding
sites and additional sequences

To further study a possible role of CTCF in enhancer blocking
activity, we tested the binding capacity of the M9 site alone
and three mutant versions of this element lacking important
conservative elements (Fig. 5A and B). The specificity of
CTCF binding to M9 was confirmed by loss of CTCF
interaction to the mutant M9 motf (M9Acag, M9Actag and the
double mutant M9AcagActag) by gel-shift assay (Fig. SA and
data not shown). In order to functionally characterize the MY
CTCF binding site we used luciferase gene as a reporter,
allowing better quantitation of the results. The B-globin
insulator FII site known to bind CTCF, the FILFIII sites in
single and four copies and the mutant versions of those sites
(Fig. 5B, constructs 6—10) were used as controls. The results
presented in Figure 5B demonstrate that the M9 site alone
(construct 5) possesses a prominent enhancer blocking effect,
although less strong than the enhancer blocking effect of the
FII site. Most importantly, mutations abolishing binding of
CTCF to the M9 site (Fig. SA) resulted in a complete loss of
the enhancer blocking activity (constructs 2-4). Thus, the
enhancer blocking activity of the oEHS-1.4 element is
dependent at least in part on CTCF.

In the next set of experiments the enhancer blocking activity
of the CTCF binding sites present in the 1.2 kb DNA fragment
was studied (Fig. 5C). As expected (see Fig. 2B) the central
600 bp fragment did not possess any positional enhancer
blocking activity (Fig. 5C, construct aCHS-0.6). In contrast,
when either 5’ or 3’ flanking sequences were added to this
fragment, we recovered a significant enhancer blocking
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Figure 5. Detailed analysis of the enhancer blocking activines of the M9
site in the oEHS-1.4 and aCHS-1.2 enhancer-blocking elements using
linearized pALucE luciferase reporter plasmids transiently transfected in
chicken RBCs. {A) CTCF binding to the M9 and mutant M%Actag sites.
Each experiment was carried out wilh extracts from normal COS-1 cells
and CTCF-overexpressing COS-1 cells, Lanes 4 and 8 show competition
with 100-fold molar excess of the FII motif. (B) Enhancer blocking activity
of the M9 site of the ¢EHS-1.4 element. Results are presented as relative
luciferase activilies and error bars show the SEM. Data from constructs -5
are the average of seven independent experiments and constructs 6-10 of
four, (C) Sub-division of the aCHS-1.2 fragment harboring the second
enhancer blocking element. In the scheme above the histogram, putative
CTCF-binding elements are shown with open boxes indicated as C10-C14.
Data in the histogram represent an average from six independent experi-
ments.

activity equivalent to the activity of the entire aCHS-1.2
element (Fig. SC, constructs aCHS-1.0, a¢CHS-0.85 and
oCHS-1.2). These results suggest that the C10 and C14 CTCF
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Figure 6. In vivo interaction of CTCF with the M9 binding site in erythroid
and non-erythroid cells. To further confirm the interaction of CTCF with the
M9 site, a ChIP experiment was carried oul. {A) Characterization of the
chicken cCTCF(86-233) antibody by western blot. Bacterially produced
pepuide [cCTCF(86-233)] and full-length peptide from total HD3 and Hela
cell exiracts. (B) ChIP assay using chicken RBCs. PCR amplification of the
test fragments (M9 and BAe enbancer) using as template DNA input frac-
tion (i) and DNA recovered from immunoprecipitated fractions bound (b)
versus unbound (ub) by the chicken CTCF-specific antibedy. In control
experiments a preimune serum was used (pre-im, 10 pl). Note the increase
of PCR-amplified M9 test fragment in bound fractions obtained with in-
creased amount of CTCF-specific antibody. (C) ChlIP assay in the same con-
ditions except that the ChIP was done with a commercial CTCF antibody
[anti-CTCF(sc)]. CTCF binds to the M9 site in chicken pre-erythrobiast 6C2
cells and in non-erythroid DT40 cells. An irrelevant antibody was also used
for ChIP showing no amplification product (c-1gG). These data are repre-
sentative of three independent experiments.

binding sites, possibly in combination with other sites, are
relevant for the overall ®EHS-1.2 enhancer blocking activity.

CTCF binds in vive to the MY site

To find out if CTCF is bound in vive to the M9 sequence, a
ChIP assay was employed. To carry out these experiments, we
first produced chicken-specific polycional antibodies against a
non-conserved region of chicken CTCF, adjacent to the zinc-
fingers [cCTCF(86-233); Fig. 6A]. Antibody specificity was
confirmed by western blot (Fig. 6A). These antibodies were
used to precipitate the chromatin fragments bearing bound
CTCF. The concentration of the M9 motif in the precipitated
fraction was compared with the concentration of a chicken
reference sequence, the chicken B*/€ enhancer element which
does not interact with CTCF in vive (21,26). The relative
representations of both fragments in the immunoprecipitated
DNA fraction were assayed using PCR with two sets of
primers permiltting the amplification of a 120 bp DNA
fragment bearing the M9 motif and a 301 bp DNA fragment
bearing the fA/e enhancer (Fig. 6B and C). The ChIP assay
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was first carried out using chicken RBCs. The fragment
bearing the M9 motif was clearty enriched (as compared to the
fragment bearing the PA/e enhancer) in the chromatin fraction
precipitated by our anti-cCTCF(86-233) antibody (Fig. 6B).
Importantly, when 10 pl of pre-immune fraction was used, no
enrichment was abserved. The same results were obtained
when commercial anti-CTCF antibodies were used (Fig. 6C).
ChIP was repeated with the chicken pre-erythroblast 6C2
transformed cell line and with non-erythroid DT40 cells (pre-
B cell line) These experiments demonstrated that CTCF is
bound in vive to the M9 motif in all the cell types tested
(Fig. 6B and C).

DISCUSSION

This study describes the identification and characterizauon of
two new enhancer blocking elements located in the upstream
area of the chicken a-globin domain with a possible function
to separate control elements within the same open chromatin
domain or sub-domains. It should be underlined that the
present knowledge about vertebrate insulators is based on the
results of detailed analysis of only a few examples (7,10,11).
Characterization of any new insulators may significantly
extend our knowledge about these important genomic elem-
ents. This seems 1o be the case as far as the results of the
present study are concerned. The chicken a-globin domain
HSs are composed of two separable enhancer blocking
activities. This is a distinguishing feature of the chicken o-
globin domain upstream insulator, as compared to the
insulators present at upstream and downstream flanks of the
vertebrate B-globin domains (7,8). The second unexpected,
and thus distinguishing, feature of one of the two enhancer
blocking elements described in the present work is that it co-
localizes with an initially defined erythroid-specific HS. There
are previously described insulators which co-localize with
tissue-specific HSs such as the mouse 3’HSI (25). We thus
decided to characterize more precisely the enhancer blocking
element localized in the erythroid-specific HS. This element
{referred to throughout this paper as aEHS-1 4, including the
MS motif} turned out to be a typical vertebrate enhancer
blocker whose activity depends on the CTCF recognition
sequence, which was found associated in vivo with the M9
motif in both immature erythroid and non-erythroid cells
(DT40 cell line). It is also worth mentioning that this element
co-localizes with the previously defined MAR sequence (15).
Co-localization with MAR elements has been noted for some
vertebrate insulators studied (2,17,19). Moreover it has
recently been described that CTCF is able to bind to the
nuclear matrix; the fact that CTCF is found ir vive in the DT40
cell line could mean that it plays a relevant structural role in
the MAR function in addition to its enhancer blocking activity
@n.

To understand a possible significance of the location of an
enhancer blocker element in an erythroid-specific HS, one
should consider special features of c-globin domains as
compared to B-globin domains (2,12,28). In contrast to the
latter, the o-globin domains are located in permanently open
chromatin areas which contain several non-globin genes,
including a housekeeping gene located very close to the o-
globin gene cluster and overlapping the a-globin gene domain
(14). To this end the original prediction is that the a-globin

domain constitutes a typical example of weak genomic
domains that do not have defined structural boundaries (2).
Nevertheless, the transcriptional status of the domain as a
whole is regulated by special, although as yet poorly
understood mechanisms. Operation of these domain-level
regulatory systems became especially clear when it was
demonstrated that the domain as a whole (with flanking
sequences) is characterized by increased levels of site-specific
histone acetylation in erythroid cells but not in cells of other
lineages (13,29,30). The LCR-like regulatory element of
mammalian a-globin domains was found 40 kb upstream of
the first a-globin gene in one of the so-called ‘~14" gene
introns (14,31). Analysis of the distribution of conserved
regions in the upstream areas of vertebrate o-glabin domains
has permitted the prediction of the positions of similar
regulatory elements in the chicken genome [about 20 kb
upstream to 1 gene (32)]. The intriguing fact is that this
regulatory region is located upstream of the enhancer blockers
characterized in the present study. If indeed this regulatory
region is involved in control of a-globin gene expression, the
enhancer blockers should be somehow inactivated in cells
expressing o-globin genes. Conditional insulators have been
described in the literature (10,11,33,34). In the majority of the
known cases, their activity is regulated by DNA methylation,
which interfere with the CTCF binding. It is, however, easy to
imagine a situation when CTCF binding would be prevented
by binding of other sequence-specific factors (in our case
erythroid-specific transcription factors or ubiquitous factors)
close to the CTCF recognition site. To this end it might be of
importance that the genemic region studied in the present
work contains multiple recognition motifs for different
erythroid-specific factors (15). However, our results indicate
that CTCF is capable of interacting with the M9 recognition
site by itself according to the in vitro transcription/translation
results, and also in the presence of other proteins according to
the gel-shift experiments performed with erythroid nuclear
extracts.

Although the second enhancer blocking element (aCHS-
1.2) identified in our study co-localizes roughly with the
constitutive HS, the short fragment (CHS-0.6) containing
this constitutive HS does not possess enhancer blocking
activity by itself, and binding of CTCF to the recognition
motifs located at the flanks of the «*CHS-1.2 DNA fragment
might be affected by binding of erythroid-specific transcrip-
tion factors to the recognition sequences present within the
two erythroid-specific HSs. If indeed erythroid-specific tran-
scription factors can compete with the CTCF binding, a simple
increase in the concentration of these factors occurring in the
course of differentiation of erythroblast precursors would
mnactivate the enhancer blocker.

An alternative model has to do with the location of the
newly defined enhancer blockers, and the bi-directional
presence of intergenic transcripts over the studied area
(Fig. 1) (14,16). One possible speculation in terms of the
location and presence of two enhancer blockers in the 5
upstream area of the chicken o-globin domain is related to
those intergenic transcripts. Each opposing transcript should
have regulatory clements that drive their initiation and
elongation, Based on such supposition, the newly defined
oEHS-1.4 and aCHS-1.2 elements could block non-specific
regulatory signals affecting those transcripts. Such an idea
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seems attractive since one insulator could act on the 3° strand
and the other on the opposite strand based on the transcript
directions and we have demonstrated that the enhancer
blocking activity of these elements is independent of their
orientation (see Fig. 2) (14,16). There are experiments
currently in progress in our laboratory to test this hypothesis.
In addition, we should recall that there is recent evidence
supporting the presence of intergenic transcripts in chromatin
domains and sub-domains that contribute to their formation
and developmental regulation (35,36).

Interestingly, detailed comparative analysis of histone
acetylation levels on the 5" side of the human, mouse,
pufferfish and chicken o-globin gene clusters have revealed
histone acetylation transitions (29). For the chicken a-globin
domain this group has found the highest levels of H4 Lys-3
and H3 Lys-14 hyperacetylation overlapping the oEHS-1.4
and oCHS-1.2 enhancer blocking elements. They have
defined an area with a high level of histone acetylation,
which extends from 6 kb upstream of the aEHS-1.4 [primer
C6 (29)] through 200 bp downstream of the oCHS-1.2
element [primer C7 (29)}. This area overlaps the three HSs
under study but the transition on histone hyperacetylation is
located 6 kb upstream of the oEHS-1.4 (primer C6). Taking
all this data into account we can conclude that the newly
defined enhancer blockers are located within a zone of high
levels of histone acetylation and 6 kb downstream of a sharp
histone acetylation transition which could correspond to the
boundary of the domain [see figures 6 and 7 from Anguita et al.
(29)1.

At this point we can only speculate how these enhancer
blocking elements work in the chicken a-globin domain.
Nevertheless, the proposed medels may constitute a starting
point to design further experiments aimed at better under-
standing the regulation of o-globin gene expression.
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CARACTERISTICAS Y FORMACION DE UN DOMINIO
TRANSCRIPCIONALMENTE ACTIVO EN EUCARIOTES*

Viviana Valadez Graham! y Félix Recillas Targa'

RESUMF_N : - B
-La necesidad funcional de compactar a] genoma de
“una célula eucariota en cromatina para contenerlo
_.dentro del micleo resiringe el acceso al ADN, de pro- -
.tein as que regulan la actividad genética, Tanto 1ospnu- ) smos de hlperscnslbﬂldad ala DNasaI LCR.
- ABSTRACT LT
" noma én estructuras més complejas (como los cromo-
' somas), limitan el acceso a factores de transcripcién y

“en consecuenc:a repnmen la actividad genética. Es

cleosomas individuales como la orgamzamén del ge-

las protefnas a sus secuencias blanco en el ADN y asf

dominios dentro del genoma, los cuales son unidades

‘transcnpmonales cuya expresion es regulada de ma- g
neraindependiente por elementos inherentes a ellos, y

los primeros niveles de regulacién en células eucario-
.. tas a lo largo del desarrollo,

- PALABRAS CLAVE: Cromatina, nucleosoma, domjnios,

-*'-fr‘:In hlgher eukaryotes the genome is packagcd into a
-~compact and repressive chromatin structure. To allow

necesario por lo tanto que exista un remodetaje regu- ~stmall portion of the genome fo be expressed in a given

“lado de la cromatina que permita la accesibilidad de - cell-type, tissue or moment, it is necessary a series of

.. ordered chromatin remodeling events. On recent years it

e lleve a cabo la expresi6n eficiente y ordenada de un -/ s more generally accepted that eukaryotic genome is

- gen, Para favorecer la expresién génica se ha pro-
puesto que los genes se encuentran organizados en -

" organized into structural and functional discrete domains.
_In the present work we propose that chromatin domain
4f0rmahon represents one of the first steps in genome
rcmodelmg influencing the control of gene activation.

. KEY WORDS: Chromatin, nucleosome domains, DNase
I hypersensitive sites, LCR.

cuya formacxén [proponemos que representa uno de

INTRODUCCION

1 genoma de una célula eucariota

se encuentra asociado a protei-
nas llamadas histonas, las cuales
contribuyen a empaquetar el ADN.
Esta asociacién del ADN con pro-
teinas denominada cromatina, per-
mite que la informacién genética
pueda ser contenida dentro del ni-
cleo. Hasta hace algunos afios se es-
tudiaba a la estructura de la croma-
tina y la activacién transcripcional
como dos procesos bioldgicos in-
dependientes, de hecho se pensaba

,-.::f‘t.».u T DRI N IV Sae TRt L e e

que la cromatina no jugaba un papel
esencial dentro de la regulacién
transcripcional y que su papel era
meramente estructural. Actualmen-
te se entiende que la activacién
transcripcional de los genes de cé-
lulas eucariotas, se encuentra inti-
mamente asociada a cambios en la
arquitectura de la cromatina. El em-
paquetamiento del ADN constituye
per se una estructura represora que
impide la transcripcién genética, pe-
T0 que a su vez es capaz de remo-
delarse para permitir la expresién

*Recibido: 6 de febrero de 2001. Aceptado: 17 de julio de 2001.
IDepartamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Apartado Postal 70-242, C. P. 04510.
México D. F. Fax 5622-5630. Correo E: frecilla@ifisiol. unam.mx

regulada de los genes. Este remo-
delaje en la cromatina favorece o
impide de manera regulada el en-
samblaje del complejo de inicia-
ci6n de la transcripcion asociado a
la ARN polimerasa I en las regio-
nes promotoras de genes, repercu-
tiendo en la expresion de los mis-
mos. En un nivel mds elevado de
complejidad, la transcripcion de los
genes eucariotes es modulada ade-
mas por elementos distantes, es de-
cir, que se encuentran alejados de
las regiones promotoras de los mis-
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mos. Estos elementos en posicién
cis son sitios de union a factores que
en cooperacion con diversos com-
plejos son capaces de regular la
transcripcion genética positiva o ne-
gativamente y posiblemente contri-
buyen también ala remodelacion de
la cromatina.

En el contexto de la cromatina,
estos sitios de unidn a factores se
encuentran en regtones que son hi-
persensibles al corte por nucleasas,
como per ejemplo la DNasa I. La
hipersensibilidad al corte por estas
enzimas correlaciona con una es-
tructura mas abierta o accesible de
la cromatina, lo que permite la unién
de diferentes factores de transcrip-
cion a sus secuencias blanco en el
ADN. En ocasiones, cuando los ge-
nes son activamente transcritos, esta
accesibilidad al corte por endonu-
cleasas puede extenderse por varias
kilobases pudiendo incluir a uno o
varios genes. A las regiones de la
cromatina que se encuentran abier-
tas en un tiempo y espacio determi-
nado del desarrollo celular se les ha
denominado dominios transcripcio-
nalmente activos.

En afios recientes se ha propues-
to que estos dominios tienen limites
bien definidos y la transcripcidn del
gen o genes contenidos en ellos es
regulada diferencialmente a lo largo
del desarrollo por elementos situa-
dos dentro de estos limites. Existen
ademds, evidencias citoldgicas que
apoyan el concepto de dominios,
siendo la mds evidente lo que ocu-
rre durante la expresién genética en
los eromosomas politénicos de las
glandulas salivales de larvas de Dro-
sophila. Al observar al microsco-
piolos cromosomas politénicos, es-
10s presentan un patron de bandas e
interbandas. En las bandas se en-
cuentran los genes, los cuales al ser
expresados generan una estructura
conocida como “puff”, 1a cual se ob-

serva como un ensanchamiento de
la banda representativo de un rela-
jamiento en la estructura de la cro-
matina. Cabe sefialar que estas es-
tructuras o “puffs” estdn acotados,
es decir, que no invaden bandas ad-
yacentes y que recientemente se ha
propuesto, contribuyen a la forma-
¢i6n y mantenimiento de un domi-
nio transcripcionalmente activo. As{
pues. se ha comprobado que en los
“puffs” existe un dominio que estd
siendo regulado y transcrito por ele-
mentos inherentes a €l y que no in-
vaden otros dominios gracias a la
presencia de sus limites.

Ademas de las evidencias bio-
quimicas y citolégicas mencionadas,
existe actualmente un cimulo de
datos experimentales recientes que
apoyan el concepto de una organi-
zacion del genoma eucariote en do-
minios transcripcionalmente activos.
En estarevisién se analizarén los ele-
mentos y mecanismos que regulan
la apertura y el cerrado de regiones
especificas en el genoma. De igual
manera se pondra de manifiesto que
el remodelaje de la cromatina es
esencial para la formaci6n de un do-
minio transcripcionalmente activo.
Se discutird primeramente aspec-
tos relacionados sobre las protei-
nas involucradas en la compacta-
cion de la informacién genética, en
segundo lugar se describirdn los
elementos de regulacién de la
transcripcion, posteriormente se
hard un analisis detallado sobre los
limites de los dominios y por tiltimo
se discutird la manera c6mo co-
operan de manera coordinada to-
dos estos elementos para formar,
mantener y regular la expresion de
los genes contenidos en un domi-
nio. A su vez, se propone que la
formacién de un dominio represen-
ta probablemente uno de los nive-
les iniciales dentro de la regulacion
de la expresién genética.

Valadez Graham V y Recillas TargaF

ESTRUCTURA DE LA CROMATINA
Para comprender cémo se forma un
domunio transcripcionalmente acti-
V0, es necesario entender el contex-
to en el cual el ADN estd estructu-
rado en forma de cromatina y su re-
lacién con el niicleo celular. Si se
extiende de manera lineal la molé-
cula de ADN contenida en el inte-
rior del nicleo de una célula euca-
riota, su longitud varia entre 2 y 4
metros; tomando en cuenta que el
didmetro del nicleo oscila entre 10
y 20 micras, se hace evidente que
debe existir un sistema de empaque-
tamiento que compacte el geiioma
celular de manera que pueda ser
contenido dentro del nicleo. Para
empaquetar e] ADN, la célula se
vale de unas proteinas llamadas his-
tonas las cuales forman un octdmero
cilindrico sobre el cual el ADN es
enrollado para formar lo que se co-
noce como nucleosoma. El nucleo-
soma tiene un didmetro de 6.5 na-
nometros (nm), el cual estd com-
puesto de un tetrdmero central for-
mado por dos copias de las histonas
H3 y H4, flanqueado por dos hete-
rodimeros de las histonas H2A y
H2B. Las histonas insertan residuos
de argininas en el surco menor del
ADN que esta en contacto con el
octamero. Esta union se estabiliza
gracias a los extremos amino-termi-
nales de las histonas, los cuales que-
dan expuestos por fuera del cilindro
de histonas y son ricos en residuos
de lisina. La abundancia en residuos
de lisina en los extremos amino-ter-
minales genera una carga neta posi-
tiva, la cual interacciona con la car-
ganegativa de]l ADN estabilizando
launién del ADN al octdmero de his-
tonas, de esta manera el ADN que-
da enrollado sobre el octdmero (1).
La estructura nucleosomal es
considerada como el primer nivel
estructural de empaquetamiento,
donde 146 pares de bases (pb) de
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ADN se enrollan en 1.65 vueltas al-
rededor del octdmero de histonas.
Los cilindros de histonas van posi-
ciondndose uno tras otro regular-
mente a lo largo del ADN, de ma-
nera independiente de secuencias
nucleotidicas especificas formando
una cadena de polinucleosomas co-
nocida como collar de perlas o fibra
de 10 nm.

En el siguiente nivel de estruc-
turacién de la cromatina, la histona
H1, juega un papel tanto estructural
como de regulacién. Primero se to-
ma en consideracién la contribucién
de la histona H1 a la estructuracion
de la cromatina, para posteriormen-
te presentar las evidencias de la par-
ticipacion de esta histona en la re-
gulacién transcripcional. La histona
H1 contribuye a la formacién de lo
(Jue Se CONOCEe COMO Cromatosoma,
el cual contiene al octimero de his-
tonas, a la histona H1 y abarca 168
pb de ADN (20 pb mds por la in-
teraccion con la histona H1). La
histona H1 se localiza en la region
internucleosomal e interaccicna con
el ADN que entra y sale del nucleo-
soma (ADN de unién), tiene un pa-
pel estructural fundamental, ya que
contribuye a que la fibra de 10 nm
escale al siguiente nivel de compac-
tacion del ADN en cromatina: la fi-
bra de 30 nm o solenoide. La histo-
na H1 estabiliza la fibra de 30 nm al
fomentar contactos entre nucleoso-
mas adyacentes (2). Se han pro-
puesto varios modelos para expli-
car la formaci6n de la fibra de 30
nm y hasta la fecha el mas aceptado
es el que sugiere que la histona H1
coopera para formar una estructura
de hélice con 6 nucleosomas por
vuelta. Cabe sefalar que durante la
mayor parte del ciclo celular, la cro-
matina permanece empaquetada en
fibras de 30 nm de didmetro, aun-
que existen niveles mds complejos
de compactacion siendo el mds alto

el de los cromosomas, pero a la fe-
cha se desconocen los mecanismos
por los cuales se alcanzan los nive-
les mas elevados de estructuracion
y compactacién de la cromatina.

Cabe resaltar que la fibra de 30
nm es una estructura altamente
compacta y consecuentemente re-
presora. Anteriormente se pensaba
que la fibra de 10 nm era el molde
natural de la transcripcidn, ya que
ésta constituia una estructura lo su-
ficientemente abierta y accesible de
la cromatina sobre la cual el com-
plejo transcripcional podria realizar
su funcion. Sin embargo, las siguien-
tes evidencias sugieren que el molde
real donde ocurre el remodelamien-
to de la cromatina para una subse-
cuente activacién de la transcripcion
es la fibra de 30 nm:

-Las condiciones en las que se
hicieron los estudios in vitro utili-
zando la fibra de 10 nm como mol-
de de la transcripcion, no son las
mismas que existen en una c€lula in
vivo. De hecho en condiciones fi1-
siologicas la fibra de cromatina tien-
de a compactarse al siguiente nivel,
en el cual se forman los llamados
“loops” o asas de solenoides, los
cuales se supone que se forman
cuando las proteinas que se unen al
ADN anclan la fibrade 30 nm a es-
tructuras nucleares juntdndolas, for-
mando de esta manera el cuello de
las asas. Cada asa de solenoides
contiene entre 20,000 a 80,000 pb
y alcanza una compactacién de has-
ta 400 nm. Diversos célculos te6ri-
cos han estimado que cada cromo-
soma humano contiene aproximada-
mente 2600 asas.

—Si se realiza una estimacion teo-
rica del tamaiio que abarca el ADN
descompactado es practicamente
imposible considerar ala fibra de 10
nm como el molde real de la trans-
cripcién debido a que en un mo-
mento dado de diferenciacion de la
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célula, los genes activos generarian
una descompactacion de la croma-
tina que impediria su inclusién den-
tro del nicleo. Ademds, en estudios
hechos por microscopia electrénica,
se ha observado que una descon-
densacion por debajo del nivel de la
fibra de 30 nm, s6lo ocurre entre
polimerasas que se encuentran en la
etapa de extension y cuando hay
una gran densidad de éstas. Cuan-
do las polimerasas terminan de ex-
tender y se encuentran lo suficiente-
mente alejadas de laregion que es-
taba siendo transcrita, la estructura
de la cromatina regresa rdpidamen-
te a la fibra de 30 nm (3). Esta ulti-
ma observacioén explicaria la pre-
sencia de la histona H1 en dominios
que estdn siendo transcritos ya que
su presencia ayudaria a un pronto
empaquetamiento de los genes re-
cién transcritos al nivel de la fibra de
30 nm (Fig. 1).

Una muestra adicional de la rele-
vancia de la histona H1 en estos ni-
veles de estructuracion es el efecto
que tiene la fosforilaciéon de Hl en 5
residuos de serina especificos, esta
fosforilacion ayuda a formar los cro-
mosomas durante la mitosis. En este
nivel, la compactacion llega hasta
1400 nm (Fig. 1). En cromatina de
novo, la histona H1 se encuentra
moderadamente fosforilada, a me-
dida que la cromatina madura, la
histona H1 se vuelve altamente fos-
forilada. La fosforilacion de H1 es
mayor en células que se dividen ra-
pidamente y menor en células que
no estdn proliferando. Los niveles
de fosforilacion de la histona H1 son
menores en G1 y mayores en la fase
S del ciclo celular y en 1a mitosis; en
esta ultima, la fosforilacién aumenta
especificamente durante la metafa-
se, que es cuando los cromosomas
se encuentran condensados. Asi-
mismo, la histona H1 esta presente
en una menor densidad y con un
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A /‘ Octamero de histonas
—_— Eﬁ nucleosoma
o '\
Molécula de ADN
desnudo ADN
145 pb

Solenoide o fibra
de 30 nm

Cromosomas

Figura 1. Niveles de empaquetamiento del ADN. A) El ADN desnudo se enro-

lia en 1.6 vueltas alrededor del octdmero de histonas para formar un nucleosoma.

)} En el sigmente nivel, los nucleosomas se van ordenando periédicamente a io

largo de lu fibra de ADN formando lo que se conace como collar de perlas o fibra de

10 nm; al participar la histona HI, los contactos entre los nucleosomas se hacen

.esrables v se forma el solencide o fibra de 30 nm. C) El siguiente nivel corresponde

a las asas de solenoides, las cuales se forman cuando la histona H1 se fosforila, en

este nivel la compactacion llega hasta 400 nm, las P representan la fosforilacion de

a histona HI, después de este nivel rodavia no se sabe como se lHega a la
.{compac‘zacién de los siguientes niveles hasia llegar a los cromosomas.

&rado menor de fosforilacién en do-
minios transcripcionalmente activos.
.Ilstos resultados han llevado a pen-
sar que existe una relacién directa
entre la fosforilacion de 1a histona

1 y la compactacién de los cro-
mosomas. Sin embargo, en otros
sistemas donde la division es amit-
ica se ha encontrado que por el
contrario, la histona H1 se desfos-
forila y esto permite la condensacién

e los cromosomas. La fosforila-
cion de la histona H1 debilita la in-
‘;:raccién de los extremos bisicos
e la proteina al ADN, pero por

otra parte esta fosforilacién acentia
.a unidn de la histona H1 a la cro-
matina. Dos de los ejemplos mas re-
presentativos de que la defosfo-
.ilaci(’)n de la histona H1 contribuye

a la condensacion de los cromoso-
mas son los siguientes:
—En Tetrahymena la histona H1

se encuentra hiperfosforilada en cé- -

lulas en interfase, y completamente
defosforilada cuando los cromoso-
mas se encuentran en el estado alta-
mente condensado.

—En las fases terminales del de-
sarrollo de eritrocitos de pollo, el
nicleo esta condensado en hetero-
cromatina, lo que ocurre debido a la
presencia de la histona H5 (homgo-
logo de H1 en pollo). La histona H5
recién sintetizada estd altamente
fosforilada, pero cuando la croma-
tina del eritrocito se condensa, la
histona H5 se encuentra defosfori-
lada. Estos datos permiten pensar
que todavia existe una paradoja
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acerca de las funciones de la histona
H1 y sus modificaciones postraduc-
cionales como la fosforilacién y su
contribucidn a la estructuracion de
un dominio.

Ademads de su importante papel
estructural, se ha propuesto que la
histona H1 puede actuar en la regu-
lacién transcripcional. La regulacién
mediada por la histona H1, se lleva
a cabo de diferentes maneras:

1) En sistemas experimentales in
vitre se ha demostrado que la his-
tona H1 se encuentra en intercambio
activo, es decir, que no permanece
siempre unida al ADN. Ademds, la
fosforilacion en sitios especificos de
esta histona correlaciona con un ni-
vel de empaquetamiento mis eleva-
do que el del solenoide durante la
mitosis. Se sugiere que la histona H1
podria actuar modulando la exposi-
cién de un sitio en el ADN a protei-
nas reguladoras. Al estar ausente la
histona H1, no existen contactos es-
tables entre los nucleosomas adya-
centes, por lo tanto se impide el si-
guiente nivel de empaquetarmniento de
la cromatina manteniéndose una es-
tructura mds laxa, lo que permite
una mayor accesibilidad al ADN.

2) Recientemente, se han hecho
estudios in vitro en los cuales se ha
demostrado una interferencia esté-
rica entre los extremos amino-ter-
minales de la histona H1 y otras
histonas como la H3 mpidiendo la
acetilacion de sus extremos amino-
terminales y por lo tanto que la cro-
matina se descompacte e interfiriendo
con la union de factores reguladores
dela estructura de la cromatina y de
la transcripcion genética.

Este conjunto de evidencias apo-
yan la idea de que el molde real de
la transcripcion es la fibra de 30 nm
o solenoide y que la histona H1 jue-
gaun papel importante en la regula-
c16n de la transcripcién de un dorni-
nio (3).
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Hasta ahora se ha revisado la
manera como las histonas empacan
y organizan al ADN para que pueda
ser contenido dentro de una célula
en las distintas etapas del ciclo celu-
lar y es evidente que la estructu-
racion del ADN en cromatina genera
un obsticulo, por lo que €sta tiene
que ser remodelada para permutir la
regulacidn de la expresion genética.
A continuacion se analizard la pre-
sencia de regiones en la cromatina,
las cuales son sitios accesibles para
la unién de elementos que partici-
pan en la transcripcién y en su regu-
lacion.

SITIOS DE HIPERSENSIBILIDAD
En 1976 Weintraub y Groudine se
preguntaron si la estructura de la
cromatina en genes activos seria la
misma que en genes inactivos. Para
contestar a su pregunta, aislaron nu-
cleos de células eritroides de pollo
que expresan los genes de globina y
nicleos de células que no expresan
estos genes y los trataron con con-
centraciones crecientes de la nu-
cleasa pancredtica DNasal, la cual
reconoce la doble hebradel ADN y
corta inespecificamente en zonas li-
bres de nucleosomas. Posterior-
mente, mediante una técnica de hi-
bridacién indirecta la cual actual-
mente ha sido reemplazada por el
“Southern blot”, determinaron la
magnitud de la digestion. Observa-
ron que en el ADN genémico de las
células que expresaban los genes de
globina, la cromatina del locus tenia
un mayor grado de digestion, mien-
tras que el locus de globina de las
células que no expresaban los genes
era resistente a la digestion. Esto
hizo suponer que la estructura de la
cromatina se alteraba cuando un gen
es transcripcionalmente activo. Ac-
tualmente se sabe que la sensibilidad
al corte por la DNasa I correlaciona
con un relajamiento en la estructura

de la cromatina del locus de genes
activos, aunque el /ocus continde
ensamblado en nucleosomas. Por lo
general en estas regiones los nu-
cleosomas se encuentran en menor
densidad. En 1979 Wu y Elgin reali-
zaron digestiones con DNasa [ en
cromatina de nicleos de células de
Drosophila v encontraron en el
“Southern blot” bandas mds peque-
fias que los fragmentos originales
(4). A estas bandas se les denoming
sitios de hipersensibilidad al corte
por la DNasa I. Se propuso que es-
tos sitios correspondian a regiones
con una estructura alterada de la
cromatina, donde se observa un
mayor grado de digestién de la do-
ble cadena por parte de la DNasa ]
y que podrian coincidir con elemen-
tos reguladores de la transcripcién
Actualmenie se sabe que estos si-
tios de hipersensibilidad son tipica-
mente, al menos dos ordenes de
magnitud mas sensibles al corte per
nucleasas que el resto de la cro-
matina y no deben confundirse con
la sensibilidad generalizada al corte
por nucleasas que presentan los
genes que estdn siendo transcritos y
que puede extenderse por varias
kilobases (kb). Ademads, en estos
sitios los nucleosomas estin ausen-
tes o parcialmente ensamblados. Un
sitio de hipersensibilidad tipico con-
tiene sitios de unidn para una varie-
dad de diferentes factores de trans-
cripcion. El aumento de la sensibili-
dad a nucleasas aumenta en estos
sitios por la ausencia de nucleo-
somas, el ensamblaje parcial de és-
tos o su desplazamiento, y por la
unién de un factor de transcripcién
que distorsiona a la cromatina favo-
reciendo su apertura en esaregién o
en regiones adyacentes. Se ha pro-
puesto la posibilidad de que los fac-
tores de transcripcion y los nucleo-
somas compitan por la unién en un
lugar dado del genoma (como por
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ejemplo un promotor o un “enhan-
cer”), e induzcan la formacion y
mantenimiento de un sitio de hiper-
sensibilidad. El ejemplo mds claro
que apoya este modelo demuestra
que mutaciones en el sitio de unién
al factor GATA-1 enel ADN corre-
lacionan con una disminucion cuan-
titativa en la formacion del sitio de
hipersensibilidad. Por lo tanto se ha
propuesto que debe existir un pro-
ceso dinamico de interaccion protei-
na-ADN, con elementos que remo-
delan ala cromatina y la formacién
de un sitio de hipersensibilidad (5).
Una constante para los sitios de hi-
persensibilidad ala DNasales que
colinciden, invariablemente, con ele-
mentos estructurales o de regulacion,
como por ejemplo, regiones delimi-
tadoras de un dominio, “‘enhancers”,
silenciadores y promotores.

En general se pueden dividir los
sitios de hipersensibilidad en 3 dife-
rentes t1pos:

1) Los sitios especificos. Pue-
den aparecer antes de la transcrip-
cién y generalmente persisten inclu-
s0 al término de la misma, son tejido
especificos y a este tipo correspon-
den los promotores, “enhancers” y
silenciadores. Los promotores son
secuencias de ADN que se encuen-
tran generalmente de — 40 a + 40
nucledtidos relativos al inicio de la
transcripcion, conocida también co-
mo regidn ‘‘core”, a estos se unen la
magquinaria basal de transcripcién
que contiene a la ARN Polimerasa
II, factores generales de transcrip-
cién y coactivadores. Los promo-
tores controlan la direccionalidad de
la transcripcién y responden a acti-
vadores o represores transcripclo-
nales que actiian sobre ellos. Ade-
mas del “core”, existe una region
proximal que va de — 50 a - 200
que algunos han llamado el promo-
tor regulador. Esta region, cuando
es clonada en multimeros cerca de
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un promotor, puede conferirle una

actividad de “‘enhancer”. Por su

parte los “enhancers” o aumentado-

res Son secuencias en cis que se en-

cuentran a una distancia relativa del

. inicio de la transcripcion, tienen una

organizacién modular, es decir, que

. son sitios de unién para mas de un

factor y son capaces de aumentar la

transcripcion de una manera inde-

pendiente de su orientacion. Los

modulos de los “enhancers” desem-

pefian funciones especificas al acti-

. var la transcripcion de un gen du-

rante una etapa del desarrollo de-

. terminada, controlando los niveles

de expresion del gen (6). [gual que

los “enhancers”, los silenciadores

. tienen una organizacién modular,

pero a diferencia de éstos, regulan
negativamente la transcripcion (7).

2) Los sitios constitutives. La

presencia de estos sitios precede a

la activacion transcripcional y no

. son tejido especificos, es decir que

en un mismo locus pueden estar

. presentes en diferentes tipos celula-

res y su presencia es independiente

de la expresion genética. Estos si-

. tios se han enconirado en algunos

casos enmarcando a un gen o grupo

de genes y se ha propuesto que co-

. rresponden a los limites fisicos y fun-

cionales de los dominios transcrip-

cionalmente activos. Estos limites

. son regiones en el ADN que funcio-

nan como secuencias neutras, es de-

. cir que no presentan actividad silen-

ciadora, promotora o de aumenta-

dor y por lo tanto no afectan la

. transcripcién positiva o negativa-

mente. Estas regiones delimitadoras

bloquean o aislan la influencia de

. elementos de regulacion de la trans-

cripcion que se encuentran fuera del

. locus al cual estan flanqueando y se

ha propuesto que contribuyen al

mantenimiento de un locus activo.

. A estas secuencias se les ha llama-

do “insulators” o delimitadores.

3) Las regiones de control de
un dominio o “Locus Control
Regions (LCRY)”. Otro tipo de si-
tio de hipersensibilidad son los co-
munmente llamados LCRs, los cua-
les est4n conformados por varios si-
tios de hipersensibilidad, y contie-
nen multiples sitios de unidn para
activadores transcripcionales. La di-
ferencia entre los LCRs y los
“enhancers” es que los primeros ac-
tian en una etapa previa a la trans-
cripcidn de los genes haciéndolos
competentes para ser transcritos ya
que presentan una actividad tipo
“enhancer” y ademas, se ha propues-
to que contribuyen a la apertura de la
cromatina por diferentes mecanis-
mos. Otra caracteristica de los LCRs
que los diferencia de los “enhancers”,
es que estos estin usualmente mas
alejados de los genes que controlan,
en ocasiones hasta 16 kb. Mds ade-
lante se discutira sobre el papel de
los LCRs en el control de la trans-
cripcion dentro de un dominio.

Los LCRs son un conjunto de si-
tios de hipersensibilidad al corte por
la DNasa I, que corresponden a
elementos reguladores tejido espe-
cificos en el ADN vy que fueron des-
critos primeramente en el locus B-
globina de humano. El estudio de la
regulacion de estos genes es impor-
tante ya que la falta de expresién de
éstos causa una enfermedad cono-
cida como talasemias que son una
clase de anemias muy severas. Di-
Versos grupos encontraron, al estu-
diar el locus B-globina de individuos
afectados por esta enfermedad, una
serie de supresiones rio arriba del
primer gen embrionario € del domi-
nio, las cuales disminuian draméti-
camente la expresion de todos los
genes del locus, aunque €stos estu-
viesen intactos. Este descubrimien-
to suponia la presencia de elemen-
tos de regulacién en laregién 5° del
locus. Al analizar la estructura de la
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cromatina de esta region en células
normales, encontraron una serie de
sitios de hipersensibilidad. alos cua-
les subsecuentemente se les llamé
“Locus Control Region” o LCR.
Ratones transgeénicos que expresa-
ban niveles bajos de los genes glo-
bina, a los que se afiadio el transgen
de laregién 5’ no-codificante que
incluia al LCR, normalizaron los ni-
veles de expresion de los genes y
mantuvieron su especificidad a lo
largo del desarrollo observindose
ademds que la expresién de los ge-
nes era independiente del sitio de in-
tegracién (8). Esta observacion mo-
tivo estudios subsecuentes basados
en laidea de que tos LCRs pudieran
contrarrestar los problemas de si-
lenciamiento de los vectores disefia-
dos para terapia génica. Pronto los
investigadores concluyeron que, en
efecto, los LCRs son titiles para este
fin, pero su intervalo de accion es
restringido ya que su funcion es teji-
do especifica. Se han descrito LCRs
en el locus de B-globina de otros
vertebrados con diferente nimero
de sitios de hipersensibilidad (Tabla
I). A partir de! descubrimiento del
LCR pB-globina se han descrito LCRs
en otros loci como el de TCRo de
células T, en el locus CD2 en huma-
nos y en el locus de la lisozima de
pollo, entre otros (Tabla I).

Los LCRs se definen funcional-
mente por las siguientes caracteris-
ticas: 1) son capaces de conferir al-
tos niveles de expresion a un trans-
gen independientemente del sitio de
integracidn (efecto de posicion) y
dependiente del nimero de copias
integradas del transgen. Esto signifi-
ca que en ausencia de un LCR. la
expresion de un transgen integrado
en un contexto cromatinico, estaria
sujeta a los efectos intrinsecos de la
estructura de la cromatina, causados
por los distintos sitios de integracion
(8). Por ejemplo, si el transgen se
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integra en o cerca de unaregidn de
heterocromatina (que tiene una es-
tructura altamente compactada y
por lo tanto represora) como podria
ser un centrémero o un telémero, su
expresion decaeria a lo largo del
tiempo o nunca seria expresado, 2)
regulan la expresion genética duran-
te el desarrollo, y 3) contribuyen a
la apertura de la cromatina, para
permitir la transcripcion de los genes
dellocus (9).

A pesar del gran nimero de in-
vestigaciones realizadas en labora-
torios de todo el mundo, en la ac-
tualidad aun se sabe poco acerca de
los mecanismos por los cuales los
LCRs influyen en la estructura de la
cromatina y la expresion de los
genes contenidos en un dominio. Sin
embargo, se han propuesto a la fe-
cha, cuatro modelos principales
para explicar la funcién de los
LCRs:

TABLA 1

LOCUS O GENE

ORGANISMO

Gene CD2

Gene de la adenosina desaminasa
Genes de pigmentos visuales
Gene S1003

Gene de la queratina 18

Gene del MHC clase IHLA G

Gene CD4

Locus /8 del receptor de células T
Gene de la apolipoproteina B
Locus E/C-1 de la apolipoproteina

Gene de la cadena pesada de 1a § miosina

Genes C4A y B del complemento
Gene de la hormona del crecimiento
Locus de 1a cadena pesada Ig
Genes 1y2dellgCo

Gene HLA-B7 del MHC clase 1
Gene de la desmina

Gene CD34
Gene de la glicoporina
Locus M 5-Vyepi

Cadena pesada de la Inmunoglobulina pt

Genes [ y [T de 1a metalotioneina
Gene Eadel MHC clase 11

Gene de la tirosinasa

Locus B-globina o-fetoproteina

Genes de la calicreina

Gene de la proteina acidica de Whey
Gene de la aldolasa C

Gene LAP (C/EBP B)

Gene de la lisozima
Locus B-globina

Gene de la B-lactoglobulina

> Humano

> Ratdn

Rata

} Pollo

Oveja

Ig = Inmunoglobulina, MHC = Complejo principal de Histocompatibilidad, LAP = leucina
amino peptidasa.
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I) “Looping”. En este modelo,
el LCR actuarfa como un holocom-
plejo para estimular la transcripcién
de genes individuales dentro del
locus y alolargo del desarrollo. El
LCR se acercarfa al promotor del
gen a activar formando un asa o
“loop”, reclutando toda la maquina-
ria de transcripcion. Se ha propues-
to un posible contacto entre el pro-
motor y el LCR mediada por inter-
acciones entre distintas proteinas
reguladoras y que son tejido y tiem-
po especificas (Fig. 2A) (10).

2)  “Linking”. Sugiere la
cooperacion de varios factores en
trans, los cuales son expresados en
un estadio de diferenciacion especi-
fico y que serian reclutados por el
LCR. Este modelo propone la for-
macion de una cadena o relevo,
mediada por factores que contribui-
ria a fomentar una estructura de la
cromatina favorable para la trans-
cripcion de un solo gene durante una
etapa determinada (Fig. 2B).

3) “Tracking”. Otro modelo
que apoya la hipétesis de que el
LCR contribuye a la apertura de la
cromatina, es ¢l llamado “tracking”,
el cual propone un reclutamiento del
complejo de transcripcion y de di-
versos factores en el LCR y su pos-
terior encarrilamiento en la croma-
tina, desplazdndose a lo largo de
ésta con la ayuda de complejos de
remodelaje hasta llegar a los pro-
motores de los genes que serdn ex-
presados. Este modelo no implica
que la polimerasa forzosamente
vaya transcribiendo, mas bien re-
presenta una forma de reclutamien-
to de la maquinaria de remodelaje
de la cromatina y como consecuen-
cia el acceso de la maquinaria trans-
cripcional (Fig. 2C).

4) Transcritos intergénicos.
Se ha identificado la presencia de
transcritos intergénicos, es decir, en
regiones no-codificantes en el do-
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minio 3-globina de humano. Se des-
conoce la funcién precisa de estos
.transcritos intergénicos pero se ha
demostrado una correlacion directa
entre su presencia y la apertura de
la cromatina en el contexto del do-
minio. Esta apertura de la cromatina

A
. “Looping”

mediada por estos transcritos inter-
génicos favorece la expresion regu-
lada de los genes de manera indivi-
dual (Fig. 2D) (11,12).

Aunque hasta la fecha no se ha
podido demostrar del todo que el
LCR contribuye a la apertura de la

LCR + complejo
de ranscripcion

N
'

\AA
@

@3

@ “Linking”

Wi

i,

—»
Interacciones del

promotor con el
holocomplejo

-

n

LCR

@cC

Complejo

basal de

@ “‘Tracking”

o

transcripcion

o

o i

LCR
@D

. Transcritos Intergénicos

Tl

i N u

.

LCR

. e
F

Transcritos intergénicos
i ..’

igura 2. Modelos propuestos para el funcionamiento del LCR. A) “Looping”: en
este modelo, el LCR interactia directamente con el promotor a través de contactos
.nediados por el holocomplejo e interacciones con factores que se unen de manera
especifica a los promotores individuales. B} “Linking”: este modelo propone el uso
de proteinas que aciiien en trans, o proteinas de relevo que interactian directamen-
e con otras proteinas del promotor, activdndolo. C) “Tracking”: se propone que el
CR sirve como una entrada para que el holocomplejo se encarrile en la cromatina
v se desplace hasta el promotor que va a ser activado. D) Transcritos Intergénicos: se
propuesto que el LCR contribuye a la apertura de la cromating, ya que se han
ncontrado transcritos intergénicos a lo largo de los loci regulados por LCRs (fle-
chas en punteado) y estos transcritos son estadio y tejido especificos.
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cromatina, estd claro que este ele-
mento es absolutamente necesario
para que la transcripcion de los ge-
nes de los dominios donde se ha
identificado, se lleve a cabo ade-
cuadamente.

A continuacidn se analizaran las
caracteristicas de los sitios de hiper-
sensibilidad constitutivos, los que
corresponden a secuencias delimi-
tadoras de los dominios.

LIMITES DE LOS DOMINIOS
Los genes activos € inactivos en el
genoma, existen en locus indepen-
dientes que tienen diferentes pro-
gramas de expresion durante el de-
sarrollo celular. Si tomamos en
cuenta que los sitios de hipersensi-
bilidad descritos antertormente co-
rrelacionan con secuencias regula-
doras de la expresion genéticay que
estos elementos actian sobre pro-
motores que se encuentran localiza-
dos a grandes distancias, es nece-
sario que existan elementos que
aseguren que estas regiones de con-
trol actien sélo scbre sus promoto-
res y no sobre promotores de otros
loci vecinos.

Los “insulators” son secuencias
que correlacionan con la presencia
de sit1os de hipersensibilidad consti-
tutivos en el limite de los dominios y
se definen como secuencias neutras
que protegen a un dominio de los
efectos de la cromatina adyacente,
previniendo la promiscuidad entre
elementos de regulacién de otros
dominios y que contribuyen a formar
y mantener el locus abierto cuando
esta siendo transcrito (Fig. 3).

Los “insulators” fueron descritos
originalmente en los limites de los
genes divergentes heat-shock
(Hsp70), en el locus 87A7 de
Drosophila. Kellum y Sched] ana-
lizaron dos secuencias que correla-
cionaban con sitios de hipersensibi-
lidad constitutivos, estos elementos
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fueron nombrados scs y scs’ (del
inglés: “specialized chromatin stru-
ctures’), se hicieron construcciones
que llevaban al gen white controla-
do por un promotor minimo, y utili-
zando estas construcciones genera-

ron moscas transgénicas con un pa-
tron de color de ojos muy variable,
esto como consecuencia del efecto
de posicion causado por el medio
ambiente de la cromatina en los dis-
tintos sitios de integracién. Al flan-

A

Dominio ‘abierto’

' < > H
sl —1—
Heterocromatina enhancer
Insulator
—>

ExEresién
+ 4+ 4+ +

> -+ - +

Transgen

Expresion

Tiempo
+ 4+ -

Expresion

”

resion

++ + +
+ + + +

S
++ + +
+ 4+ + +

Figura 3. Actividades Funcionales de los “insulators”. A) Los “insulators” son
capaces de mantener un dominio abierro protegiéndolo de la invasion de la
heterocromatina y de la promiscuidad con elementos de regulacién de dominios
adyacentes. B) Actividad de bloqueo de “enhancer”, un “enhancer” actia sobre su
promotor y Io activa, al colocar el “insulator” entre el “enhancer” y el promotor, se
bloguea el efecto del “enhancer” y por lo tanto el promotor no es activado. C)
Proteccién contra el efecto de posicion, al integrar un transgen al genoma, su
expresion depende del sitio de integracidn y generalmente decae a lo largo del
tiempo, al flanquear el transgen con los “insulators”, se suprime el efecto de posi-
cion, la expresion del transgen es homogénea y se mantiene a lo largo del tiempo.

Exp

Ins In

>

Tiempo
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quear este gene con elementos scs,
el color de los ojos de las moscas
fue homogéneo; s decir, se supri-
mié el efecto de posicién (13). Asi
se demostrd la primera caracteristi-
ca funcional de los “insulators ”; son
capaces de proteger a un transgen
del entomo cromatinico en el cual
se integre (Tabla IT).

Otra caracteristica funcional de
los “insulators” fue demostrada
cuando se analizo a gypsy, un retro-
transposon de Drosophila. Esta se-
cuencia era capaz de bloquear la
accion de un “enhancer” sobre su
promotor solamente cuando se lo-
calizaba entre el “enhancer” y el
promotor. Esta propiedad también
se demostro para scs y scs’. En par-
ticular, el retrotransposon gypsy es
responsable de una gran variedad
de mutaciones que afectan genes a
lo largo del genoma de Drosophila.
Uno de estos genes es yellow, el
cual es un gen no esencial y su pro-
ducto estd involucrado en la pig-
mentacion de la cuticula de distintos
drganos en la mosca de la fruta. La
expresion de este gen a lo largo del
desarrollo es controlado por una
serie de “‘enhancers” tejido especifi-
cos, los cuales se encargan de regu-
lar 1a expresion de yellow diferen-
cialmente durante el desarrollo y
ptgmentar distintas estructuras de la
mosca. Los “enhancers™ que con-
trolan la expresién de yellow enla
cuticula, alas y estructuras larvales
pigmentadas, estdn localizados en la
region 5’ relativa del gen. La inser-
cidén de gypsy en la region 5° de
vellow entre el “enhancer” que con-
trola la expresion del gen en la cuti-
cula y el que controla las estructuras
larvales, bloquea la interaccion del
primero con el promotor del gen,
pero no afecta al “enhancer” larval
que se localiza més préximo al pro-
motor, es decir, entre el transposon
y el gen (14). Un andlisis mds deta-
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TABLAII
ELEMENTO LOCUS ORGANISMO BLOQUEO DE PROTECCION PROTEINA
ENHANCER CONTRAEFECTQ ASOCIADA
DE POSICION
HMR-R HMR Levadura ND ND SMC, SMC3
HMR-L HMR Levadura ND ND ND
UASrpg Gene TEF2 Levadura ND ND Rapl
STARs Teldmeros Levadura ND ND Tbflp,Reblp
Fab-7 Abdominal-B Drosophila + ND ND
Fab-8 Abdominal-B Drosophila + ND ND
Mcp Abdominal-B Drosophila ND ND ND
scs Gene hsp 70 Drosophila + + Zw5
scs’ Gene hsp 70 Drosophila + + BEAF-32
EYPSY Transposon Drosophila + + Su(Hw), Mod(mdg4)
Promotor eve Gene even-skipped Drosophila + ND GAGA
HS$4 B-globina Locus B-globina Pollo + + CTCF
sns Gene temprano de histonas  Erizo de mar + ND ND
HS2-6 TCRo/8-locus Dad-1 Humano + ND ND
BEAD-] Locus TCR/d Humano + ND CICF
3’HS Locus B-globina Pollo + - CTCF
DMD Locus H19/1gf2 Humano + - ND
ATrs Gene de la arilsulfatasa Erizo de mar + + SpGCEl1

ND: no detectada, +: si tiene esa actividad, —: carece de esa actividad.

ltado de gypsy ha permitido identifi-
car laregion dentro del retrotrans-
poson que es responsable del blo-
queo de “enhancer”. Esta region
contiene una secuencia repetida de
8 nucledtidos que se encuentra flan-
queada por regiones ricas en ade-
ninas (A} y timinas (T). Cuando esta
secuencia es insertada en cualquier
lugar del extremo 5° de yellow, los
“enhancers” que estdn rio arriba de
esta secuencia no tienen efecto al-
guno sobre el promotor, en cambio
los que se encuentran rio debajo del
octdmero repetido, siguen siendo
funcionales. Ademas, al colocar es-
tas secuencias flanqueando al trans-
gen white, se observé que lo prote-
gian contra el efecto de posicién. El
fenotipo de las mutaciones causadas
por gypsy, puede ser revertido al
mutar al gen “suppressor of hairy
wing” (Su(Hw)). La proteina del

mismo nombre se caracterizd como
un componente del “insulator”
gypsy. Su(Hw) tiene 12 dedos de
zinc, interacciona con las secuencias
repetidas dentro del retrotranspo-
son gypsy y cualguier mutacién en
el sitio de unidn de esta proteina y
que como consecuencia impida su
unién al “insulator”, hace que el
efecto de bloqueo de “enhancer” se
pierda. Al realizar mutaciones en si-
tios diferentes a los que interaccio-
nan con gypsy en Su(Hw), se iden-
tificd otro componente “modifier of
mdg4” (Mod(mdg4)), esta protei-
na carece de un dominio de unién al
ADN, es incapaz de unirse al “insu-
lator” gypsy in vitro, y se ha en-
contrado que colocaliza con la pro-
teina Su{Hw) y demostrado que in-
teracciona con esta proteina directa-
mente. En ausencia de Mod(mdg4),
el “insulator” pierde su unidirec-

cionalidad y adquiere propiedades
de silenciador, inactiva “enhancers”
rio abajo y rio arriba del sitio donde
se insert0. En resumen, gypsy tiene
dos componentes principales iden-
tificados hasta ahora: Su(Hw) y
Mod(mdg4), sin los cuales sus fun-
ciones de “insulator” se ven altera-
das. Por otra parte, recientemente
se han identificado proteinas que se
unen ascsyascs’. A scs se une una
proteina codificada por el gene Zw5
y a scs’ se unen dos proteinas:
BEAF 32A v BEAF 32B. Se hade-
mostrado que estas proteinas son
indispensables para la funcién de
bloqueo de “enhancer” y apoyan el
concepto de dominios, ya que se
han inmunolocalizado en los limites
de los “puffs” de los cromosomas
politénicos de las glandulas salivales
de las larvas de Drosophila. Los
casos de gypsy y de scs, scs” no son
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los inicos en que se asocian protei-
nas a un “insulator”, como se vera
también en los “insulators” de ver-
tebrados, se ha demostrado la aso-
ciacién de una proteina llamada
CTCF (Tabla II).

El primer “insulator” descubierto
en vertebrados es el que delimita al
dominio 3-globina de pollo en su ex-
tremo 5° (15). En este locus se
identificd un sitio de hipersensibili-
dad constitutivo (5’HS4), que co-
rrespondia al sitio de hipersensibili-
dad 5"HS5 del mismo locus en hu-
mano y ratén. Ademas, rio arriba de
este sitio de hipersensibilidad en el
locus de pollo, existe una estructura
de cromatina altamente compac-
tada, resistente a la digestion por
DNasa 1. Otra de las razones por
las que se penso que el 5"HS4 pu-
diera definir el limite del dominio -
globina, es que hacia el extremo 3’
de este sitio de hipersensibilidad, se
identificaron otros sitios de hiper-
sensibilidad que corresponden al

LCR y este elemento sélo actuaba
permitiendo la apertura de la cro-
matina hacia 3’ (que es donde se
encuentran los genes del locus) y no
hacialaregion 5’ (donde estd 1a es-
tructura de la cromatina altamente
compactada). Posteriormente se
analizé este elemento y se descubrié
que presenta las caracteristicas fun-
cionales de los “insulators ”, es de-
cir protege a un transgen del efecto
de posicion y es capaz de bloquear
la accion de un “enhancer” sobre su
promotor. Investigaciones recientes

han confirmado el concepto de do-

minio a partir del descubrimiento de
un segundo “insulator” en el costa-
do 3’ del mismo dominio, lo cual de-
muestra que este dominio se en-
cuentra enmarcado a ambos lados
por “insulators” (Fig. 4). La activi-
dad funcional del “insulator™ 5" del
gene -globina pudo reducirse del
fragmento de 1.2 kb que contenia el
sitio de hipersensibilidad a un frag-
mento de tan sélo 250 pb al que se
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le llamé “core”, dentro de las 250
pbexiste un fragmento de 42 pb que
es necesario y suficiente parala fun-
cién de bloqueo de “enhancer”. En
1999 Felsenfeld y colaboradores
identificaron y purificaron una pro-
teina que se unia a este sitio y se
comprobd que esta proteina era
CTCF (CCCTC-binding factor).
Para caracterizar la funcién de
CTCF se hicieron mutaciones en €l
sitio de unién de esta proteina al
“insulator” y se descubrid que una
menor afinidad de unidn de este fac-
tor disminuia la capacidad del
“insulator " de bloquear la actividad
de un “enhancer” sobre su promo-
tor in vivo.

La proteina CTCF es altamente
conservada en vertebrados, es una
proteina de 82 kDa compuesta por
11 dedos de zinc y estd involucrada
en la activacion y el silenciamiento
transcripcional dependiendo del
contexto en que se encuentre. Se
han identificado sitios de union para

Dominio 3-globina de pollo

5HS4 THS
Insulat
HSA nsula orL CR 0 BH B A € Insulator
4——_1 i 16 kb de cromatina m @ —»
R — A EEE 'my—3
RF enhancer OR
Ble

CTCF CTCF
+ BLOQUEO DE ENHANCER +
+ PROTECCION-EFECTO DE POSICION =

Figura 4. Esquema del dominio B-globina de pollo. Se sefialan la posicién de los “insulators” 5°y 3, a los cuales se une la
proteina CTCF y las diferentes actividades que presentan. 118, sitio de hipersensibilidad; RF, gene del receptor del folato; OR,

gene del receptor olfatorio.
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CTCF en otros “insulators* locali-
zados entre genes que se regulan de
manera independiente en vertebra-
dos. Por esta razdn se ha sugerido
que la actividad de bloqueo de “en-
hancer” mediada por CTCF es un
componente funcional de los limites
de los dominios de los vertebrados
(16).

Una de las evidencias mas con-
tundentes de la relevancia de los
“insulators”y la participaci6n de
CTCF en laregulacién génica, es el
reciente descubrimiento de una ac-
tividad de bloqueo de “enhancer”
regulado por “imprinting” en el do-
minio Igf2/H19 en ratén y humano.
En este dominio de mds de 100 kb,
el gen 1gf2 se localiza a 80-90 kb
del gen H19. Ambos genes compat-
ten dos “enhancers” localizados en
el extremo 3’ de los genes Igf2 vy
H19respectivamente. Evidencias
experimentales demostraron la pre-
sencia de una region localizada rio
arriba del gen H19 (es decir, entre
los genes Igf2 y H19) con la capa-
cidad de ser metilada de manera di-
ferencial dependiendo del tipo de
alelo. A estaregién se le ha denomi-
nado regién de metilacién diferen-
cial (RMD), la cual se encuentra
metilada exclusivamente en el alelo
paterno. Trabajos realizados por el
grupo de Tilghman (1991) sugirie-
ron originalmente que la expresién
alelo especifico de estos genes estd
. dada por un mecanismo de compe-

tencia entre los “enhancers” distales
y los promotores particulares a cada
gen. De esta forma se explicaba la
especificidad en la expresion mono-
alélica de cada gen del locus Igf2/

. HI9.
Recientemente un ctimulo de es-
. tudios experimentales encabezados
por los grupos de Tilghman y Fel-
senfeld demostraron una actividad
tipo “insulator” enla regién RMD.
Esta actividad resulta ser regulada

por la interaccién del factor CTCF,
cuya funcién es, en este caso, de-
pendiente de la metilacién. Para el
alelo paterno, donde sélo se expre-
saIgf2, laregiéon RMD se encuen-
tra altamente metilada, Io cual impi-
de launién de CTCF y por lo tanto
no se presenta la actividad de blo-
queo de “enhancer”, permitiendo la
exprecidn de Igf2. Por el contrario,
en el alelo materno, donde sélo se
expresa H19, RMD no estd meti-
lado, lo cual permite la unién de
CTCF. Estaunién contribuye a una
actividad de bloqueo de “enhancer”
la cual evita que los “enhancers” ac-
tiven a Igf2 y se concentren en la
regulacién y expresién de H19, ini-
camente en el alelo materno (17).
Estas evidencias apoyan el concep-
to de dominios y la contribucién de
los “insulators” en la estructura y
regulacién de los mismos.

Hasta la fecha no ha sido posible
determinar los mecanismos exactos
de las funciones de los “insulators”
y los modelos propuestos tienen una
estrecha relacion con el funciona-
miento propio de los “enhancers”.
Existen tres modelos propuestos
sobre como el “insulator” lleva
a cabo la funcién de blogqueo de
“enhancer’: 1) en el primero, llama-
do “looping”, se propone que el
“Insulator” interrumpe los contactos
proteicos entre el promotor y el
“enhancer” (Fig. 5A), 2) en el se-
gundo modelo, llamado “tracking”,
se propone que al colocar al
“insulator” entre el “enhancer” y el
promotor, €l “insulator ” bloquea el
paso del complejo de transcripcion
impidiendo de esta manera la acti-
vacion del promotor; 3) otro mede-
lo propuesto es el 1lamado de blo-
queo estérico, en el cual, al colocar
al “insulator” entre el “‘enhancer” y
el promotor, los factores proteicos
que se unen al “insulator” impedi-
rian la unién de los factores del “en-
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hancer”, pero hasta la fecha esto no
ha sido totalmente comprobado.
Anteriormente se habia propuesto
otro modelo llamado “Decoy” en el
cual se propuso que el “insulator”
titulaba los factores necesarios para
la actividad de los “enhancers” re-
clutdndolos y de esta manera se
inactivaba al “enhancer” (Fig. 5A).
Sin embargo, actualmente se tienen
varias evidencias experimentales
que van en contra de este modelo.
Experimentos realizados en
transfecciones transitorias con plés-
midos circulares y lineales mostra-
ron que los “insulators™ no alteran
en ninguna forma a los “enhancers”
y que su actividad de blogueo es de-
pendiente de su posicion y requie-
ren de proteinas especificas para
realizarla. Aunque estos resultados
se inclinan mayoritariamente a que
el “enhancer” realiza su funcién por
medio del “tracking”, va que el
“insulator” bloquea esta funcién
de manera mecdnica, a la fecha no
existe un estudio que favorezca a
uno de los modelos en particular.
Se mencioné que la segunda ca-
racteristica funcional de los “insu-
lators” es proteger a un transgen del
efecto de posicién cuando se en-
cuentran flanqueandolo. En 1998
Pikaart y colaboradores demostra-
ron que el “insulator” 5° del locus
B-globina de pollo es capaz de pro-
teger a un transgen del efecto de po-
sicion y de la desacetilacién y la
metilacion del locus que son sinéni-
mo de represion (18). Basados en
estos datos y en los de los “insula-
tors” de Drosophila, se propusie-
ron, entre otros, dos modelos sobre
como el “insulator” podria funcionar
para proteger a un dominio del
efecto de posicién: en el primero,
sugieren que el “insulator” funciona
como una barrera para el acceso de
los complejos de metilacion y des-
acetilacion, quizds secuestrando

i
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Figura 5. Modelos propuestos para el funcionamiento de los “insulators™. A} Mo-
delos para la actividad de bloqueo de “enhancer”. B) Modelos para la actividad de
proteccion contra el efecto de posicion. Referirse al texto para mayores detalles.

desacetilasas de histonas e impi-
diendo que actien sobre el domi-
nio; en el segundo modelo, podrian
reclutar acetilasas de histonas en
mayor nimero que desacetilasas y
asi vencer las reacciones de des-
acetilacion que pudieran llevarse a
cabo en el /ocus al cual estén
flanqueando (Fig. 5B). Anterior-
mente se menciond que al integrar
un transgen en el genoma, su expre-
sion estd supeditada al entorno
cromatinico en el cual se integre. Si

el transgen se integra en una region
de heterocromatina, la expresién del
gen es silenciada, ya que la hetero-
cromatina invade al transgen, crean-
do una estructura represora la cual
impide su transcripcion (Fig SB). De
este concepto se desprende otra
actividad de los “insulators”, que
pueden actuar como una barrera fi-
sica que impida la invasion de regio-
nes de heterocromatina al transgen
(19). Salta a la vista que dadas las
propiedades de los “insulators” se
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estd ante un novedoso tipo de ele-
mentos de regulacién que pueden
contribuir a evitar la variabilidad y
extincion en la expresién de genes
con fines terapéuticos (20) (Tabla
IT).

En conclusién, los “insulators™
son elementos que ayudan a organi-
zar el genoma en dominios cromo-
somales al servir como limites entre
genes o loci que se expresan dife-
rencialmente durante el desarrollo,
protegiéndolos de los efectos de la
cromatina adyacente (ya sea hete-
rocromatina o elementos de regula-
cién en loci adyacentes) y ayudan-
do a mantener los dominios abiertos
para que puedan ser transcritos.

Otros elementos que delimitan los
dominios, son las llamadas secuen-
cias de union a la matriz nuclear
(“Matrix Attachment Regions o
Scaffold Attachment Regions,
MARs o SARs™), las cuales son
elementos en cis que estdn involu-
crados en la organizacion de los do-
minios estructurales asociados con
sitios de hipersensibilidad y que se
encuentran enmarcando regiones
que presentan una sensibilidad ge-
neralizada al corte por la DNasa I.
A diferencia de los “insulators”, no
todas las MARSs confieren protec-
cion contra el efecto de posicidn, ni
tienen una expresion dependiente
del mimero de copias y la gran ma-
yoria no tiene funcién de bloqueo de
“enhancer”. Estas secuencias son ri-
casen Ay T, no tienen una secuen-
cia consenso y se identificaron co-
mo sitios de unién a fa matriz nu-
clear; el ADN de estas regiones tie-
1€ un surco menor mas angosto, €8
propensa a desenrollarse y se dobla
con mayor facilidad. Estas secuen-
cias generalmente son reconocidas
por la histona H1 y por la topoiso-
merasa II. Estas dos proteinas con-
tribuyen a compactar la fibra de cro-
matina en “loops™ o bien forman
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.heterocromatina, por el contrario,
otras proteinas como MATH-20 y
HMG-IF], se unen cooperativa-
mente a estas regiones y pueden

desplazar a las proteinas que indu-
.cen la compactacidén y de esta ma-

nera crear accesibilidad. Tres ex-
.Cepciones a esta regla son las en-
contradas en la MAR del locus de
lisozima de pollo, llamadas elemen-
tos A, las cuales se encuentranen 5°

y 3° delimitando el locus. Estas

MARSs son capaces de proteger

contra el efecto de posicidn y tienen

actividad de bloqueo de “enhancer”.

Otro ejemplo clasico es el de las
.MARS S’ y 3’ del gene humano de

la apolipoproteina B (apo B), éstas
.solamente tienen actividad de pro-

teccion contra el efecto de posicion,

sin embargo no son capaces de blo-
uear a un “‘enhancer’’. Existen otros
elementos MAR en el gen L de la
inmunoglobulina, éstos fueron en-
.commdos flanqueando el “‘enhancer”

y el promotor del gene. Posterior-
.mente se estudio el papel que juga-

ban estos elementos en la expresion

del gene 1 de la inmunoglobulina. Se
generaron ratones transgénicos 1os
cuales llevaban construcciones del
gene L con o sin las secuencias

MARSs, ademas, analizaron el efec-

to de la metilacion del ADN previo

a la transfeccion (en células en culti-
.vo) en la actividad del gen [l con o

sin las MARs. Encontraron que el
.“enhancer” I es capaz de activara

un promotor distal en transfecciones
estables en células en cultivo, pero
no en ratones transgeénicos; sin em-
bargo, al estar en combinacién con
las MARs, el “enhancer” fue capaz
.de activar al gen también en los ra-
tones transgénicos. Ademads, el

“enhancer” en combinacién con una
.MAR fue capaz de inducir accesibi-

lidad a una regién cromatinica. Las
.secuencias MARs fueron capaces,

ademds, de localizar al transgen a la

matriz nuclear y finalmente obtuvie-
ron un dato significativo e inédito en
el cual demostraron que las secuen-
cias MARs podian revertir la meti-
lacién del ADN, lo que evitaba la
represion genética. Sin embargo, las
MARs por si solas son incapaces de
ejercer estas funciones, por lo que
se propuso que la accion de las
MARs era dependiente del “enhan-
cer’ (21).

Ademais de las MARs, se ha de-
mostrado que en el genoma ocurren
naturalmente secuencias repetidas
ricas en A-T, las cuales presentan
algunas propiedades que pudieran
estar involucradas en la definicion
de dominios y a las cuales resulta
dificil atribuirles un actividad funcio-
nal. Por otra parte. también existen
secuencias repetitivas como la fami-
lia CR1 que ha sido localizada en
los limites de algunos dominios co-
mo en los extremos 5” y 3° del locus
B-globina de pollo, y se ha propues-
to que las repetidas de A y T junto
con las CR1 pudieran formar una es-
tructura diferente de cromatina gue
contribuyera a delimitar el dominio.

Al analizar las propiedades de las
secuencias delimitadoras como
“insulators” o las secuencias MARS,

se hace evidente la necesidad de.

seguir estudiando estas secuencias
ya que forman parte fundamental
de la organizacion de los genes en
dominios transcripcionalmente ac-
tivos. A continuacidn se revisard lo
relacionado con las interacciones
y la cooperacién de estos limites
para que los dominios puedan ser
regulados.

TERRITORIOS

Hace algun tiempo se pensaba que
el nicleo era una estructura donde
la transcripcidn, la duplicacion y to-
das las actividades de procesamien-
to del ADN, se llevaban a cabo en
cualquier lugar de éste. Actualmen-
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te se entiende que esto no puede ser
cierto ya que se sabe que el nicleo
tiene una estructura tridimensional y
que esta estructura se adapta a dis-
tintas circunstancias, como por
ejemplo en respuesta a diferentes ti-
pos de estrés o durante las distintas
etapas del ciclo celular para facilitar
las funciones celulares, nucleares y
de segregacion.

Enun micleo en interfase, los cro-
mosomas estin organizados en par-
ches llamados territorios cromoso-
males, los cuales, basados en mo-
delos propuestos por varios grupos,
Sugieren que se encuentran separa-
dos por canales llamados dominios
intercromosomales. En esta etapa
del ciclo celular, los cromosomas
son altamente dindmicos y se ha vis-
to que los genes activos transcrip-
cionalmente se encuentran més cer-
ca de los canales intercromosomales
aledanos a la superficie de los terri-
torios y con una mayor superficie de
contacto con éstos. Se ha compro-
bado que los cromosomas se mue-
ven dentro de su territorio y s¢ ha
propuesto que la explicacion a este
movimiento estd determinada por la
abundancia de factores involucra-
dos en el procesamiento, la trans-
cripcién y la duplicacion en focos
localizados aledafios a estos territo-
rios. Para explicar este concepto,
existe un ejemplo clasico que de-
muestra el movimiento o recluta-
miento de genes a una regién en las
células B de raton que es rica en una
proteina llamada Ikaros. Esta pro-
tefna es capaz de inactivar a los ge-
nes a través de su relocalizacion a
una region centromérica de hete-
rocromatina. Mientras que los genes
que necesitan ser transcritos perma-
necen en zonas favorables del nu-
cleoplasma, Ikaros recluta a los
genes que deben ser reprimidos a
sitios de heterocromatina para inac-
tivarlos (22). Esta represion involu-
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cra el movimiento de loci especifi-
cOs a un compartimiento nuclear
donde son silenciados activamente.

En levaduras se ha observado
que los complejos que participan en
el silenciamiento genético, particu-
larmente la familia de las proteinas
SIR, se localizan en los telomeros
cerca de la periferia nuclear donde
se encuentran en compartimentos.
Se han identificado por lo menos
dos proteinas que ayudan a que esto
ocurra, una de ellas es el compiejo
Ku, el cual al ser mutado en cual-
quiera de sus dos subunidades im-
pide la posicién perinuclear del
telémero. Ademas, se ha demostra-
do que la represion de genes repor-
teros baja a medida que se alejan
de los telomeros (donde se encuen-
tran los complejos represores). Es-
tas evidencias apoyan y asocian el
concepto de territorios y dominios.
En Drosophila, se ha descrito un
modelo en el cual se asocian los
“insulators” vy los elementos de res-
puesta Polycomb (Pc-G), estos ul-
timos involucrados en la represion
de genes pueden actuar en trans
para mediar la represion y lo hacen
a través de interacciones proteina-
ADN vy proteina —proteina con
miembros de la familia Polycomb en
zonas definidas dentro del nucleo.
Se ha propuesto que la organizacion
y actividad de los “insulators™ es
influenciada por los elementos Pc-G
al establecer dominios subnucleares.
Corces y colaboradores han de-
mostrado una clara correlacién en-
tre la presenciadel “insulator” gypsy
y una localizacion subnuclear cerca-
nay en la periferia del nicleo. Las
evidencias van mads alld dado que
demostraron que Su(Hw), el com-
ponente central de la accidon del
“insulator” gypsy, colocaliza conuna
alta frecuencia con la proteina lami-
nina, componente estructural de la
membrana nuclear (23).

Las evidencias mencionadas de-
muestran que en el nicleo debe
existir una organizacion tal que per-
mita la correcta regulacién de loci
independientes, facilitando el remo-
delaje de la cromatina, ya sea para
que se active o se reprima [a trans-
cripcion en un momento determina-
do del desarrollo y que los limites
de los dominios son elementos im-
portantes para que esta organiza-
cidn se lleve a cabo de manera mas
eficiente. Ademas, los nuevos datos
surgidos de estudios citologicos

~apoyan la idea de la necesidad de

tener elementos estructurales, ya
sean membrana o matriz nuclear,
para el anclaje de secuencias que fa-
vorezca una topologia 6ptima y asi
llevar a cabo la expresion de los
genes contenidos en un dominio.
Actualmente se han hecho estudios
en los cuales se ha logrado compro-
bar que ademds de los “insulators”,
los “enhancers” también contribuyen
a la organizacién de 1os dominios
dentro de un contexio cromosomico
relocalizandolos lejos de regiones
altamente represoras. A continua-
cion se presentan las evidencias.

RELOCALIZACION

Recientemente, dos grupos de in-
vestigacion independientes analiza-
ron la posibilidad de que los “en-
hancers” y LCRs contribuyan tam-
bién a la regulacion del dominio al
relocalizario lejos de regiones de
heterocromatina en el interior del
niicleo. En el primer trabajo se tomd
auno de los sitics de hipersensibili-
dad, especificamente el 5’HS2 del
locus B-globina humano, el cual an-
teriormente habia sido caracteriza-
do como un “enhancer” y en el que
se identificaron varios sitios de unién
a factores transcripcionales como
GATA-1, NF-E2, AP1 y EKLF, y
se realizaron mutaciones en sitios
especificos para la unién a estos fac-
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tores, aboliendo su unién. La meta
de este estudio era tratar de contes-
tar dos preguntas: primero, sila in-
terrupcién de la unién de factores
abolia la actividad del “enhancer” y
segundo, si estas interrupciones
afectaban la localizacign subnuclear
de un transgen.

Se valieron de una técnica de re-
combinacién homéloga para inte-
grar aun transgen cuya expresion
era dirigida por el HS2 completo o
con las diversas mutaciones en los
sitios de unidn a factores, actuando
en una region cercana al centré-
mero. Visualizaron al transgen en
todos los casos mediante una técni-
ca de FISH (hibridacion in situ fluo-
rescente) y comprobaron su expre-
si6n; cuando el “enhancer” se en-
contraba intacto, de una manera
estadisticamente significativa, de-
mostraron que el transgen era re-
localizado lejos del centrémero y se
expresaba adecuadamente, lo que
no pasaba en presencia del “enhan-
cer’” mutado. Concluyeron que se
requiere un “enhancer” funcional
tanto para suprimir el silenciamiento
genético como para relocalizar a un
gen lejos de la heterocromatina cen-
tromérica durante la interfase, y que
la supresion del silenciamiento re-
quiere de la relocalizacion del trans-
gen lejos de regiones de hetero-
cromatina (24).

Basados en estos resultados se
propuso un modelo en el cual los
factores que se unen al “‘enhancer”,
posiblemente actian reclutando y
translocando al transgen a compar-
timentos nucleares o territorios don-
de existen factores y elementos ba-
sales de la transcripcién en grandes
concentraciones, por sus interac-
ciones con €stos. A su vez no se
descarta la posibilidad de que algu-
no de los factores del “enhancer”
reclute a complejos de acetilacion,
metilacién o de remodelaje de la
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cromatina completando el ciclo re-
gulador que lleve a la expresion re-
gulada de un gen.

En el segundo trabajo se analizé
la posibilidad de que el LCR tam-
bién estuviese involucrado en la
apertura de la cromatina y en la ac-
tivacion transcripcional. El grupo de
Groudine se valié de lineas celulares
que tenian por un lado al LCR com-
pleto del locus B-globina (con los 5
sitios de hipersensibilidad) y por
otro la supresidén presente en la
talasemua hispanica AHS1-HSS, y
una linea celular donde ellos gene-
raron una supresion mas pequeiia
que abarcaba AHS2-5. Por medio
de FISH analizaron si la ausencia del
LCR afectaba a la localizacion del
locus y encontraron que la localiza-
ci6n en las lineas con el locus sil-
vestre y las que tenian la supresién
AHS2-5, se localizaban lejos del
centrémero y tenian a las histonas
H3 y H4 hiperacetiladas a lo largo
del locus (25). Estos datos indica-
ban que en realidad el LCR no era
necesario para la localizacion del
locus lejos de la heterocromatina
centromérica, yaque la linea celular
con la supresion parcial del LCR
(AHS2-5) también se localizaba le-
jos del centrémero y ademas la sen-
sibilidad al corte por la DNasa I se
mantenia. Por otra parte, la hipera-
cetilacion de las histonas H3 y H4
es caracteristica de un locus [3-
globina que estd abierto. Anterior-
mente, se habia pensado que ésta
€ra una caracteristica que dependia
del LCR, pero con los datos ante-
riores se demostré que el LCR no
€s necesario para esta acetilacién,
por lo que infirieron que para la lo-
calizacion del locus lejos de 1a hete-
rocromatina centromérica mediaba
una estructura mas abierta y una hi-
peracetilacion generalizadas del
locus y que estas actividades eran
independientes del LCR. Por otro

lado, la acetilacién de H3 cerca del
LCR en el locus silvestre, que es
transcripcionalmente activo, es mu-
cho mayor cuando el LCR se en-
contraba intacto. Estos datos su-
ginieron que el LCR no actda direc-
tamente en mantener una estructura
abierta de la cromatina, ni ayuda a
alejar al locus de entornos hetero-
cromaticos y por lo tanto represo-
res, mas sin embargo podria actuar
a otro nivel para regular la expre-
sion del locus.

Esto crea una controversia en
cuanto a lo que se conoce del LCR,
ya que en estudios realizados por
Proudfoot (1997) y de manera in-
dependiente por Fraser y colabora-
dores (2000), demostraron la pre-
sencia de transcritos intergénicos los
cuales son dependientes de 1a inte-
gridad del LCR (11, 12). Estos dos
grupos han propuesto que los trans-
critos intergénicos contribuyen a la
apertura de la cromatina, ya que se
encuentran presentes a lo largo del
locus, son estadio especificos y sélo
se encuentran en células donde el
locus es expresado, es decir, célu-
las eritroides. Una de las explicacio-
nes de lo resultados que indican que
el LCR no es necesario para la
apertura del dominio, es que la re-
gulacion de Ia expresion del locus
se da en varias etapas y posiblemen-
te niveles, y que la combinacién de
los diferentes factores juega un pa-
pel importante para la regulacion del
locus. Actualmente se estdn reali-
zando diversos estudios para resol-
ver esta controversia.

MODELOS DE APERTURA Y CE-
RRADO DE DOMINIOS

Se ha establecido que [a cromatina
no solamente funciona para ayudar
a contener al genoma dentro del ni-
cleo, sino también para reprimir la
actividad genética, se ha menciona-
do que esta estructura represora
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debe remodelarse para permitir la
expresion regulada de los genes. Se
ha visto que los elementos de regu-
lacidn en cis contribuyen a la forma-
cion de una estructura mds abierta
de la cromatina, muchos de estos
elementos en cis, interactian con
elementos proteicos para lograr este
objetivo. En esta parte de la revi-
si6n se tratara de explicar cémo los
complejos de remodelaje, la aceti-
laci6n y la desacetilacion de los re-
siduos amino-terminales de las his-
tonas, ademas de la metilacién, jue-
gan papeles importantes para la
apertura y el cerrado de la croma-
tina.

Los complejos de remodelaje
estdn compuestos por conjuntos de
proteinas capaces de desplazar o
disociar parcialmente un nucleoso-
ma, para que la regién donde se
encuentren posicionados pueda ser
mas accesible. Entre estos comple-
jos de remodelaje existen los que
son dependientes de ATP, entre es-
tos el mejor descrito es el comple-
Jo SWI/SNE el cual fue inicialmen-
te descrito en levadura y que ac-
tualmente se sabe que tiene homg-
logos en mamiferos; contiene una
subunidad llamada SWI2/SNF2
con actividades de ATPasa y heli-
casa de ADN. Un modelo propues-
to para la accion de SWI/SNF es
que este complejo puede encarri-
larse en el ADN y moverse a lo lar-
go de éstey asi desplazar a los nu-
cleosomas, aunque esta propuesta
no esta del todo aceptada. Un se-
gundo modelo propone que las his-
tonas H2A y H2B se desestabi-
lizan, se tiene evidencia que esta
desestabilizacion facilita el acceso
a factores de transcripcién al ADN
nucleosomal. Se ha encontrado
que este complejo es capaz de par-
ticipar en la unién de derivados de
un activador transcripcional GAL4
a sus sitios especificos en un mo-
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nonuclecsoma reconstituido, de
una manera dependiente de ATP,
también alterar el patron de diges-
tion de un nucleosoma y cooperar
para interrumpir un arreglo de
nucleosomas preensamblados.

Otros complejos que utilizan ATP
son: RSC y NURF (del inglés “NU-
cleosome Remodeling Factor”).
RSC contiene varias subunidades
homdlogas a SWI/SNF y se ha vis-
to que contiene una actividad de-
pendiente de ATPasa capaz de alte-
rar la estructura nucleosomal in vi-
tro. CHRAC (“CHRomatin Acce-
sibility Complex”) moviliza un arre-
glo nucleosomal y arregla los nu-
cleosomas en una espaciacion pe-
riddica. Se sabe que muchos de es-
tos complejos de remodelaje com-
parten subunidades. lo que implica-
ria un ahorro de energia para la cé-
lula, ademas se ha visto que existen
homologias de las actzvidades muy
conservadas entre estos complejos
en los diferentes organismos, lo que
indica su importancia.

Ademas de los complejos de re-
modelaje dependientes de ATP,
existen los que reclutan una activi-
dad de desacetilasas o acetilasas
de histonas. Anteriormente se dis-
cutid que los extremos amino-ter-
minales de las histonas quedan por
fuera del octdmero rodeando a
la fibra de ADN y estabilizando la
unién de ésta con el octdmero. Es-
tos extremos amino-terminales de
las histonas son pequefios, varian
entre 11y 15 residuos y sufren di-
ferentes modificaciones como
acetilacidn, fosforilacién, metila-
cién y ribosilacion que correlacio-
nan con una estructura mds abierta
o cerrada del dominio, entre otras
funciones. Los extremos amino-
terminales de las histonas del oc-
tdmero pueden ser modificados
reversiblemente por la acetilacion
de sus residuos de lisina, los cuales

interaccionan idénicamente con los
fosfatos cargados negativamente
de la estructura del ADN. La ace-
tilacién de las histonas resulta en
una neutralizacion de la carga y co-
mo consecuencia una separacion
del ADN de las histonas, lo que le
permite al ADN nucleosomal ser
mds accesible a los factores de
transcripcidn. La hiperacetilacion
de histonas en un dominio, se ha
correlacionado con regiones acti-
vas del genoma, mientras que las
regiones inactivas estan hipoace-
tiladas. Los niveles de acetilacion

" dependen de complejos que ticnen

actividad de acetiltransferasas o de
desacetilasas. Algunos de los acti-
vadores y coactivadores que tienen
actividad de acetiltransferasa, son
GCNS, p300/CBP y la TAF1250.
GCNS acetila la histona H3 en la
lisina 14 y a la histona H4 en las
lisinas 8 y 16 pero sorprenden-
temente se descubrié que GCN5
sOlo acetila histonas libres. Por su
parte, P/CAF (p300/CBP associa-
ted factor) interacciona con coac-
tivadores transcripcionales como
p300/CBP (CREB-binding pro-
tein) que es una acetiltransterasa,
la cual es capaz de acetilar a las
histonas libres o en el octdmero. P/
CAF acetila a las histonas libres
(H3 y H4) y ala histona H3 en el
octaimero. Ademds, se sabe que
p300 y CBP interaccionan con nu-
merosos factores de transcripcion
como CREB, c-jun/v-jun y Fos. La
TAF250 es parte del complejo de
TFIID y tiene una actividad de
acetiltransferasa, que acetila a H3
v a H4 en sus extremos amino-ter-
minales y se propone que gracias a
esta subunidad TFIID es capaz de
desestabilizar a los nucleosomas
que estdn en el promotor, lo que
confiere al complejo de transcrip-
cion la habilidad de abrir una re-
gion de la cromatina sobre la cual

37

estd transcribiendo (26). Dentro de
los complejos de desacetilasas de
histonas que se han identificado es-
td la HDAC-1 en humanos, Rpd3
en levadura y su homdlogo en
Drosophila. Estos complejos se
asocian a represores que controlan
la proliferacion y diferenciacidn ce-
lular como Mad(mxil)/Max, Sin3
vyYYL

Otro sistema que es utilizado para
controlar el cerrado de un dominio
o de una zona amplia del genoma.
es la metilacion del ADN en dinu-
clestidos CpG, la metilacién de ci-
tosinas en el carbono 5 de los dinu-
cledtidos es una caracteristica del
genoma de eucariotes. En vertebra-
dos, 60-90% de los CpG’s estdn me-
tilados y los CpG’s que no estan
metilados (cerca del 15% de todos
los CpG’s del genoma) se encuen-
tran en islas CpG. Se ha comproba-
do que la metilacion de regiones del
genoma provoca la pérdida de si-
tios de hipersensibilidad, v le con-
fiere al ADN resistencia a la diges-
ti6n por nucleasas. Este mecanismo
es independiente de secuencias es-
pecificas y es un sistema de expre-
sién global. El mecanismo molecu-
lar por el que la metilacion del ADN
reprime la transcripcidn no es del
todo conocido, sin embargo existen
reportes que relacionan a la metila-
cién con la desacetilacion de his-
tonas. Una proteina que se une a
regiones metiladas es MeCP2, que
es capaz de interactuar con la cro-
matina de una manera dependiente
de la metilacion y recientemente se
ha comprobado que puede unirse a
componentes del complejo mSin3A/
HDAC. La asociacion entre MeCP2
y este complejo es muy clara, por lo
que se ha propuesto que una region
del genoma que esté metilada pue-
de ser silenciada por desacetilacion
dependiente de MeCP2 generando
un estado permanente de represion
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a nivel de la estructura de 1a croma-
ina. El efecto del silenciamiento me-
‘li-‘ado por MeCP2, puede ser par-
cialmente revertido al utilizar un in-
ibidor de las desacetilasas como la
icostatina A (TSA), lo que indica
que la acetilacion puede contrarrestar,
| menos en parte, el silenciamiento
de un gen. Otra forma de revertir el
ilenciamiento por metilacién seria
1 reclutamiento de desmetilasas; sin
embargo, hasta la fecha no se han
ncontrado evidencias contundentes
te su existencia. La metilacién del
ADN no es necesariamente la pri-
ner causa de inactivacion de un
gene, podria ser un evento secun-
dario o haber mas de una manera
e inactivacion, lo que queda claro
es que estos diferentes mecanismos
‘Jactivadores y represores) actian
We una manera cuidadosamente re-
gulada para permitir la apertura o
qzrrado de dominios en la croma-
a

Recientemente, los modelos que
se han propuesto acerca de la ma-
nera como los limites de los domi-
nios regulan la apertura y cerrado de

0s mismos, relacionan a los “insu-
lators” y MAR’s con complejos de
emodelaje, metilacion y acetilacion/
desacetilacién. Felsenfeld propuso
que los limites actuarian reclutando
ﬁcetilasas y complejos de remode-
aje para crear una estructura mas
accesible del dominio. Reciente-
ente se han encontrado evidencias

enel “insulator” 5"HS4 f3-globina de
pollo que indican la presencia de una
ctividad de acetilasa de histonas. la

cual al parecer tiene direccionalidad.
.Ademeis, Felsenfeld propuso que
los limites eran capaces de bloquear

]a accion de desacetilasas y metila-
Qsas para impedir que €stas actuaran
sobre el dominio y mantenerlo
abierto. Por otra parte, al reunir to-
dos los estudios acerca de los limi-

tes de los dominios (en particular de

los “insulators™), existen evidencias
que demuestran que las funciones de
estos limites dependen del contexto
cromatinico en el cual se encuentren,
es decir, la actividad de bloqueo de
“enhancer” esta destinada a evitar la
promiscuidad entre los elementos de
regulacion de dominios adyacente
como sucede en el caso del “insu-
lator” 3” del locus 3-globina de po-
llo. Este “insulator” s¢lo presenta
actividad de bloqueo de “‘enhancer’;
por el contrario, el “insulator”
5'HS4 del mismo locus presenta
ambas actividades (bloqueo de “en-
hancer” y proteccién contra el eiec-
to de posicidén). Se ha propuesto que
esto se debe a que rio arriba del “in-
sulator” se encuentra una region de
heterocromatina y por lo tanto debe
de evitar que esta estructura repre-
sora invada el dominio (Fig. 4). Pero
no en todos los casos los “insula-
tors” se han encontrado flanquean-
do un locus, también puede haber
“insulators” que se encuentren de un
solo lado del locus o entre dos ge-
nes como el “insulator” del RMD
del locus H19/1gf2, o incluso locus
en los cuales no serfa necesaria su
presencia.

Todas estas evidencias muestran

que el futuro del estudio de la regu- .

lacion de la expresion genética se
verd intimamente relacionado con
aspectos tanto topoldgicos, a tra-
vés de la formacién de dominios,
como con distintas localizaciones y
relocalizaciones de los dominios en
nuevos compartimientos subnu-
cleares.

CONCLUSIONES Y PERSPECTI-
VAS

El objetivo de esta revision fue de-
finir las caracteristicas de un domi-
nio transcripcional, sus elementos
estructurales y de regulacién y la
manera como €stos colavoran para
la expresion especifica de los genes
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contenidos en ellos. El hecho de
que la cromatina sea una estructura
altamente represora, da relevancia
ala existencia de los elementos que
son capaces de remodelarla para
poder activar y regular la transcrip-
ci6n genética. Entre los elementos
que regulan la transcripcién revisa-
mos a los LCRs, “enhancers™ y los
“insulators”. Estos tiltimos tienen
especial y novedosa importancia ya
que son los encargados de delimi-
tar a los dominios, de cooperar con
distintos elementos para mantener
a los dominios accesibles y prote-
gerlos de los efectos de la croma-
tina adyacente. La organizacion del
genoma en dominios independien-
tes y la cooperacién de los elemen-
tos inherentes a ellos para su regu-
laci6n especifica ha llevado a pro-
poner a los dominios como un pri-
mer nivel de regulacion de la ex-
presion genética.

Al parecer, las investigaciones a
futuro tienden a centrarse en dos ti-
pos de enfoques: en estudios cito-
l6gicos y estudios aplicables como
la terapia génica. En los primeros
se tendré que dilucidar la relacién
entre los elementos de regulacion
de los dominios y los territorios
cromosomales, al parecer se pue-
de imaginar una relacién entre los
“insulators”, MARs, “enhancers” y
LCRs con la relocalizacidn de los
dominios a sitios donde pueden ser
transcritos con mayor eficiencia y
topologicamente, lejos o cerca (se-
glin sea requerido) de regiones po-
tencialmente represoras dentro del
micleo. Esto ayudaria a entender
mejor lo que hasta ahora ha per-
manecido como una caja negra: la
manera como la arquitectura del
nicleo favorece la formacién de
dominios y a tener una idea més
clara de lo que ocurre realmente in
vivo en cuanto a la dinamica de la
regulaci6n de la expresion genética.
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Dentro de los estudios aplicables
estaria el andlisis de los “insulators”
y secuencias MARs como elemen-
tos con una importancia fundamen-
tal en la terapia génica. Como se
mencion6, el “insulator” 5"HS4 del
locus B-globina de pollo est4 sien-
do utilizado para flanquear trans-
genes con resultados favorables.
Se puede decir que éste es un cla-
ro ejemplo de cémo los estudios
realizados en ciencia basica apoyan

a la ciencia aplicada en medicina.

Por 1ltimo, si se supone que la
formacién de un dominio es impor-
tante, queda claro que no basta so-
lamente con conocer las secuencias
codificantes para entender el fun-
cionamiento y regulacién del geno-
ma, y que esto debe ser tomado en
cuenta al realizar e interpretar los
resultados de proyectos tan ambi-
ciosos como la secuenciacidn del
genoma humano.
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Summary

Gene therapy has emerged from the idea of inserting a wild-type copy of a gene in order to
restore the proper expression and function of a damaged gene. Initial efforts have focused on
finding the proper vector and delivery method to introduce a corrected gene to the affected tissue
or cell type. Even though these first attempts are clearly promising, several problems remain
unsolved. A major problem is the influence of chromatin structure on transgene expression. To
overcome chromatin-dependent repressive transgenic states, researchers have begun to use
chromatin regulatory elements to drive transgene expression. Insulators or chromatin
boundaries are able to protect a transgene against chromatin position effects at their genomic
integration sites, and they are able to maintain transgene expression for long periods of time.
Therefore, these elements may be a very useful tool in gene therapy applications for ensuring

high-level and stable expression of transgenes.



Introduction

For the past fifteen years, gene therapy has become an important and useful tool with the
potential to correct diseases."””’ Originally defined to contribute to the treatment or prevention of
diseases, gene transfer has now found its limitations.””” Based on continued progress in the field of
gene expression and chromatin structure, we are now in a better position to understand
integration processes and the defects and virtues of gene therapy vectors.

One of the critical aspects of introducing a transgene into the genome is the great
variability or even a total lack of gene expression, events mainly attributed to the chromatin
environment at the genomic insertion site. But this is not the only difficulty; for example,
interference by viral regulatory elements, particularly repetitive sequences and silencers, can
jeopardize transgene expression.(z) In recent years a novel type of chromatin regulatory element,
named an insulator or boundary element, has emerged as a promising candidate to suppress
transgene expression obstacles, particularly by its ability to block suppressive position effects in
randomly selected integration sites.

In the present review we mainly focus our attention on this promising type of chromatin
element, which we can seriously begin to consider as a candidate for use in different types of gene

therapy vectors or transgenes.

Regulatory elements that counteract position effects

For quite a long time it was assumed that all regulatory elements capable of counteracting
position effects may be divided into two groups: dominant positive regulatory elements that
impose an active chromatin configuration even in heterochromatic surroundings, and barrier

elements that can physically block the passage of signals (either positive or negative) from the
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surrounding chromatin. Locus control regions (LCRs) and strong enhancers constitute the first
group of regulatory elements, while matrix attachment region elements and chromatin insulators
belong to the second group.

The discovery of the LCR upstream of the human f3-globin genes, with its ability to confer
copy number-dependent gene expression independent of the integration site, originally made this
element a promising candidate for incorporation in therapeutic vectors.”" ¥ However, LCR
regulatory elements have been constrained in their use, since these are tissue-specific, and in the
case of retroviral vectors, their adverse effects on viral stability and titers are well documented."*
") Several altemative options have been tested with varied resuits, including core-LCR elements,

or the a-globin HS-40 element.®'® Despite this optimistic scenario, position effects and silencing

{an

of viral elements cannot be overcome in all cases," " since LCR-containing transgenes can be

subject to positicn effects in stably transfected cell lines and in mice.! 2

Matrix- or scaffold-attachment regions (MARs/SARs) have also been used as alternatives
for protection against position effects in vertebrates, with even more successful examples of their
use seen in plants."**" In the case of in the immunoglobulin p heavy chain locus, the enhancer
needs to be flanked by MAR sequences for proper enhancer-promoter distant communication.'
Further analysis demonstrated that the MAR sequences protect the enhancer against DNA

{9 gimilar to the case of the chicken B-globin cHS4 insulator, where protection of

methylation,
regulatory elements against DNA methylation seems to be one of the strategies to allow sustained
transgene expression (see below and Fig. 1A).%%% For the same MAR sequences, local attraction
of histone acetylation has been demonstrated @4 a property once more consistent with the cHS4

B-globin insulator,###>%%

In addition, an Alu element, a short interspersed repetitive sequence found in the 5’ non-

coding region of the human keratin 18 (K18) gene, has also the ability to protect a transgene




against position effects.?” While this Alu element, LCRs, MARs/SARs and insulators are all
capable of counteracting position effects, the only apparent concordance between them is that all

. . . 28,29
are sequence elements located in non-coding reglons.( )

Insulators and transgene expression

The barrier function of an insulator can protect a chromatin domain from the non-specific effects
of the surrounding chromatin, by blocking the passage of regulatory signals from adjacent loci
and chromatin domains.?*?" Felsenfeld and collaborators have found that by flanking a
transgene with the chicken P-globin insulator it is possible to protect a transgene from the
position effects of the surrounding chromatin and from extinction of expression during long-term
propagation in culture in the absence of drug selection (Fig. 1A).5%*Y  An  important
characteristic of this particular insulator is that it functions in a vast number of vertebrate cell
types and organisms tested, including human cells.C?

Insulators are attractive chromatin components from both basic and practical
perspectives. As far as gene therapy vectors are concerned, the obvious application of insulators
is to create a mini-domain that is protected from the regulatory signals of the host cell genome
(Fig. 1B). In this mini-domain, any necessary regulatory sequences could be incorporated along
with the transgene itself. In the absence of an insulator, transgene expression is dominantly
influenced by the surrounding heterochromatin, causing position effect variegation through
heterochromatin spreading over a transgene.”**> This progressive heterochromatinization is

(34)

associated with silencing epigenetic marks," including histone deacetylation and DNA

methylation, which have been clearly shown in silenced non-insulated transgenes.#>**7%

Experimental data shows that sooner or later the great majority of non-insulated transgenes will

extinguish their expression, although insulators are not needed in all cases, since strong

promoters or enhancers can efficiently counteract progressive transgene silencing (see below).’®
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Thus, insulators seem to have mechanisms to counteract, at least partially, the silencing effects of
heterochromatin. However, it should be mentioned that to date there is no direct demonstration
that vertebrate insulators are able to block heterochromatin silencing. In addition, the position
effect studies in the presence of insulators have mostly compared transgenes at different
integration sites, and it will be necessary to analyze insulator activity at the same insertion sites,
as well as integrants that are close to centromeric and telomeric sequences.

In addition to their ability to guard against position effects, insulators appear to have
other favorable properties applicable to gene therapy and transgenesis. One possibility, though
not well explored, is that insulators may contribute to the integration event to make this process
more efficient. Insulators may also stabilize the transgene, avoiding deletions or recombination.
This may have been a relevant factor in a transgenic study by O'Malley and collaborators, where
no founder mice were obtained for an inducible transgene in the absence of insulators (Table
1).°7 In contrast, when the same transgene was shielded with two copies of the 1.2 kb DNA
fragment of the cHS4 insulator (Fig. 1A), 4 founder mice were obtained, with 3 of them showing
high and constant levels of expression (Table 1).(37)

Not only may the barrier function of an insulator be relevant in transgenesis, but the
enhancer-blocking function may also have its applications. In the case of the cHS4 insulator, and
in practically all vertebrate insulators found to date, the enhancer-blocking activity is
attributable to the CTCF transcription factor (Fig. 1A).283138) Although it has been shown that
the barrier and enhancer-blocking activities of the cHS4 insulator are separable, and the
enhancer-blocking activity is not required for position effect protection in stably transfected cell
lines (Fig. 1A),°* there are instances where the enhancer-blocking function could potentially be
applied. For example, in gene therapy, an important application of this property could be its
potential to prevent insertional activation of adjacent oncogenes after integration in the genome,

a problem that caused a leukemia-like disorder in a recent gene therapy protocol against an
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immune disease.®”* Another contribution of the enhancer-blocking property arises from the fact
that selectable markers incorporated in the same vector can influence transgene expression.*”
Thus, if the experimental transgene is flanked by insulators, the influence of these selectable gene
regulatory elements could be prevented.(‘”) However, it should be noted that the inclusion of
selectable markers creates a bias towards favorable chromatin integration sites, and only clones

in which the marker gene is active are selected, thus preventing the analysis of clones in which
the transgene and its associated marker gene have been completely silenced.®®

An unexplored topic is the relocation of transgenes during gene expression extinction in
vertebrate cells. Since it has been suggested that insulators can anchor the active domains to the
nuclear periphery close to nuclear pores, in the absence of insulators the loss of such
cytolocalization during transgene silencing may not be too unlikely.“** )

How does an insulator protect a transgene from chromosomal position effects and prevent
extinction of its expression? Several studies using the chicken cHS4 B-globin insulator and the
Drosophila gypsy insulator, among others, have partially answered these questions, leading to
three main models of insulator function.”®?" All of these models are based on the supposition
that, in contrast to the traditional view, insulators play an active role in establishing chromatin
domains (Fig. 1B). These models are: 1) the insulator actively recruits histone acetylases (and
pethaps other activities associated with active chromatin), maintaining a histone acetylated
(open) chromatin configuraticn within the domain; 2) the insulator captures or titrates DNA
methyltransferases and/or histone deacetylases and methylases, avoiding gene silencing within
the protected domain and thus preventing heterochromatin-mediated domain repression; and 3)
the insulator relocates the gene away from heterochromatic regions to an active sub-nuclear
compartment, perhaps in association with the nuclear periphery and nuclear pore

components.(42’43)
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Detailed studies have recently addressed the mechanisms of transgene expression
extinction and the mechanisms of protection conferred by the B-globin insulator. In these studies
the DNA methylation and histone acetylation status of the ftransgene and its promoter were
analyzed in insulated and non-insulated stably transformed cell lines.?*** In non-insulated lines
the transgene body and the promoter region were DNA methylated, and the histones had low
levels of acetylation. In contrast, in insulated lines the transgenc maintained high levels of
acetylation and the promoter was protected from DNA methylation in a region where
transcription factors are known to bind, allowing transgene expression despite methylation of the
gene body.*® Furthermore, it was demonstrated that Mi-2 and a methyl-binding protein, MBD3,

@2 suggesting that in

bind to silenced transgenes only in non-insulated and silenced cell lines,
addition to histone deacetylation, specific promoter methylation contributes to transgene
silencing. Furthermore, in non-functional but insulated transgenes, acetylation by the insulator
prevented high levels of specific promoter DNA methylation.*? This notion is also consistent with
a recent time-course study analyzing the order of events during silencing of the same transgene in
the absence of insulators, where it was shown that specific promoter DNA methylation was
acquired at a later stage than the loss of histone acetylation and histone H3-K4 methylation,
which constitute primary events during silencing of this transgene.”> Thus, taken together, these
results gave further information about insulator function, suggesting that acetylation by the
insulator prevents promoter methylation in a dominant way.?>*) It has also been shown that this
insulator is highly enriched in histone acetylation and histone H3-K4 methylation at ifs natural
genomic location at the 5’ end of the chicken [-globin domain, which is adjacent to a condensed

(25.26)

chromatin region (Fig. l1A), again supporting the model that the cHS4 insulator prevents

transgene silencing by dominant maintenance of active chromatin marks.




Dominant enhancer-promoter elements as insulators

There is not always a strict requirement for the use of insulators in transgene vectors, since the
dominant action of a particular set of regulatory elements, such as certain promoters and
enhancers, are sufficient to overcome position effects.®*® One possible explanation for the
counteraction of position effects by dominant enhancer expression may be the particular cellular
differentiation stage.®® When transgene expression encounters the optimal differentiation
context, the transcription activating elements will counteract the repressive position effects with
some ease, even allowing continuous levels of expression over time. The dominant regulatory
elements which overcome the need for insulator elements may not only be enhancer elements, but
also can be certain cellular or viral promoters.(36) Obviously, a thorough study of the factors that
bind to these elements will be necessary to understand how position effect protection is achieved,
not only by these elements but by the classical vertebrate insulator elements as well.

In the presence of a strong enhancer it has been shown that the additional assistance of the
chicken cHS4 insulator does not improve gene expression and position effect protection.(3 849 This
observation is not surprising since part of the attractive aspect of insulators is their neutral
action on the associated transgene, i.e., overall they lack enhancer or silencer activities and they

preserve the intrinsic activity of the transgene reguiatory elements.*%*®

Insulators, transgenesis and gene therapy vectors

Since 1998 there have been several studies of transgene expression where the transgene was
flanked by the [-globin insulator (Table 1). This insulator has not only been used to improve
transgene expression, but also to generate reproducible transgenic animal phenotypes, with
promising results for future studies of human diseases. The impact of insulator use 111 transgenic
animals is to reduce the number of transgenic founders required in order to obtain animals with

an appropriate expression level and tissue distribution of the transgene.(47'5 »
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An alternative use of insulators is related to the improvement of inducible transgene
expression, which can be easily explained by the fact that insulator sequences contribute to the
generation of an open chromatin context that allows much faster and direct regulatory factor
recognition and action, with no necessity for extensive chromatin remodeling. %" This becomes
relevant, particularly for inducible systems in which gene expression needs to be highly
controlled, but most importantly in the scenarioc where the gene product is toxic. Thus, shielding
those kinds of transgenes with insulators assures minimal basal expression. To this extent the
chicken B-globin insulator has already been offered by Invitrogen in the commercial vector pBCl1

with the aim to express genes of interest in the mammary giands of transgenic animals.

Viral vectors and insulators

Distinct types of viruses have been engineered to become highly specific and efficient for gene
delivery to particular cell types or tissues.'” Several types of viruses, including retroviruses,
adenoviruses, adeno-associated viruses (AAV), herpes simplex viruses, and more recently
lentiviruses, have been modified in the laboratory for their potential use in future gene therapy
applications.””” One could think that the use of insulator sequences would be restricted to the
integrated types of viral vectors like retroviral or lentiviral vectors. Interestingly, an insulator
contribution to episomally derived viral vectors is also relevant. ®'?

Trepending on the cell type and reporter gene used, complementary modifications of viral
vectors are required in addition to the use of insulator sequences, with the aim to ameliorate
transgene expression. These modifications include codon usage optimization and modifications of
the control elements, as well as elimination of putative mammalian RNA processing signals to
significantly improve transgene expression.®”* Such modifications can even contemplate

mutations at CpG dinucleotides to avoid progressive and permanent DNA methylation.
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With regard to using insulators in viral vectors, a major drawback is that insulators can

%) In general, the reduction in vector

affect vector titers and the stability of the viral particles.
titers roughly correlates with the size of the inserts.®® Thus, the size of the insulator sequence to
be employed should be taken into account and shorter DNA sequences may help to avoid vector
titer problems (Fig. 1A). To this end, it has been demonstrated that two copies of the core cHS4
insulator (Fig. 1 A), equivalent to 500 bp, are as efficient in protecting a transgene against

position effects as are two copies of the original 1.2 kb DNA fragment.(33 S7:38)

Studies with retroviral vectors:

In a study using recombinant murine retroviruses, it has been shown that the presence of
the chicken ¢cHS4 insulator does not affect viral titers and stability.®> Interestingly, in the same
viral system the 1.2 kb version of the cHS4 insulator was inserted into the 5' and 3' LTRs in both
orientations, and in their native orientation (5'-3") the insulation was more than twice as efficient
than in the opposite orientation (Fig. 2A).%> Curiously, in other investigations using murine
retroviral vectors, the orientation of the same insulator element did not interfere with viral
transduction and expression levels, and the only difference from the previously mentioned work
is that here two copies of the 1.2 kb DNA fragment were used as recommended originally (Fig.
1A).(3 2:3359) [ addition, in stable cell lines insulated retrovirus expression was 10-fold higher
compared to that seen with a non-insulated vector, clearly showing the ability of the insulator to
elevate and enable homogeneous virally transduced gene expression.”” However, in contrast to
this report, another report shows that vector titers can be affected by this insulator.®”

Viral vectors are not only subject to the selective pressure of the chromatin site of
integration, but in addition they are influenced positively, though mainly negatively, by viral
regulatory and structural elements, like the viral long terminal repeats (LTRs) that are

responsible for provirus stlencing in vivo.™ In the case of retroviral vectors, there are retroviral
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regulatory elements that can induce silencing with a progressive increase in DNA methylation
and methyl-CpG-binding protein recruitment, along with the associated histone deacetylation
and methylation.(ﬂ) As a means of combating these negative viral elements, it has recently been
demonstrated that the cHS4 insulator is able to block retroviral silencing in a murine stem cell
virus (MSCV) vector in transgenic mice.®” Interestingly, the results obtained with this MSCV
retrovirus are in agreement with the data obtained previously in chicken stably transfected cell
lines. %% First, when two copies of the cHS4 core element are placed on each side of an LCR-p-
globin transgene (Fig. 3), the highest protection against silencing is obtained, an effect that is
translated to the most elevated copy number and with homogeneous gene expression, again
confirming that two copies of the 250 bp core insulator are as good as the two copies of the
original 1.2 kb element (Fig. 3).1239 Second, deletion of FII corresponding to the CTCF DNA-
binding sequence of the core insulator (Fig. 1A), which is responsible for the enhancer-blocking
activity, does not perturb the protection against viral silencing, indicating that the enhancer- and
silencer-blocking components of this insulator are separable, again consistent with the previous
report (Fig. 3).%% Third, when the minimal enhancer-blocking element containing FII and FIII
was tested in quadruple, there was no transgene expression from the MSCYV retrovirus vector,
demonstrating that CTCF and the FllI-associated factor(s) accentuate silencing (Fig. 3). In
summary, these results demonstrate that the topological conformation of protein-protein and
protein-DNA interactions at the 250 bp core insulator are c:ifical for the co-habitation of the
enhancer-blocking, silencer-blocking and position effect pfotection activities, and all of these
components, with the exception of the enhancer-blocking activity, are required to overcome
retroviral silencing.

In yet another study with retroviral vectors, Rivella and collaborators demonstrated that
viral transgene expression generated in mouse erythroleukemia cells in the absence of drug

selection is improved by the presence of insulators, which can reduce the de novo methylation
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originating at the 5' LTR of the retroviral vector (Fig. 2B).%? This observation could imply,

based on data recently obtained in Neurospora crassa and Arabidopsis thaliana and more recently
at mammalian centromeric regions, that transcripts could be responsible for heterochromatin
formation through histone H3-1ys9 methylation and the incorporation of HP1.%%%) Thus, in such
a scenario the insulator may interfere with heterochromatin formation, possibly through active

(2233 However, unexpectedly, when the

and continuous histone acetylation, as discussed above.
same transgene was used in embryonic stem cells, the retroviral vectors were not protected
against DNA methylation by the cHS4 insulator.®” One possible explanation has to do with
differentiation timing and de novo compared to maintenance DNA methylation, i.e., in stem cells
insulators may not protect transgenes against de novo DNA methylation through the action of the
Dnmtl enzyme. In contrast, in differentiated cell types, Dnmt3a and Dnmt3b are the DNA
methyl-transferases responsible for transgene silencing, in which case their activity could be
counteracted by the cHS4 insulator.>*® An alternative explanation is that in stem cells there is a
specific silencer factor interacting with the LTR and internal retroviral sequences, and the
location of the insulator within the LTR (Fig. 2B) does not permit it to block such a dominant
silencing effect, independently of the DNA methylation status. Nevertheless, no matter what the
reason for the failure of the insulator to protect against DNA methylation in embryonic stem
cells, these results underscore the fact that insulators may not function in all cell types, and this
may be a limiting factor when a transgene needs to go through a developmental program before
reaching its desired effect.

In an independent series of experiments with oncoretroviruses, the cHS4 insulator was
used in combination with the a-globin LCR (ocHS-40) to drive expression of the human Ay -globin
gene in a mouse bone marrow transduction and transplantation assay. In these studies there was
a clear insulator effect, ranging from 2-5% expression for the non-insulated oncoretrovirus

vector to 49% for the insulated vector (Fig. 2D).®” Such an improvement represents a reasonable
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increase in transgene expression that may allow us to reach therapeutic levels in future
hemoglobinopathy protocols. Thus, the use of regulatory elements complementary to insulators,
such as the a-globin LCR element used in the above study, seems to be critical. An alternative
aspect of insulator use in viral vectors could arise from selection or enrichment of the transduced
celis. For example, stem or progenitor cells in which an integrated viral vector expresses the
transgene efficiently can be pooled and enriched before transplantation. Such a strategy has
already been attempted in retrovirally transduced bone marrow, yiclding more than 9 months of
continuous and constant human B-globin gene expression.®” Thus, the incorporation of
insulators may facilitate the initial selection process, in addition to their ability to maintain

expression of the transgene.

Studies with adeno-associated viral vectors:

Adeno-associated virus vectors have also been tested for their improved capacity for gene
expression in the presence of the cHS4 insulator (Fig. 2C).%" In one study using this vector
system, the incorporation of the LCR HS2-4 core sequences from the human B-globin locus in the
absence of an insulator was not sufficient to overcome position effects. However, the addition of
two copies of the 250 bp core cHS4 insulator (Fig. 2C) remarkably reduced gene expression
variability,®” again confirming that two copies of the 250 bp core element can maintain the same
properties as two copies of the original 1.2 kb element.**® Interestingly, fluorescence in situ
hybridization in metaphase chromosomes has demonstrated single and random integration of the
recombinant adeno-associated virus vector containing the core cHS4 insulator, strongly
suggesting that the insulator is not forcing or driving the viral vector to a particular and

favorable chromatin environment.®” Such an observation reinforces the idea that the shielded
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transgene is not being influenced by the integration site, and the pattern of expression reflects the
intrinsic activity of the regulatory elements incorporated in it.

Other insulators, notably invertebrate insulators, have also been tested in AAV vector
systems. In one such study, adenovirus-mediated vectors with heterologous promoters
unsuccessfully attempted to use the Drosophila gypsy insulator, demonstrating the limitation of
using Drosophila insulators in mammalian and viral vectors.”) However, the gypsy insulator was
able to stimulate expression levels from a retroviral vector in another study.®” Interestingly, an
insulator has recently been identified within a DNase [ hypersensitive site of adeno-associated
virus itself, where a 336 bp DNA fragment possesses both enhancer-blocking activity and the
ability to protect an integrated transgene against chromosomal position effects in transfected

mammalian cells.®®

Studies with lentiviral vectors:

In recent years a viral alternative has emerged with lentiviruses based on their genetic
stability, but they are still subject to chromosomal position effects.”*"%® In one study where a
self-inactivating lentivirus expresses the GFP protein under the control of the human elongation
la promoter (Fig. 2E),(69) low frequency integration events are observed, and GFP expression is
apparently maintained for over 60 days in culture. In this series of experiments the scaffold d
attachment sequence from the human interferon-p gene locus and the chicken cHS4 insulator
were incorporated in the lentiviral vector, with these elements placed downstream of the GFP
transgene, either individually or in tandem (Fig. 2E).%%) If GFP expression was quantified in
terms of GFP expressing cells, there were no clear differences between the presence and absence
of the SAR and/or the cHS4 insulator. However, in the presence of both the SAR and cHS4

elements, but not the cHS4 insulator alone, there was an order of magnitude improvement in the
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average of GFP fluorescence intensity when evaluated in long-term culture (until 60 days) in the
absence of selection.® These results demonstrate that the SAR and cHS4 elements do not
quantitatively improve transgene expression, but instead they qualitatively ameliorate GFP
expression, supporting the notion that the lentivirus transgene is not increasing the number of
expressing cells, but in contrast is counteracting chromosomal position effects, and in this case
probably variegation. In a second example, similar lentiviral vectors with the human interferon-3
SAR sequence and the cHS4 insulator were tested in transduced cells of the human CD34"
hematopoietic progenitor line KG1 and in primary CD34" cord blood cells differentiated in vitro
into monocytes.®® The results clearly show that incorporation of the SAR/cHS4 combination
consistently yielded elevated and homogeneous levels of GFP expression for periods of up to 4
months, even with three different promotf:rs.(5 % Thus, the SAR/cHS4 sequences seem to be a
combination that positively contributes to the protection against position effects in lentiviral
vectors.

This prompts us to question how such a combination of elements may act to improve
lentiviral transgene expression. A possible contribution of the human interferon-B SAR element

("9 which may complement the role of the

may be its ability to avoid de nove DNA methylation,
cHS4 insulator in methylation avoidance. Another possibility may lie in the nature of the
SAR/MAR elements, which are defined as AT-rich sequences with no particular consensus, and
they can interact with the nuclear matrix, contributing to the formation of loop attachment sites
that are arranged in helical spirals along the axis of the metaphase scaffold. SARs may also
include topoisomerase II consensus binding sequences, which may enable relaxation of
supercoiled DNA molecules.!!” In this context, the presence of the SAR/cHS4 elements in

lentiviral vectors could alter the superhelical tension of the DNA, favoring enhancer-promoter

communication through the formation of a local and optimal topological conformation.
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Another clue as to how the SAR/cHS4 combination works may come from studies of the
Drosophila Su(Hw) insulator. When an enhancer is flanked by the Su(Hw) insulator, or if one
copy is placed between an enhancer and promoter, the enhancer-blocking activity of this

(71,72) -

insulator is accentuated, in agreement with the insertion of the cHS4 nsulator in the U3

region of the 3' LTR of the lentiviral vector, which caused decreased transgene expression.(%)
However, when two copies of the Su(Hw) insulator are placed between an enhancer and
promoter, the enhancer activity is favored, probably by chromatin loop formation.”"™ These
observations are similar to the placement of the SAR/cHS4 elements together in the lentiviral
vector (Fig. 2E), which consistently yielded elevated levels of transgene expression.®® In such a
scenario, possible loop formation, together with the protein complexes that interact with the
insulator and SAR sequences, as well as the distance between the enhancer and promoter, should
represent critical parameters for successful transgene activation.

In conclusion, one of the aspects emerging from these series of studies is that one
chromatin component, being either a matrix/scaffold or an insulator element, is not always
sufficient for homogeneous and sustained expression levels in viral vectors, but that combinations

of these elements could contribute more effectively, with each element having its individual

virtues for improvement of transgene expression.

Conclusions

In recent years chromatin insulators or boundary elements have emerged as favorable
candidates to improve transgene expression. The use of insulators, particularly vertebrate
insulators, along with strategies such as naked DNA injection and the use of cationic lipids or
viral vectors will certainly ameliorate gene expression in a particular target cell or tissue. The

main goal is to establish, or at least attempt to estimate, appropriate gene transfer levels of the
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therapeutic gene, and of course to reach adequate expression levels to achieve curative or
corrective effects. For some applications reproducibility represents a key factor. Such an event
can probably be reached if the insulators supply constant expression independently of the
integration site.

However, several unsolved questions about the use of insulators remain. For instance, we
do not know whether insulator activity is linked to cell cycle variations. If it is then it is possible
that cell cycle variations could explain differences in insulation from cell type to cell type, or in
particular cellular differentiation stages. As mentioned above, this may be a critical issue in
transgene expression, especially in cases where the transgene needs to go through a
differentiation program. The stability of the viral vectors is also another problem to be taken into
consideration, since the presence of repetitive or identical DNA sequences shielding a transgene
may favor undesirable recombination events in some cases. Thus, to improve vector stability, we
may consider the incorporation of different insulators or insulators in combination with matrix
or scaffold attachment sequences.”® Another unsolved question is whether insulators are able to
counteract variegated gene expression, and how this impacts transgene expression. To answer
these questions, among others, it is certain that further basic studies on insulators and their
mechanisms of action will be necessary before they can be successfully employed in gene therapy
protocols. It is also likely that the separable functions of insulators (barrier activity and
enhancer- or silencer-blocking activities) will have to be exploited, together with the use of
complementary chromatin elements (e.g., MARs and LCRs), in order to ensure maximal benefits
in transgenesis. In addition, it is likely that the beneficial components to be employed will vary
for different transgenes and vectors, and various issues, such as where to place the insulator
and/or other chromatin regulatory elements, will have to be addressed.

Another key issue is the optimization of vector design in order to ensure a

successful therapeutic effect. From the data published it has become clear that a viral vector
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requires a minute design that involves: i) knowledge of the intemnal regulatory and structural

viral elements like enhancers, silencers, and LTRs; ii) based on such a distribution, the location
where the insulator sequence will be incorporated becomes relevant; iii) the choice of transgene
regulatory elements and the avoidance of elements detrimental to transgene expression, such as
the avoidance of CpG-rich sequences to minimize DNA methylation; iv) the size and combination
of insulators to be used to favor elevated titer production and improved vector stability; v) the
insulators would probably need to have both properties, enhancer- or silencer-blocking and
position effect protection activities, to ensure maximal action, At this point it is important to
recall that an optimal vector design is not the ultimate solution, since there are other
considerations beyond the vector and the transgene. One such consideration is the immune
response, which has been one of the comerstones of gene therapy protocols. As a consequence we
probably need to consider engineering new vectors, not only with therapeutic genes, but in the
same vector to incorporate genes that could modulate or diminish the immune response.®’ In this
regard, it is encouraging that lentiviruses and adeno-associated viruses do not seem to induce an
inflammatory or immune response.(z)

At the present time there is an intense debate concerning the risks of "insertional
mutagenesis" of viral and non-viral vectors as a cause of cancer or a mis-reaction in a gene
therapy protocol. One possible alternative is to direct the insertion of vectors to a "secure” non-
coding area of the genome. We would like to speculate two possibilities for achieving this: the
first one is by using the homologous recombination Cre-Lox system in combination with
insulators, and the second option is to drive the insertion event directly into heterochrematin in
an attempt to avoid integration in coding sequences.®"””? Obviously, this strategy would require
the presence of insulators in the transgenes, and it would also require some certainty of the

effectiveness of the insulator shielding. Clearly, further studies of insulator function in repressive

chromatin environments will be necessary to employ such a strategy.
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Another important consideration in gene therapy is the type of cells the therapeutic vector
is delivered to and how these cells could subsequently be delivered to a patient to ultimately cure
a human genetic defect. Obviously, this subject becomes entangled with many ethical
considerations, such as the debate over the use human embryonic stem cells. Among the various
options, stem cells derived from adult bone marrow, including hematopoietic and mesenchymal
stem cells, have become promising candidates for use in human gene therapy. () Nonetheless, no
matter what the route chosen for a human gene therapy protocol, in terms of using insulator
elements it is still necessary to ensure that the insulators are effective in the cells they are
delivered to and at the appropriate developmental stage for correcting the genetic defect.

Thus, this is one of the first reviews that summarizes transgenes, gene therapy vectors and
the use of chromatin insulators. Qur goal was to outline and critically reconsider all advantages
objectively, but at the same time we consider the limitations of using such chromatin elements.
Despite these limitations and the fact that we do not fully understand how they function,
insulator elements (perhaps in combination with other chromatin elements) will probably
contribute to the next generation of gene therapy vectors. In any case, these elements give way to
a new approach for the design of gene therapy vectors that will increase the potential of gene

therapy protocols and the way that gene therapy is seen nowadays.
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Table 1. Use of the chicken 5'cHS4 B-globin insulator in transgene expression

Organism, cells
and vectors

Regulatory elements
and transgenes

Observations

Reference

Transgenic mouse

Trangenic mouse

Transgenic mouse

Transgenic mouse

Transgenic mouse

Trangenic rabbit

Transgenic mouse

Human transthyretin
promoter driving a

chimeric Gi-VP liver-specific
trans-activator,

Mouse tyrosinase
promoter regulating
the mouse tyrosimase
munigene.

Anion exchange protein 1
(AE1) promoter/human
y-globin transgene.

Tetracycline-regulated
tet07 minimal promoter
ICA69 ransgene to
generate a NOD mouse.
Model system for human
type I diabetes.

pVy promoter and the 3'
IgH-LCR fused to GFP.

Human elongation factor la
promoter expressing CD55
and CD59.

Rabbit whey acidic protein
WAP gene promoter

regulating the luciferase gene.

No transgenic mice from
10 founders with no
insulator. With 2 x 1.2 kb
insulator, 3 of 4 mice with
high expression.

Homogenous pigmentation
distribution with 2 x 1.2 kb
cHS4 insulator.

Position-independent and
copy-number-dependent
expression. Insulated transgene
favors correct mRNA
transcription initiation site.

Prevents leakage and
dramatically enhances
transgene expression.
2 x 1.2 kb insulator
used.

B cell-specific and sustained

GFP expression. In some

transgenic lines there is progressive
silencing with animal age that seems
to be associated with DNA
methylation.

Enhancement of CD55 and CD59
mRNA concentrations in
different tissues.

All 6 lines generated in the
presence of the cHS4 insulator
expressed the transgene.
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50
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78



Human breast cancer
ML20 cells derived
from MCF-7

Murine pre-B and
B cell lines

Chinese Hamster
ovary, CHO cell line

Human embryonic
stem cells transduced
with lentiviral vectors

Rat HiBS stem cell
line and graft to the
rat striatum

Human CD34+

hematopoietic progenitor

line KGla and primary

CD34+ cord blood cells
differentiated in vitro to

monocytes; transduced
with lentiviral vectors

Retrovirus

Retrovirus

Murine stem cell

virus (MSCV) in
transgenic mouse

TRE-reporter vector,
responsive to rTA25-M2
trans-activation, directing
the expression of humanized
Renilla green fluorescent
protein.

pVy promoter-fused to GFP
linked to 3" or 5" murine IgH
regulatory elements.

tTA and hygromyein
resistance gene were
co-expressed. Ptet promoter
responsive to tTA drives the
expression of GFP.

Human elongation factor la

(EF 1) using GFP as transgene.

Human UbC promoter fused
to GFP and WPRE, a
regulatory element from
Woodchuck hepatitis virus.

Human elongation factor la

(EFla) using GFP as transgene.

GFP gene transcribed from
the LTR promoter.

Cell surface marker NTP in

recombinant retrovirus derived
from murine leukemia virus.

Human HS24-LCR driving

expression of the 3-globin gene.

Two out of 8 expressed

the non-insulated transgene. Lack of
copy-number-dependence and ectopic
variability in expression observed.

The use of the doble core

2 x 250 bp ¢HS4 nsulator

reduced the level of expression in

the uninduced state. Does not affect
maximal expression levels and allows
homogeneous induction and low
doses of doxycycline.

IgH elements now behave like
ateal LCR when the transgene
is insulated.

Both reporter vectors are flanked
by 2 x 1.2 kb cHS4 insulator.
Results show only partial
protection against position effects.

Incorporation of the human
interferon-p MAR and cHS4
insulator drastically reduces GFP
expression variability.

Flanking the transgene with
two copies of the 1.2 kb
cHS4 insulator significantly
increased protein and mRNA
expression levels.

Incorporation of the human
interferon-pp MAR and cHS4
insulator shows higher and
homogeneous transgene expression
when both elements are incorporated.

Significant increase in the fraction
of transduced cells.

Infection performed without any
selection. cHS4 insulator prevents
silencing and delays DNA
methylation of the LTR.

CTCF-independent retrovirus
silencer-blocking activity with
the cHS4 insulator. When two
insulator dimers are used
retroviral vector titers are
compromised.
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Figure Legends

Figure 1. The chicken B-globin domain and genomic organization. A: The chromatin domain
boundaries have been determined and the iz vivo interaction of CTCF demonstrated.®'"? The
chicken B-globin 5'cHS4 insulator is located within a constitutive DNase I hypersensitive site and
represents the transition between an open chromatin conformatton and 16 kb of condensed
chromatin.?**"*” The cHS4 insulator possesses separable enhancer-blocking and position effect
(PE) protection properties.””’ The core element contains at least five protein-binding sites termed
FI to FV.®" The enhancer-blocking activity is mainly dependent on the 11-zinc finger CTCF
protein.(3 138) In contrast, the CTCF site is dispensable for protection against position effects.®*
B: Theoretically, insulators had been proposed to shield a gene or group of genes (arrows)
against the spreading of chromatin modifications and to avoid promiscuity between regulatory
signals from distinct or unrelated domains (red line). Such properties contribute to position effect

protection when the transgene is surrounded by insulators.®%*'*¥

Figure 2. Viral vectors employing the chicken cHS4 B-globin insulator. A: MSCV-based vector
named MGPN2 using one copy of the 1.2 kb ¢cHS4 insulator (Ins 5' cHS4) expressing the green
fluorescence protein (GFP, green) from the S'LTR promoter (blue); Enh, enhancer; PA,

polyadenylation site.®® The GFP activities were determined by flow cytometric analysis.®” B:
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Moloney MuLC (Mo-MuLV) derived virus encodes a cell surface marker named NTP.®” Mouse
erythroleukemic MEL cells were injected and the viral vector was designed with the
incorporation of one copy of the 1.2 kb cHS4 insulator.”” Interestingly, the presence of the
insulator decreases the level of DNA methylation originating from both the 5' and 3' LTRs.®? C:
Recombinant adeno-associated virus (rAAV). The herpes virus thymidine kinase (tk) promoter
drives expression of the neomycin-resistance gene (Neo"). The human 3-globin gene is present
along with the LCR hypersensitive sites (HS2, HS3 and HS4).®” This is the first time the core (2
copies of the 250 bp fragment, see Fig. 1A) cHS4 insulator is used successfully in a viral vector to
protect a transgene against position effects in infected MEL cells.®” D: MLV-based
oncoretrovirus vector containing coding elements from the human Ay-globin gene linked to the a-
globin LCR aHS-40.® One copy of the chicken 1.2 kb cHS4 insulator was placed upstream of the
S'LTR and between the aHS-40 element and the 3'LTR.® E: Self-inactivating lentiviral vector
with the human elongation factor 1o (EF1ct) promoter driving the expression of the GFP gene. (69)
For optimal ES cell transduction the lentivirus vector incorporates the human interferon- SAR

element and one copy of the 1.2 kb ¢HS4 insulator inserted in U3 region of the 3ILTR.®

Figure 3. Silencer-blocking activity of diverse DNA fragments of the chicken ¢HS4 B-globin

insulator. The MSCYV retrovirus vector actively silences the human LCR-$-globin reporter gene
in transgenic mice.®® Vectors containing 2 copies of the 1.2 kb cHS4, two copies of the 250 bp
core cHS4,212*89%) four copies of the 90 bp DNA fragment including FII and FIII (termed
Quad), and 2 copies of the core FII (the CTCF binding site) are shown.®*2%9 Deletion of FII

does not affect position effect protection and silencer-blocking activities.®>® Instead, the Quad
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consistently reinforces silencing in stably transformed cell culture lines®® and in transgenic mice

generated by MSCV retrovirus infection.®”
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ANEXO 1

Modulacién de la actividad del enhancer localizado en el costado 3’ del dominio «-globina de

pollo durante la diferenciacion eritroide (Rincén-Arano et al 2004).

En el laboratorio estamos interesados en estudiar la relacién que existe entre la estructura de la
cromatina y la regulacion de la expresion genética.

Para que exista una correcta expresion génica en tiempo y espacio, la célula se vale de distintos
niveles de regulacion, a nivel de la secuencia del ADN, de los promotores, de elementos de regulacion
a grandes distancias como enhancers y silenciadores, del remodelaje de la cromatina y actualmente {a
compartamentalizacién nuclear. Existen diversos modelos sobre como actiia un enhancer, se sabe que
su organizacion es modular. es decir que tienen sitios de unién para multiples factores y que sus
funciones estan determinadas por la union de esos factores y a sus combinatorias. Sin embargo hasta la
fecha, se desconoce el mecanismo de accion de estos elementos.

En el costado 3° del dominio a-globina de pollo, se han encontrado un silenciador y un
enhancer que regulan la transcripcion de los genes del dominio. El enhancer fue descrito por el grupo
de Felsenfeld en 1989 y de manera independiente por Scherrer y colaboradores, al hacer un ensayo de
digestion a la DNasa I encontraron que existian 3 sitios de union al factor GATA-1 (antes [lamado
Eryfl) y mediante ensayos funcionales se determiné que el conjunto de esos sitios correspondian a un
elemento tipo enhancer.

Se sabe que los elementos de regulacion de los genes globina son muy conservados entre las
diferentes especies. Con el objeto de encontrar rods elementos de regulacion en el costado 3° del
dominio, se hizo una comparacion entre las secuencias localizadas rio abajo a partir del altimo gen del
dominio entre el pato y el pollo. Posteriormente al realizar ensayos funcionales en transtecciones
transitorias, se determind que estas secuencias corresppnden a un silenciador y a un enhancer,
adicionalmente en el extremo 3’ del enhancer se identificé un fragmento de ADN de 120 bp que
corresponde a una region altamente conservada entre el dominio de pato y el de pollo (Fig. | del

articulo).
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En el silenciador, se determind mediante ensayos de “footprint” in vitro, la proteccion de tres
secuencias, es decir regiones de interaccion proteina-ADN, a las cuales se les nombrd SF1, SF2 v SF3
(SF= “Silencing Factor™), y las cudles corresponden a factores todavia desconocidos. Al hacer un
footprint del fragmento de 120 bp y competencias con oligonucleétidos frios con sitios de union a
diferentes factores eritroides, se determind que existen 3 factores involucrados en fa unién a esa zona:
GATA-1, EKLF y NF-E2 ademas de los 3 sitios de unidn a GATA-1. A partir de estos datos sc
propuso que en el fragmento de ADN de 120 bp podria estar formandose un complejo multipeptidico
que pudiera contribuir a la actividad del enhancer. Hasta la fecha se desconoce el mecanismo de accion
de este enhancer v el papel que tienen las diversas proteinas que se asocian a &l.

En un esfuerzo por entender como se llevan a cabo los procesos de regulacion, mediados por el
enhancer a-globina de pollo, en este proyecto lo que se pretende es entender la funcidn de este
elemento y su contribucion a la transcripcidn en distintas etapas del desarrollo eritroide. estudiando que
factores se encuentran asociados al enhancer en cada estadio y ademas como contribuyve el fragmento

de 120 bp a la actividad del enhancer.

Discusion de Resultados

En este trabajo hemos demostrado que el fragmento de ADN de 120 bp encontrado por analisis de
homologia entre las secuencias de ADN del extremo 3" del dominio entre pato v pollo. es parte integral
del enhancer, y se comporta como un modulador de la actividad del mismo, dependiendo del estadio de

diferenciacion eritroide.

Los factores Spl y YY1
Se encontrd la presencia de dos nuevos factores , el factor Spl en el core (Fig. 5C y 8F) yel

factor YY1 (*Ying Yang 1) en el fragmento de 120 bp (Fig. 8). El factor Sp1 es un tactor ubicuo y al
parecer esta jugando un papel importante en estadios tardios de la diferenciacion eritroide en donde los
genes globina se encuentran activos. Recientemente se ha descrito que existen interacciones entre el
factor GATA-1 y los factores EKLF y Sp1. estas interacctones cooperan para llevar a cabo la actividad
de elementos reguladores de la transcripcion eritroide. El factor YY1 €3 un factor nuclear el cual puede
actuar como co-activador o como co-represor, dependiendo del contexto en el que se encuentre. La

participacion de este factor parece ser, al igual que la de Spl dependiente del estadio de diferenciacion
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eritroide. Este factor podrfa actuar como co-represor en estadios de diferenciacion tempranos, aunque
se encontrd la presencia de este factor como parte del complejo de unidn al fragmento de ADN de 120
bp tanto en células 6C2 cémo en RBC, sin embargo, los resultados son consistentes ya que al parecer la
presencia de YY1 es mas abundante en el complejo formado con extractos de células 6C2 (Fig. 8).

Un dato interesante es que los niveles de YY1 se mantienen constantes durante la diferenciacion
eritroide (demostrado agaui por Western-Blot), esto apoya un modelo en el cual ta regulacion no esta
siendo llevada a cabo por medio de la concentracion del factor, y en el cual los niveles de la proteina no
varian, asi que se sugieren dos modelos: uno de competencia por el sitio de union, en el que se propone
que los factores YY1 y GATA-1 estan compitiendo por el sitio de unién al fragmento de ADN de 120
bp, lo cual esta apayado por los ensayos de frans-activacion en los que se demuestra que al sobre-
expresar el factor GATA-1 en el contexto del enhancer completo, core -+ 120 bp, suben los niveles de
expresion del gen reportero, sin embargo estos niveles no se comparan con la trans-activacion
utilizando tnicamente al “core” del enhancer; esto podria explicarse por el segundo modelo (Fig. 7). El
segundo modelo involucra modificaciones post-traduccionales de los factores, ya que estos (YY| y
GATA-1) sufren modificaciones post-traduccionales como la acetilacion y la desacetilacion por parte

de HAT’s y HDAC's y es posible que estas modificaciones tengan un efecto sobre la afinidad de estas

proteinas por sus secuencias blanco.

Los factores EKLF y NF-E2
Al estudiar la participacién de los factores que se unen al enhancer completo en ur contexto

cromatinico. es decir integrado al genoma de la célula, se ha determinado que el factor NF-E2 juega un
papel mayoritario (Fig. 3), ya que su delecién afecta de manera importante la actividad del gen
reportero. Este factor es capaz de interaccionar con la acetil-transferasa de histonas CBP, y
probablemente tenga un papel preponderanie en las modificaciones de cromatina y quizas tambicn al
modificar post-traduccionalmente a los otros factores involucrados, ya que, por ejemplo, YY1 puede
ser acetilado por CBP.

El factor EKLF es capaz de reclutar actividades remodeladoras de la cromatina, se sabe que es
capaz de reclutar al complejo de remodelaje SWI/SNF y ademas es capaz de interaccionar con el factor
GATA-1, aunque en el contexto del este enhancer no se ha determinado si se reclutan estas actividades

ni si este factor esta interaccionando con GATA-1.
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El factor GATA-1
Este factor es un regulador maestro de {a diferenciacion eritroide. este factor es capaz de ejercer varias

funciones, se sabe que GATA-| puede interaccionar con EKLF y Spl, y que estas interacciones
cooperan para la actividad de varios elementos de regulacion eritroide. Ademas este factor puede
reclutar actividades de acetil-transferasas de histonas (como por ejemplo a CBP) asi que se ha
propuesto que participa en funciones remodeladoras de la cromatina.

Se ha determinado que la concentracién de esta proteina en células eritroides no se mantiene
constante a lo largo de la diferenciacion eritroide, de hecho se sabe que los niveles de esta proteina
disminuyen en etapas tardias de diferenciacion y datos en la literatura indican que una proteina
homéloga a GATA-1, llamada GATA-2 es preponderante en los estadios de diferenciacion primitivos y
esto nos permite proponer que quizas es este factor GATA-2 el que tiene un papel importante en el

enhancer en los pre-eritroblastos y eritroblastos de poilo.

En conclusion en este estudio se ha profundizado en el entendimiento de la actividad funcional
y de la contribucion de estos factores a la actividad neta del enhancer; ademas hemos encontrado datos
interesantes acerca de los factores que se encuentran unidos a esta zona a lo largo de la diferenciacion
eritroide, muchos de ellos pueden actuar como co-activadores o como co-represores, se ha determinado
que el factor NF-E2 es un componente importante del enhancer y que tiene un papel en el contexto
cromatinico. Todos estos datos nos dan una nueva vision acerca de la organizacion del enhancer a-
globina de pollo y nos ha permitido proponer nuevos modelos a estudiar para explicar su modo de

accion sobre los genes a-globina de pollo.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este articulo nos permiten proponer una serie de experimentos con la
finalidad de entender las interacciones a nivel molecular de los diferentes factores involucrados en el
enhancer a-globina de pollo y que nos ayudaran a entender la contribucion individual de fos mismos

durante las distintas etapas de diferenciacion eritroide para la regulacion de los genes del dominio.
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Para este fin se propone clonar el ADNc del factor YY1 de pollo, la clonacion permitira
producir cantidades suficientes de la proteina, las cuales podrian utilizarse para generar anticuerpos
especificos contra este factor y realizar ensayos de coinmunoprecipitacion. Ademas el contar con el
¢DNA de YY1 permitiria realizar experimentos de frans-activacion o trans-represion que ayudarian a
comprobar o refutar alguno de los modelos propuestos.

Siguiendo con la linea de saber las interacciones especificas entre los factores actualmente nos
encontramos generando anticuerpos contra las regiones amino y carboxilo terminales del factor GATA-
1, expresando estos extremos en el sistema de baculovirus en colaboracion con el grupo del Dr. Luis
Vaca. Este sistema permite obtener gfandes cantidades de proteina, la cual se utilizara para hacer
ensayos de co-inmunoprecipitacion, la ventaja de hacer los anticuerpos contra los extremos amino y
carboxilo terminales, es que seriamos capaces de discernir las interacciones que ocurren en €stos

diferentes dominios de la proteina. y cuales son importantes para la unién con los diversos factores.

Cémo parte de las perspectivas a futuro en otro proyecto realizado en el laboratorio por el
Quimico Martin Escamilla se esta estudiando la estructura de la cromatina del enhancer y del
silenciador en los estadios de diferenciacion eritroide, por experimentos de accesibilidad a la nucleasa
micrococal. En estos experimentos se ha observado que existe un remodelaje en la zona del enhancer.
se propone hacer un vector de RNA de interferencia (RNAI) contra el factor GATA-1, hacer
transfecciones con el RNAI de las células en los estadios de diferenciacion eritroides. esperando
observar un cambio en el patrén nucleosomal. Esto apoyaria o descartaria que el factor GATA-] tenga
un papel preponderante en el reclutamiento de actividades remodeladoras de la cromatina. En este
proyecto también se ha propuesto estudiar las modificaciones de las histonas en la zona del enhancer.

En base a los daios de la literatura que indican que acetiltransferasas de histonas especificas
estan actuando en conjunto con los factores encontrados y con los datos de las moditicaciones post-
traduccionales de las histonas, se podra inferir cuales acetil-transferasas de histonas ( como CBP) o
desacetilasas de histonas { como HDAC1) estan realizando estas modificaciones, y con anticuepos

especificos se corroborard su presencia o ausencia a lo largo de la diferenciacion.
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The chicken o-globin enhancer

SUMMARY

Studying differential regulation of globin genes provides endless information about
developmental gene expression and chromatin structure. We have previously identified
contiguous silencer-enhancer elements located at the 3’ of the chicken o-globin domain. To better
characterize these control elements, we decided to perform a systematic functional analysis and
re-define the ubiquitous and stage-specific transcriptional regulators that interacting at this
region, In contrast with previous reports, we found that the enhancer is composed of the core
element that includes three GATA-1 binding sites and a 120 base pair DNA fragment where an
EKLF, NF-E2 and a fourth GATA-1 factor interact. At this 120 base pair region we found the
interaction of Ying Yang 1, and we suggest that its contribution to the enhancer activity is based
on differential chromatin modifications at distinct erythroid stages. Functional experiments show
that the enhancer activity over the adult o premoter is differentially dependent on the erythroid
differentiation state. Our observations show that the originally defined enhancer possesses a
more complex composition and includes the set of nuclear factors that is found in other globin

regulatory elements, like locus controls regions, that seems to modulate enhancer activity.
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INTRODUCTION

Eukaryotic gene expression requires a perfect coordination between tissue- and stage-specific
regulatory factors in the nuclear and chromatin structural environments. Long distance regulatory
clements have been an attractive research topic over the years, In particular, the c.- and B-globin group
of genes and their regulatory clements, including enhancers, silencers, locus control regions (LCRs)
and insulators, have been studied (1-5). The interest in the study of gene families is based on
differential gene expression with physicochemical properties specific to each developmental stage (2).

Locus control regions and enhancers are thought to regulate gene expression following two
basic models: The binary and the progressive models (6). The binary model, also known as the “on or
off” model, predicts that enhancers are responsible for increasing the probability of gene transcription
without varying the transcription level of individual cells. In contrast, in the progressive model
enhancers increase the rate of transcription in all cells. In any case, at the present time both models are
supported by experimental evidence. Some particular features of enhancers are their capacity to act
over long distances, with a modular organization and independently of their location. Less is known
about enhancer influence on chromatin structure. What seems to be true is that an active enhancer is
found in an open chromatin configuration probably attributed to the binding of nuclear factors and their
associated chromatin remodeling activities (7-9). Recently, two new experimental strategies
demonstrated that the LCR mechanism is based on chromatin loop formation with multiple physical
contacts in close proximity between individual promoters and the DNase I hypersensitive sites that are
located at long range (10, L1).

As in the human and mouse o-globin loci, the chicken @-globin domain is located in a
constitutive open chromatin configuration (2). Such lack of domain shielding, like that seen in the

chicken B-globin domain, particularly by specialized chromatin structures like insulators, may probably
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require tighter control for developmental regulation of gene expression (3, 5). Based on such a
prediction, we decided to further characterize the 3’ silencer-enhancer elements (Fig. 1). In this work
we are particularly interested in functionally characterization of the 3’ chicken o-globin enhancer
during distinct erythroid differentiation stages.

Previous work has identified silencer-enhancer elements in the 3’ of the chicken o-globin locus,
around 450 base pair (bp) downstream of the adult a* globin gene (12, 13). Knezetic and Felsenfeld
identified three GATA family binding sites, as sufficient for the enhancer activity (12). Alignment of
duck and chicken homologous sequences enabled us to also identify a highly conserved 120 bp DNA
fragment with binding sequences for Sp1 family, NF-E2 a small Maf family member and GATA family
(Fig. 1; 13, 14). With the aim of further characterizing this region, we decided to address two main
questions. The first is to determine the contribution of the 120 bp DNA fragment to the full enhancer
activity, and the second is to determine which nuclear factors are involved in the enhancer function
during distinct erythroid differentiation stages. Using the chicken a” globin promoter we were able to
demonstrate that the 120 bp DNA fragment constitutes an integral component of the enhancer.
Interestingly, by itself the 120 bp fragment does not possess any enhancer activity, and when MARE
and GATA sites are mutated in the context of the entire enhancer, the activity reduced around 50% in
transient transfection assay. In contrast, NF-E2 site mutation in stably integrated environment is
sufficient to decrease approximately 50% of the enhancer function, consistent with the suggested
contribution of NF-E2 to gene activation, locus relocation and protection against position effects (15,
16). Additionally, we identify a novel interaction of the Ying Yang 1 (YY1) nuclear factor in the
proximity of the fourth GATA-1 sequence. We propose that YY1 is able to modulate the chicken a-

globin 3° enhancer activity probably by changing chromatin structure.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell culture and transfections- The 6C2 cell line corresponds to an avian erythroblastosis transformed
chicken bone marrow cell line arrested at the CFU-E stage and considered to be pre-erythroblast (17,
18). 6C2 cells were grown in minimal essential medium (0t-MEM; GIBCO) supplemented with 10%
fetal calf serum, 2% chicken serum, 1 mM HEPES pH 7.2 and 50 uM 2-mercaptoethanol. The avian
erythroblastosis virus-transformed and temperature-sensitive chicken erythroblast cell line LSCCHD3
(HD3) was grown at 37°C in DMEM medium (GIBCO) supplemented with 8% fetal calf serum, 2%

chicken serum and antibiotics (17, 18).

Transient and stable transfections- Ten-day-old chicken embryonic erythrocyte transient transfections
were performed essentially as described previously (19-21). Typically, 6 pug of the pCa3’ derived
plasmids and 6 ug of pTk-Pgal were co-transfected. 10® cells were electroporated in a 0.4 mm cuvette
under the following conditions: 500 pFa, 450 Volts using the BioRad GenePulser 11 apparatus,
Transfected cells were cultured with 1.4 ml of complete L-15 medium at 37°C for 24-48 hrs. CAT
activity assays were performed as described (21) and the B-galactosidase activity for normalization was
obtained using a B-galactosidase kit (Promega). Dual luciferase assay transfections and measurements
were carried out as indicated by the manufacturer (Promega) in a TD-20/20 Turner BioSystems

luminometer.
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Plasmid constructs- DNA sub-fragments contained in the genomic BamHI-BamH] restriction sites (13)
were PCR amplified from 10-day-old embryonic erythrocytes using genomic DNA previously
fractionated by EcoRI enzymatic digestion, with the following primers: ASIL1, 5-CGCGGA
TCCCATGCACTCCTTACCCCATG-3' ; ASIL2, SCGCGGATCCCAGCACAGCTTCACCC
TGCG:; AE1,CGCGGATCCGCGCAGGGTGAAGCTGTGCTG-3' ; A120P4, SCGCGGAT
CCGACCGTGGTAACCCCAGGCCG-3' ; A120P3, SCGCGGATCCGACGTGGGCAGCAGATA
GCCTCG-3' ; EE2, SCGCGGATCCGAGGCTATCTGCTGCCCACG-3' ; A7, SCGCGGAT
CCTGCAGCAGGTTGAGCAG-3' . All synthetic oligonucleotides contain BamHI restriction site.
DNA binding motif mutation on the EKLF, NF-E2, the fourth GATA-1 and the double mutant NF-
E2/GATA-1 sites were generated in the context of the full enhancer, i.¢., including the original three
GATA-1 binding sites (12, 13). The two step PCR overlapping method was used to generate two and
three base pair changes using the following primers (with their corresponding complementary strands):
MABekIf02, 5-GCAGATAGCCTCGHUTIGGTAAAACCTGC-3' ; MABnfe02, SCCTGCCAGG
TGCTagGTAACTGCAGTCTG-3' and MABgata02, SGATCCTGCCAGGTaagTTCATGC
AGAGATC-3' . Fothe double mutant NF-E2/GATA-1 sites, the E4-AGATA-1 construct was used as a
PCR template. All the mutated DNA fragments were directly cloned in the pCATOLD reporter vector
(22) and the DNA was sequenced using the primer GGGGAGGTGTGGGAGGTTT. For the series of
experiments where we used the dual-luciferase reporter system (Promega), we generated the pGOtD
vector by cloning the o globin promoter into the Bg/II site of the pGL3-basic poly-linker (Promega).
All the DNA sub-fragments to be tested were sub-cloned into the BamHI site downstream of the firefly

reporter gene.
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Electrophoretic Mobility Shift Analysis- Synthetic oligonucleotides were radioactively labeled with
[v->*P]dATP, annealed and acrylamide gel purified. Double-stranded oligonucleotides were prepared
by annealing of the reverse strand. Mixtures of two complementary strands were first heated for 10
minutes at 90°C and then incubated at room temperature for 10 minutes in 2X annealing buffer (20 mM
Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). For binding reactions 0.5 pmol (20,000 cpm each) of
radiolabeled oligonucleotide were incubated with 20 g of different nuclear extracts in 2X GS buffer
(40 mM HEPES pH 7.9, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10% glycerol, plus 1 g of poly d1-dC as a non-
specific competitor and I mM DTT) in a 20 p! final volume for 15 min on ice and then 15 min at room
temperature. Competitions were carried out with 20 to 40 pmol of cold oligonucleotides; incubation
with competitors was carried out before adding the labeled oligonucleotide, for 30 min on ice and 30
min at room temperature. Samples were then analyzed on a 5 or 6% polyacrylamide gel. After
electrophoresis, gels were dried and exposed to X-ray film. For supershift reactions, anti-YY1
polyclonal antibody (H-414; Santa Cruz Biotechnology) was preincubated with nuclear extracts
overnight with agitation at 4°C. The following oligonucleotides (all purified by polyacrylamide gel
electrophoresis) were used in different mobility shift experiments (in all cases only one of the
complementary chains is shown): A1G (fourth GATA-1), 5-CGCGGATCCTGCCAGGTATCTT
CATGCAGAGATG-3' ; AYYIAAYY), 5'-GATTGCCAGGTATCTTtcgGCAGAGATG-3" ; YY1A
(YY1 consensus), 5'-CGCTCCGCGGCCATCTTGGCGGCTGGT-3"' (23); Splcu (Spl consensus), 5'
ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3' (24, 25); Spla, SCAGCAGCAGGGCCTGGGATGGC

CATAG-3" ; Splb, SCCAGCTCACGGGTGTGGTGAGGGGAC-3' .

In vitro DNase I footprinting- Two DNA fragments were analyzed: a 282 bp fragment including the

full enhancer and a 154 bp fragment including the >120 bp DNA fragment (Fig. 1) were generated by
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Hinpl-Hinfl and Alul-Hinf1 restriction enzyme digestions, respectively. Both DNA sub-fragments were

end-labelled with [0-**P]dATP using Klenow polymerase 1. Labelled probes were incubated for 10 min

on ice with | pg of poly(dl-dC) (Pharmacia) as a non-specific competitor, and increasing
concentrations of nuclear extracts. DNase 1 dilution mixture was added (to the naked DNA) for 90
seconds to 3 min (in the presence of nuclear extracts) to the sample on ice. The reaction was stopped
with 50 ul of STOP buffer (100 mM Tris-HCL pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl and 0.1% SDS).
DNA samples were incubated with proteinase K and RNase and phenol/chloroform extracted three
times. The DNA pellets were resuspended in formamide-dye, heated to 90°C for 3 min, and loaded
onto an 8% polyacrylamide-0M Urea sequencing gel. Gels were dried and exposed to an X-ray film at
~70°C for 24-48 hrs. The oligonucleotides used for competition are: NF-E2, 5’-CTAGTGATGA

GTCAGCCGGATC-3"(26) and GATA -1, 5’-CACGCGGATAAGATAAGGCCGGGCT-3’ (27).

Western blot- Cells were harvested with lysis buffer containing 20 mM HEPES pH 7.9, 400 mM KCI,
20% glycerol, 2 mM DTT, plus protease inhibitors; freeze-thawed two times, and proteins were
quantified by the Bradford assay (BioRad). One hundred pg of protein extracts were scparated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and the resolved proteins were transferred to PYDF
membranes (Pharmacia). Membranes were blocked with 5% non-fat milk for 2 hours and then
incubated with rabbit polyclonal YY1 (H-414) antibody (Santa Cruz Biotechnology) for different time
intervals (2 hours to overnight) at 4°C. After washing, the blots were incubated for 1 h with an
appropriate secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology), developed by a chemiluminiscent kit

(PIERCE), washed and exposed to X-ray film (Kodak-Bio-Max). -




The chicken a-globin enhancer

Chromatin Immunoprecipitation- The ChIP assay was performed as described by Farnham and
collaborators (28) with slight modifications. After formaldehyde crosslinking and sonication, chromatin
corresponding to 2x10" cells was incubated overnight at 4°C with a secondary antibody, goat anti
mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology) as a negative control and 10 pg of anti-GATA-1 (H-200), anti-
Spl (PEP2) and anti-YY1 (H-414) (Santa Cruz Biotechnology). Next day, 20 ul of protein A/G plus
agarose (Santa Cruz Biotechnology) was added per reaction and incubated for 5 hours at 4°C. The
mixture was centrifuged and the supernatant was saved as the UNBOUND fraction. The
immunoprecipitated fraction was washed as in the original protocol (28). 0.5 pg of RNase A was added
to each sample followed by a 30 min incubation at 37°C, then samples were incubated at 67°C
overnight to reverse formaldehyde crosslinking, samples were precipitated by adding 2 volumes of
100% ethanol and incubated overnight at —20°C. The next day sampies were centrifuged at 4°C,
dissolved in TE buffer containing 60 g of proteinase K (Sigma), and incubated at 45°C for 2 hr. DNA
was extracted twice with phenol:chloroform and once with chloroform, then samples were precipitated
by adding 1/10 vol. of 5 M NaCl, 20 pg of glycogen and 3 volumes of 100% ethanol. The DNA was
dissolved in 40 1 of deionized water. Radioactive PCR reactions were then performed. Two pairs of
oligonucleotides were designed. The first one amplifies a 169 bp DNA fragment of the chicken o-
globin 3"-side enhancer containing the 120 bp element, and the oligonucleotide sequences were as
follows: A120P3, 5-GACGTGGGCAGCAGATAGCCTCG-3' and A120P4, SGCCGGACCC
CAATGGTGCCAG-3' . The second pair of oligonucleotides, used as control, amplifies a 301 bp
sequence containing a portion of the chicken p-globin enhancer (110-558 bp after the poly-A signal of

the B* gene; 19): 0026 5’-CTGGGTGGGGGCAGGT-3’, 0027 5° -CTGCTTTTGCTGCCCTGTG-3".
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Polymerase chain reactions were performed at an annealing temperature of 56.3°C for 20 cycles, run on
a 6% polyacrylamide gel at 150 Volts in 0.5X TBE. Gels were dried and exposed to an x-ray film

(Kodaz Bio-Max) for 24 to 72 hours and developed.
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RESULTS

We have previously identified silencer-enhancer elements located around 450 bp downstream of
the adult «* gene at the 3°-side of the chicken -globin domain (Fig. 1; 13). By sequence alignment
between the duck and chicken, we also identified a 120 bp DNA fragment with putative DNA binding
sites for erythroid factors (13, 29). Further characterization identified a large footprint over 60 bp
including EKLF, NF-E2 and a fourth GATA-1 binding sites (Fig. 5; 13, 29). Our original series of
functional assays were carried out with the SV40 promoter driving the expression of the CAT reporter
gene (13). We have recently noticed that SV40 promoter-enhancer control elements are not efficiently
functional in erythroid-cells (21). Therefore we changed the strategy for studying the silencer-enhancer

in different erythroid ditferentiation stages.

Transient and stable transfections of the silencer-enhancer in the 6C2 pre-erythroblast cell line- The
effect of these regulatory elements was first analyzed in the virally transformed chicken erythroid 6C2
cell line that is arrested at the colony forming unit erythrocytes stage (CFU-E; 30, 31). Instead of the
SV40 control elements used before, we now used the chicken adult o”-promoter driving the expression
of the CAT reporter gene in order to test the function of the silencer-enhancer elements (Fig. 24;
construct 1). The silencer-enhancer was tested in different combinations in transient transfections using
6C2 cells, and no significant activity in any construct was observed (Fig. 2A). We consider two
possibilities to explain these results. The first one could come from low transfection efficiencies and

the second from a real lack of activity of the promoter and the silencer-enhancer in any combination in
this pre-erythroblast cell line. To address each possibility we first transfected the pGEaD and
pGEODE4 plasmids corresponding to the & promoter alone and the a promoter in the presence of the

entire enhancer (E4), respectively, directing the expression of the green fluorescent protein followed by
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evaluation of transfection efficiencies by fluorescence cytometry (FACS) and using the viral CMV
promoter-enhancer as a positive control (data not shown). We clearly conclude that the lack of activity
is not due to the transfection efficiency since we reach high levels of GFP expression using the
pGCMV plasmid. To confirm our observations we asked whether in chromatin environment with the
same set of constructs will give a different result in 6C2 cells (Fig. 2B). Cells were transfected with the
pGEaD plasmid carrying the neomycin resistance cassette (Neo'). After selection, stable pools were
split in three and the results of CAT activities are shown in figure 2B. Consistent with our previous
data from transient transfection experiments we found that the o promoter and the 3’ control elements
are not functional in this cell line. Previously our group has shown that endogenous globin genes are
expressed at basal levels in 6C2 cells (31; Guerrero and Recillas-Targa, unpublished observations).
Interestingly, in the case of the chicken adult B* promoter and the B/e enhancer there is considerable
transcription activation of a reporter gene suggesting that the pools of transcription factors are not
limiting in this case (32). In summary, in a pre-erythroblast transformed cell line the o promoter alone
and the 3’ silencer -enhancer are not active, consistent with the fact that chicken o-globin genes are

expressed at low levels in 6C2 cells.

Transient and stable transfections of the 3'-side a-globin enhancer in HD3 cells- To test the enhancer
activity in more matured stage we transfected the same constructs into the HD3 avian transformed cell
line that corresponds to the erythroblast stage (18). For these experiments we used luciferase assay
which is more sensitive that the CAT assay. We observe only a modest increase in luciferase activity
for the core and the entire enhancer, latter of which also contains the 120 pb DNA fragment, compared
to the promoter alone (Fig. 34; constructs 1, 2 and 3). When the 120 bp DNA fragment is tested alone

there is even a reduction in the reporter activity (Fig. 3A; compare constructs 1 and 4). We decided to
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include in our study the silencer and the silencer-enhancer with the 120 bp DNA fragment and we
confirm our previously observations showing that the 360 bp DNA elements 5' to the enhancer

correspond to a silencer element (Fig. 34, constructs 5 and 6; 13, 29).

To further investigate the enhancer function in a chromatin context, stable cell lines were
generated and individual clones isolated in a semisolid agar and monitored green fluorescent gene
expression by FACS. Interestingly, we found that the highest intensities of fluorescence are obtained
with the promoter and the core enhancer containing the three GATA-1 sites (Fig. 35, a’E). In contrast,
lower and homogeneous GFP expression was found when the EKLF and the fourth GATA-1 binding
sites are mutated in the context of the entire enhancer (Fig. 3B; a"EAEKLF and a”’EAGATA-1).
However, when mutation of the NF-E2 site is tested we observed the greatest loss in gene expression
shown by a decrease in fluorescence intensity (Fig. 3B, a"EANF-E2).

These results demonstrate that the silencer and enhancer elements are functional in HD3 cells,
and the 120 bp DNA fragment is not able to activate reporter expression. We have also found that
deletion of the NF-E2 binding site in the context of the entire enhancer is responsible for a sigmficant
decrease in reporter activation, supporting the contribution of NF-E2 to the enhancer activity and

suggesting a possible role in chromatin remodeling.

Transieni transfections in 10-day-old chicken embryonic erythrocytes and enhancer blocking assays-
The same constructs tested above were then transiently transfected in chicken 10-day-old embryonic
erythrocytes (RBC). For the circular plasmids we observed a robust activation by the core enhancer

composed of three GATA-1 binding sites (Fig. 4; constructs 1 and 2; 12-14). These results support the
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idea that the 3’ chicken o-globin enhancer is not only composed of the core three GATA-1 sites as
previously defined, but in addition requires the 120 bp and their associated nuclear factors (12).

In addition, we asked if the silencer could act as an enhancer blocking element on linearized
plasmids (Fig. 1; 21). For the enhancer blocking assay we placed the silencer between the o promoter
and the enhancer (Fig. 4; construct 5}, and also located the enhancer between the a” promoter and the
silencer (Fig. 4; construct 6). These two constructs were linearized to test the positional enhancer
blocking activity of the silencer element (21). The enhancer blocking assay shows that the silencer
reduced enhancer activity 4.7-fold regardless of the position (Fig.4; constructs 5 and 6). Since there is
no difference in activity between two constructs, this suggests that the silencer has no insulating
activity.

In summary, our results argue in favor of the presence of two regulatory elements, one positive
and the other negative side by side, where the enhancer activity is regulated during the course of

distinct erythroid differentiation stages.

DNA -protein interactions in the 120 bp DNA fragment- Previous results demonstrated the interaction of
the erythroid specific GATA-1 factor with three DNA consensus sequences at the core enhancer (Fig.
5; 12, 29). As mentioned before and based on our sequence alignment, we were able to define a highly
conserved 120 bp DNA sequence immediately downstream of the core enhancer (Fig. 54; 13, 14). We
also demonstrated, using nuclear extracts from HD3 cells and terminally differentiated erythrocytes
from adult chicken, the appearance of a large footprint covering around 60 bp, coincident with the
presence of an EKLF, NF-E2 and a fourth GATA-1 consensus binding site (Fig. 54, 13, 14, 29). We
have obtained the first overview of the entire enhancer that includes the core element and the 120 bp
DNA fragment (Fig. 5A). We observed a large protected area covering around 250 bp which includes

three GATA-1 sites and the 120 pb DNA fragment (Fig. 5B). This is the first time in which the
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complete enhancer is analyzed in terms of which potential nuclear factors are involved. In addition, a
large complex appears to be formed at the 120 bp DNA fragment that includes Spl family, GATA
family binding sites and MARE (Fig. 5B, D). Thus, the core enhancer is not only composed of GATA-
1 binding sites as previously suggested, but also of other erythroid and non-erythroid factors (Fig. 54,
C: 12). In addition, there are Spl/EKLF interactions between the GATA-1 sites and a large complex
formed by the binding of EKLF, NF-E2 and a fourth GATA-1 site in the 120 bp DNA fragment (Fig.
SA).

We further characterized the 120 bp DNA fragment with sequence specific competitions. Using
HD3 nuclear extracts we carried out an in vitro DNase 1 footprinting experiment with 100-fold and
250-fold molar excess of DNA fragments containing NF-E2 and GATA-1 consensus sequences (Fig.
5D; 26, 27). We confirm our previous results showing a large protected area of 60 bp and in addition
we discover a prominent DNase I hypersensitive site downstream of the protected area (Fig. 5D; lanes
3-5 and arrow). When the same reaction is then done with increased concentrations of cold NF-E2
sequence competitor, we observe the reappearance of specific bands that match exactly with the NF-E2
sequence in the 120 bp DNA fragment (Fig. 5D; lines 6 and 7). Interestingly, for NF-E2 competition
the DNase 1 hypersensitive site disappears. Our interpretation of these results is that, there are multiple
DNA-protein interactions including co-factor interactions responsible for the formation of a large
complex in the 120 bp DNA fragment. Such interactions could induce changes in DNA conformation,
creating DNase I hypersensitive site a few base pairs downstream (Fig. 5D). Such a site is lost when the
NF-E2 sequence is missing, suggesting that this factor may be playing a role in anchoring other
interactions, conclusions which are further supported by our mutational studies (Fig. 5D; compare lanes
3-5 and 6-7). In examining competition with the GATA-1 site of the chicken adult B*-globin gene

promoter, we found that with a 100-fold excess of competitor we observed 60 bp footprint but when
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this was further increased to 250-fold the majority of the bands including GATA-1 site reappeared (Fig.
5D, lanes 10-11). These results not only confirm the interaction of the GATA-1 factor, but in addition
suggest that its binding is also critical for the complex formation, even though there is no loss of the
downstream DNase [ hypersensitive site.

In summary, the 3’ chicken o-globin enhancer is not only restricted to the core enhancer and
three GATA-1 binding sites, but in addition its architecture is complemented with other well known
erythroid-specific partners. Interestingly, there is an exact match between the number and factors
interacting with the human o-globin —40HS upstream regulatory element and the 3’-side chicken o

globin enhancer (see discussion; 33).

Mutational analysis of the DNA-binding sites of the 120 bp DNA fragment- To better estimate the
contribution of the 120 bp DNA fragment to the overall enhancer activity, we designed point mutations
of the following individual sites: EKLF, NF-E2, GATA-1 of the 120 bp DNA fragment and a double
mutant NF-E2/GATA-1 (Fig. 6; 14). Such mutations were tested in the context of the entire enhancer,
i.e., the core element and the 120 bp DNA fragment (Fig. 54, 6). In addition, we carried out a
comparative study by transiently transfecting the constructs in HD3 cells and chicken 10-day-old
embryonic erythrocytes. As we have already shown, the full enhancer action is reached in the presence
of the core and the 120 bp DNA fragment (Fig. 6A, B; constructs 2 and 3). In both scenarios the 120 bp
DNA fragment alone does not have any significant activity even though EKLF, NF-E2 and GATA-1
nuclear factors interact with this sequence (Fig. 6A, B; constructs 4). Indeed, our results strongly
support the idea that the 120 bp DNA fragment is part of the enhancer, and we suggest that it could
modulate its activity in distinct differentiation conditions (see below). In any case, the in vitro

footprinting results suggest that multiple nuclear factor interactions with accentuated interaction in
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erythrocytes when globin genes are actively transcribed compared to primitive or terminally
differentiated erythroid cells (Fig. 64, B; 13). One of the most relevant observations from this series of
experiments is the drastic difference in reporter activity levels of the transiently transfected plasmids
between HD3 cells when compared to 10-day-old embryonic chicken erythrocytes. In RBC the overall
activity is significantly higher, suggesting that the a” promoter and the 3' enhancer coupling is
probably optimal in RBC. This confirms that the capacity of the enhancer is differentially regulated in
distinct erythroid differentiation stages.

We found a slight decrease in activation levels in transient transfections in HD3 cells for when
NE-E2 and GATA-1 sites were mutated (Fig. 64; constructs 6 and 7). Surprisingly, this pattern is not
maintained in 10-day-old embryonic erythrocytes when the EKLF, NF-E2 and the GATA-1 sites were
mutated (Fig. 6B; constructs 5, 6 and 7). The most dramatic loss of enhancer activity is seen for the NF-
E2/GATA-1 double mutant in RBC, which looses around 50% of the activity (Fig. 6B; construct 8).
These results are consistent with the suggested relevance of the NF-E2 and the fourth GATA-1 sites,
and also support the contribution of the 120 bp DNA fragment to the enhancer activity. However, they
are not in total agreement with the HD3 stable lines where the NF-E2 mutation is the only one that
affects significantly enhancer activity (see Fig. 3B). This may seems to be a clear example of the
relevance of the chromatin context and supports the notion that NF-E2 is critical for the chicken @-
globin enhancer, and that its activity is intimately associated with the chromatin context or even its

nuclear and sub-nuclear location (see discussion; 15, 16).

Trans-activation of the 3’ a-globin enhancer in 6C2 cells by GATA-1 ¢cDNA - It has been previously

demonstrated that the transcription level and protein level of GATA-1 is elevated in the early stages of

erythroid differentiation, and decreases drastically when red cells are terminally differentiated (34).
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Based on such background and the contribution of the 120 bp DNA fragment to the overall enhancer
activity, we decided to test the capacity of the chicken GATA-1 cDNA to trans-activate the non-active
enhancer-promoter in 6C2 cells with the core enhancer (E) and the entire enhancer (E+120). As
expected, increased concentrations of chicken GATA-1 cDNA are able to stimulate reporter activity
(Fig. 7). Interestingly, a clear difference in the frans-activation capacity of GATA-1 is observed
between the core enhancer, composed of three GATA-1 binding sites (aD E) and the full enhancer
(a”E+120) formed by the core enhancer with the 120 bp DNA fragment. Higher reporter activity is
reached when the core enhancer is present in the construct. In contrast, when the full enhancer is tested
there is just partial trans-activation. Interestingly, the presence of only the 120 bp DNA fragment is
sufficient to abate enhancer activity in half (Fig. 7; compare o”E to o.”E+120 and Fig. 24; constructs 1
and 3). We interpret this result from the perspective of the 120 bp element where we have seen the
binding of additional transcription factors including a fourth GATA-1 and a novel YY1 interaction (sce
below). Hence, the 120 bp DNA sequence seems to contain regulatory components that can modulate

the activity of the enhancer in distinct erythroid differentiation stages.

The Ying Yang 1 factor interacts with the 120 bp DNA fragment of the enhancer- Previous observations
in terminally differentiated erythroblasts showed two retarded complexes when the GATA-1 site is

used in the 120 bp DNA fragment as a probe in a gel shift assay (29; Fig. 84). These data suggest the
interaction of an additional factor in close proximity or overlapping the GATA-1 motif in the 120 bp
DNA fragment (Fig. 5A). In the present study we decided to use pre-erythroblast 6C2 cells, where the
globin genes are not expressed, as a source of nuclear factors (30, 31). With the fourth GATA-1
sequence as a probe we found two retarded complexes, confirming the binding of GATA-1 and a

second nuclear factor (Fig. 8A). Detailed sequence analysis revealed the presence of the TCATG motif
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adjacent to the fourth GATA-1 site in the 120 bp DNA fragment (Fig. 8B). Further characterization
showed that the TCAT sequence that was previously identified in the human ¢ silencer interacts with
the multifunctional Ying Yang I factor adjacent to a GATA-1 binding site (35, 36}. In addition, a more
recent report defines the same TCAT motif as an YY1 binding site in the murine beta interteron
promoter with activation and repressive effects on transcription (37). All of this evidence prompted us
to ask if YY1 could interact with the 120 bp DNA fragment, in proximity to the fourth GATA-1
binding site. We then carried out a gel shift assay using RBC nuclear extracts with the fourth GATA-1
sequence as a probe (Fig. 88). We include in this experiment probes with the GATA-1 site mutated, a
YY1 consensus sequence, the fourth GATA sequence with the putative YY1 site mutated, and the
double mutant for the fourth GATA-1 and YY1 sequences (Fig. 8B). When the mutation of the GATA-
1 sequence (AGATA-1) is used as a probe, we observe less GATA-1 bound and the appearance of an
additional slow migrating complex (Fig. 8B, lane 6). To demonstrate the presence of YY1 in RBC
nuclear extracts, we carried out a control with YY1 consensus motif (Fig. 8B; lanes 8 and 9). We pext
mutated three bases of the predicted YY1 motif (AYY1) (Fig. 8B; lanes 11 and 12). Consistent with the
previous results, we found that the double GATA/YY | mutations avoid the binding of the two
corresponding factors. An additional slow migrating complex is now seen to allow for the possibility of
the presence of a third factor or a degradation product (Fig. 88; lanes 14 and 15). To further
characterize YY1 interaction around the fourth GATA-1 site of the 120 bp DNA fragment, we
performed a gel shift assay using a polyclonal antibody against human YY1 (Fig. 8C). Since we do not
know if the YY1 antibody recognizes this factor in chicken erythroid nuclear extracts we first
incubated the YY1 antibody with labeled YY1 consensus sequence and with 10-day old chicken
embryonic erythrocytes and human HeLa nuclear extracts (Fig. 8C). A clear supershift complex is seen

in each case (Fig. 8C; lanes 3 and 5). We next repeated the experiment using the GATA-1 sequence of
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the 120 bp DNA fragment and RBC nuclear extracts. A specific supershift is seen when the YY1
antibody is used, strongly supporting the presence of YY1 on this sequence (Fig. 8C; lane 8). We then
carried out an experiment using the YY1 consensus sequence as a probe, with RBC and 6C2 cells as
sources of nuclear extracts and specific competitors containing YY1 and GATA-1 mutations over the
GATA-1 sequence (Fig. 8D). The results are consistent with the previous data since YY1 interaction
with the consensus sequence is only competed when the GATA-1 sequence is mutated, leaving access
to the Y'Y 1 binding sequence. Interestingly, when the wild-type GATA-1 of the 120 bp DNA sequence
is used as a cold competitor, there is no competition in RBC nuclear extracts (Fig. 8D; lane 5). In
contrast, in 6C2 cells using increasing concentrations of cold competitors, slight competition is seen
(Fig. 8D; lanes 13 and 14). This result shows that YY1 cannot bind to its recognition sequence when
GATA-1 is present in RBC. However, in 6C2 cells partial competition may reflect a difference in
GATA-1 and YY | abundance. This idea seems to be further supported by the fact that the same nuclear
extract concentrations are used (Fig. 8D; compare lanes 2 and 7). Finally, further confirmation of YY1
interaction with the fourth GATA-1 sequence is evident by competition with the GATA-1 mutant
sequence (Fig. 8D; lanes 6 and 17). Previous reports have shown that GATA-1 varies in its messenger
RNA and peptide concentrations during development, being at its highest peak around 4 days of
chicken embryonic development, then decreasing gradually after day 8 (34). To our knowledge no data
is available for YY1 in chicken cells. Thus, we performed western blots using HD24 (one of the most
primitive avian erythroid cell lines), 6C2, HD3, RBC and the human erytholeukemic K562 cells as
sources of protein extracts (Fig. 8E). As can be seen, there are no significant variations in YY1 relative
abundance in the chicken cell types tested, thas one possibility is that GATA-1 is responsible for
modulating such differential interactions. To finally confirm the in vivo YY1 interaction with the fourth
GATA-1 sequence, chromatin immunoprecipitation experiments were done (Fig. 8F). Using 6C2 and

HD3 as a source of erythroid cells and the chicken lymphoma cell line DT40 as a source of non-
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erythroid cells, we confirm the interaction of YY1 and GATA-1 with primers amplifying the 120 bp
DNA fragment (Fig. 8F). No amplification product is seen in DT40 cells, and interestingly, we observe
an amplification product from the YY1 and GATA-1 immunoprecipitated samples in our 3-globin
control corresponding to the chicken [*/€ enhancer. This suggests the possibility that YY1 is also
interacting with the B-globin enhancer, data not reported previously, although there is a putative YY1
site in the B*/e enhancer defined by TRANSFAC analysis (data not shown). In addition we carried out
a ChIP assay using an antibody against Spl. We found that Spl is mainly present in 10 days RBC and
absent in 6C2 and HD3 cells. This result is consistent with the fact that the enhancer is fully functional
in 10 days RBC suggesting that Sp1 is, at least partially, contributing to such activity (Fig. 5C, 8F).
The results presented here support the interaction of YY1 with the GATA-1 sequence included
in the 120 bp DNA fragment (Fig. 1, 5A), overlapping or in close proximity to the GATA-1 factor
binding site (Fig. 88). Variations in GATA-1 concentration could dictate the ability of YY1 to act n a
regulated way, and this is an idea that is currently being tested. This is based on the fact that a-
competition between these two factors for their DNA binding sequences occurs. Based on the GATA-1
trans-activation experiments and the apparent enrichment of YY1 in primitive and terminally
differentiated erythroid cells, we suggest that YY | may negatively modulate the enhancer function in

those stages of differentiation. Further experiments are required to address such a model.
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DISCUSSION

Over the years the study of globin genes from the perspective of chromatin structure and
erythroid gene expression has become an excellent model for understanding mechanisms governing
tissue- and developmental-stage specific gene regulation. Differential regulation of gene expression
falls in the center of many biological processes, including hemoglobinopathies. The understanding of
how regulatory elements work is a difficult but at the same time a fascinating task. In this particular
line of thinking, it is important to recall that actually there is still no clear idea of how enhancer and
silencers work (6). Even though recent results support the notion that long-distance contacts occur by
multiple loop formation, the coordinated action of enhancers throughout cell differentiation remains to
be clarified. In addition, the regulation of globin gene expression during erythroid development
involves the formation of chromatin domains, local chromatin remodeling and the determination of
erythroid characters (2, 3). With this in mind we carried out a detailed study of the chicken a-globin 3
enhancer. We characterized the enhancer activity over different erythroid differentiation stages,
showing the highest activation rates in 10-day-old embryonic chicken erythrocytes. Deletional and
mutational analysis show that the 120 bp DNA fragment is an integral part of the enhancer and we
suggest that it is responsible for modulating the overall enhancer function. In addition, we identify
novel DNA-binding proteins interacting with this region, particularly the presence of the YY1 factor.

Based on our observations, the 3’ chicken enhancer contains binding sites for a classical set of
nuclear factors: GATA-1, NF-E2, EKLF, Spl and YY1 (Fig. 54, 8F). The present knowledge for the
activity of each of these factors has evolved and likely involves chromatin remodeling associated
activities. In the case of GATA-1, it is well known that its recognition sequence is found in globin
promoters, enhancers and LCRs. GATA-1 is an essential erythroid transcription factor and the GATA-

motif distribution over regulatory elements seems to be critical for several reasons. We usually find
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more than one binding site that is not far away from another (33). Even in some cases the sites are
distributed in tandem, apparently increasing their affinity to DNA (30). Related to the present study
there is clear evidence in the literature showing that GATA-1 can interact with the erythroid Kriippel-
like factor (EKLF) and Sp1, and that such interactions cooperate in the activity of several erythroid-
specific control elements (38, 39). Interestingly, the distribution of GATA-1, EKLF and Spl sites over
the 3” a-globin enhancer favors the idea of multiple contacts between these transcription factors,
generating a highly specific combinatorial complex. More recently, it has been demonstrated that
GATA-1 is able to interact with the histone acetyltransferase CBP in vitro and in vivo, strongly
supporting the influence of GATA-1 in chromatin remodeling (7, 40, 41). To further complicate the
scenario, there are two alternative pathways for GATA-1 function. Detailed studies on GATA-1
interactions revealed the protein-protein contact with a recently defined protein called “Friend of
GATA” or FOG. FOG has been shown to be a co-factor of GATA-1, positively and negatively
modulating its response during erythroid and megakaryocyte differentiation (42). The other pathway
involves a GATA-1 homologue that is GATA-2 in distinct and some times overlapping in some stages
of erythroid differentiation. It is generally accepted that GATA-2 action is found in earlier stages of
differentiation (43-45). In contrast, GATA-1 is expressed and more abundant in later stages of
erythroid maturation, and decreases in concentration when terminal differentiation is reached (34). In
the 3’ enhancer there is no significant influence of GATA -1 over the a” promoter in 6C2 cells. We can
speculate that GATA-2 and not GATA-1 is playing a role in such a pre-erythroblast stage, where the
globin locus is prepared not only transcriptionally but also at the level of chromatin domain structure to
initiate regulated globin gene expression (7, 31, 46).

Another relevant erythroid factor is NF-E2 that forms an erythroid-specific heterodimer that

binds to the TGCTGAGTCA sequence motif (47). NF-E2 is a member of the Maf transcription factors
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family composed of the erythroid-specific large subunit p45 and the more general p18 small subunit
(also known as MafK; 47). Like GATA-1, NF-E2 can also interact with the histone acetyltransferase
CBP, probably involving transcription regulation and chromatin modification (48). Concerning the
effects of NF-E2 on globin regulation, it has been demonstrated that interference of NF-E2 p45
produces a drastic decrease in globin gene expression (49). In contrast, over-expression of NF-E2 p45
induces erythroid terminal differentiation (49, 50). This observation argues in favor of the relevance of
NF-E2 in globin gene expression and chromatin modifications. It is interesting to mention that the great
majority of the studies focus their attention on NF-E2 interactions with the LCRs and gene promoters.
In fact, a recent study shows that the p45 subunit of NF-E2 contributes to the histone hyperacetylation
at the mouse adult B-globin gene promoter and not at the LCR (51). These data raise the question about
the function of NF-E2 at HS2, HS3 and HS4 of the LCR.

In a more recent publication, Groudine and collaborators demonstrated that the p18 and p43
subunits of NF-E2 are located in distinct sub-nuclear compartments (16). Interestingly, in
undifferentiated mouse erythroleukemic MEL cells, the p18 subunit of NF-E2 is largely located in
close association with centromeric heterochromatin. In contrast, the p45 subunit of NF-E2 is mainly
found in euchromatic compartments (16). Once differentiation is induced, there is heterodimerization
of the p18 and p45 subunits in euchromatic compartments. These observations strongly suggest that
erythroid differentiation can be in part modulated by the capacity of globin regulator nuclear factors to
be relocated away from heterochromatin compartments, thus switching their capacity to interact with
their target sequences in globin control elements. It has become attractive to define the contribution of
NF-E2 to enhancer activity, particularly from the point of view of sub-nuclear relocation of the ¢-
globin locus. This may be even more relevant since we have found that mutation of the NF-E2 site has

a significant effect on the enhancer activity in an integrated context, i.e., in the chromatin environment.
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As mentioned before, the erythroid Kriippel-like factor, or EKLF, is an erythroid specific
transcription factor that recognizes the CACCC sequence motif and is present in the great majority of
globin control elements (52, 53). It has been suggested that EKLF participates in the switch transition
from embryonic and fetal globin to adult gene expression (54). In chromatin reconstitution
experiments, ELKF interacts with subunits of the SWI/SNF chromatin remodeling complex, supporting
the notion that EKLF participates in chromatin modifications (55, 56). As mentioned before, EKLEF
also interacts with GATA-1 (39). At the present time it remains unclear what the contribution of EKLF
is to the activity of globin control elements and its intersection or combinatorial interactions with Spl.

Qur results define the presence of the Ying Yang 1 nuclear factor, both in vivo and in vitro,
close to the GATA-1 site in the 120 bp DNA fragment of the chicken 3’ a-globin enhancer. YY1 is
involved in positive and negative activation based on co-factor recruitment, including histone
acetyltransferases like CBP and p300, and on the other hand with histone deacetylases like HDACI,
HDAC2 and HDAC3 (36, 57, 58). In addition, in a recent publication is has been demonstrated that
indeed YY1 can be acetylated by both p300 and PCAF, and deacetylated by HDACI and HDAC2 (59).
The biological significance of such post-translational modifications of YY1 remains to be clarified, but
it has been suggested, as for GATA-1, that those modifications could increase DNA-binding affinities
to the DNA with regulatory consequences (59, 60). All of these observations intend to define the
contribution of YY1 to the 3’ chicken d-globin enhancer. One possible speculation is related with the
idea that YY1 function is modulating the activity or the contribution of some other factors to the
enhancer activity in different developmental stages. Another possibility is that YY1 participates in the
regulated chromatin remodeling of the enhancer. In addition, the data presented here do not discard the
possibility of an interaction between GATA-! and YY1 in the 120 bp DNA fragment of the enhancer.

Further investigations are required to define the role of YY1 in the enhancer function.
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In an artificially reconstituted erythroid system, the formation of a DNase I hypersensitive site
is not dependent on GATA-1 and NF-E2 (8). In addition, it requires the incorporation of additional
transcription factors, such as EKLF and notoriously, Sp1 (8). Even more, several globin regulatory
elements in different organisins incorporate a varied and well define set of general and erythroid
transcription factors. The most notorious is the human —40HS, which is constituted by the same group
of factors presented here and in a similar organization (33). Thus, the combination of transcription
factors are critical for the enhancer or silencer activity, but in addition those interactions recruit
chromatin remodeling activities that act in concert to define the architecture of those elements that are
capable of reaching the highest and regulated levels of gene regulation, particularly during distinct
stages of erythroid differentiation.

The biological significance of the silencer-enhancer elements remains unclear. The present
study shows a more complete characterization of the 3’ chicken a-globin enhancer and its differential
activity over distinct erythroid differentiation stages. We are certainly now in a better position to ask
novel questions that contribute to the mechanistic understanding of the mode of action of this couple of
regulatory elements. The distribution of DNA-binding proteins over the region predicts a differential
combinatorial action of those factors influenced by polypeptide concentrations, competition for DNA-
binding motifs, and chromatin remodeling activities. We are currently analyzing the chromatin
structure over the silencer-enhancer to in the near future further support the contribution of chromatin

remodeling events to the silencer and enhancer activities.
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FIGURES LEGENDS
FIG. 1. Scheme of the chicken a-globin gene domain. The silencer-enhancer control elements are
located around 450 bp downstream of the adult o* gene. The enhancer is located adjacent to the
silencer where at least three DNA-binding sequences for unknown factors have been previously
defined (SF1, SF2 and SF3; 13). The first characterization of the enhancer determined the presence of
three GATA-1 binding sites (12, 13). From a sequence alignment of the duck and chicken homologous
sequences, we identified a highly conserved 120 bp DNA fragment with binding sites for EKLF, NF-

E2 and GATA-1 (13, 14).

FIG. 2. Functional characterization of the 3° chicken c-globin silencer-enhancer in pre-
erythroblasts. A, Different silencer and enhancer sub-fragments were transiently transfected using the
CAT reporter gene under the control of the chicken adult o promoter. Plasmids were transfected in the
transformed chicken pre-erythroblast 6C2 cell line. B, The same constructs were stably co-transfected
with a plasmid containing the Neo resistance gene and pools of stable lines were analyzed. Transfection

efficiencies were normalized with protein concentrations.

FIG. 3. Functional characterization of the 3’ chicken a-globin silencer-enhancer in erythroblasts.
A, Different silencer and enhancer sub-fragments were transiently transfected using the CAT reporter

gene under the control of the chicken adult a” promoter. Plasmids were transfected in the transformed
chicken pre-erythroblast 6C2 celi line. B, Stable transfections in HD3 cells of constructs expressing the
GFP protein. Data is analyzed in terms of distinct levels of intensity of fluorescence (M1 to M4) shown
at the top. The percentage of each region is shown on the graph by the 4 bars. Data is representative of

at least 10 independent clones. At the bottom a representative flow cytometry graph is presented for
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each construct tested. Constructs o :promoter alone, o°E:promoter+core enhancer,
aP+120:promoter+120 bp DNA fragment alone. The EKLF, NF-E2 and GATA- 1 mutations are tested

in the context on the entire enhancer.

FIG. 4. Functional characterization of the 3’ chicken ¢t-globin enhancer and enhancer blocking
assay in 10-day-old chicken embryonic erythrocytes. The core enhancer (e) corresponds to the three
GATA-I binding sites. The silencer (s) represents a 360 bp DNA fragment. Insulator enhancer
blocking activity is defined by the capacity of the insulator element to block or reduce enhancer-
promoter communication only when the element is placed between the enhancer and the promoter (4,
21). Based on the insulator definition, we carried out an enhancer blocking assay in transiently
transfected cells (RBC) with lincarized plasmids where the silencer is located in its native location
"between" the enhancer and the promoter (construet 5). The inversion of the insert places the silencer

"outside" in relation to the entire enhancer and the promoter (construct 6).

FIG. 5. DNA-protein interactions over the 3’ chicken a-globin enhancer. A, Scheme of the DNA-
protein interactions over the 3’ chicken a-globin enhancer. The DNA sequence includes the three
GATA-1 sites (12, 13) and the 120 bp DNA fragment. Several GGTGG and putative Spl/EKLF sites
are found interspaced between the GATA-1 sites. EKLF and NF-E2 are shown in italics and the YY1
binding site is outlined. B, A Hinpl-HinfT (285 bp) DNA fragment containing the full enhancer was
labeled, incubated with increasing concentrations of HD3 nuclear extracts and in vitro digested with
DNase I nuclease. Interestingly, several footprints are seen in addition to the GATA-1 protected

sequences. In particular, several GGTGG sequences and two Spl-like motifs are protected (open
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boxes). Notice the large footprinted area starting at the second GATA-1 site that includes the 120 bp
DNA fragment. C, Electrophoretic mobility shift assay using the Spla and the Sp1b sequences as
probes (see A for location). A clear retarded complex is formed in lanes 2 and 8 corresponding to a
putative Spl protein that can be competed with 25-, 50- and 100-fold molar excesses of a consensus
binding sequence for Spl (lanes 3-5 and 9-11; 25). D, To further characterize the 120 bp DNA
fragment previously scen as a large 60 bp protected area (14, 29), we carried out competitions with
known sequences that hind NF-E2 from the human porphobilinogen deaminase erythroid promoter (26)
and GATA-1 from the chicken -globin enhancer (27). Using increasing concentrations of HD3
nuclear extracts we once again observe the 60 bp footprint (lanes 5, 6 and 7). Notice the formation of
an intense DNase I hvoersensitive site (HS) 40 bp downstream of the protected area. When competing
with two concentrations of cold NF-E2 binding sequence, we observe the re-appearance of a band
located just in the middle of the NE-E2 recognition sequence in the 120 bp DNA fragment (see small
arrow on lanes 8 and 9). Interestingly, this competition causes the loss of the HS suggesting that NF-E2
is at least in part responsible for the in virre induction of a particular DNA conformation in conjunction
with the other factors interacting near this site. For the GATA-1 competition we observe the re-
appearance of the majority of the bands seen in the naked DNA digestion (see lanes 10 and 11). The
HS is maintained and we speculate that GATA-1 could mediate a pivotal role for the formation of

multiple interactions over the 120 bp DNA fragment.

FIG. 6. Mutational study of the DNA-binding sequences of the 120 bp DNA fragment. A, Transient
transfections in HD3 cc!ls. Mutations of the putative EKLF, NF-E2, the fourth GATA-1 and the double
mutant NF-E2/GATA-1 sites arc analyzed in the context of the entire enhancer. B, The same constructs

were transiently trans(>cted in 10-day-old chicken embryonic erythrocytes. Compare the levels of
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normalized luciferase activities between HD3 and RBC cells. Notice the differences in the graph scale

between the two sets ol experiments.

FIG. 7. Trans-activation of the chicken 3’ a.-globin enhancer by GATA-1 over-expression. The
chicken cDNA for GATA-1 under the control of the CMV promoter was co-transfected with the core
enhancer composed of the three GATA-1 sites (Fig. |; o”E) and with the full enhancer that includes
the 120 bp DNA fragment. Co-transfections were done in 6C2 cells and transcriptional activation was

measured with the dual-luciferase assay.

FIG. 8. The Ying Yang 1 nuclear factor interacts in vitro and in vivo with the 120 bp DNA
fragment of the 3’ ¢hicken o-globin enhancer. A, Gel mobility shift assays were carried out using
nuclear extracts from the pre-erythroblast 6C2 cell line. Two retarded complexes are seen as previously
observed with adult chicken terminally differentiated nuclear extracts (29). Based on our previous
results, the fast migrating complex corresponds to the interaction of GATA-1 and the slow migrating
complex to an undctermined factor. B, Sequence analysis shows a putative binding site (TCAG) for the
YY1 factor. Interestingly, there is striking similarity between the fourth GATA-1 sequence and the
adjacent TCATG mot:{ with the human € silencer where GATA-1 and YY1 binding sites are located
side by side (35). Based on such analysis, we carried out a gel shift assay using different probes,
including the YY1 co sensus, a fourth GATA-1 (AGATA-1) and YY1 (AY Y1) mutations using
increasing concentrat s (5 and 10 ug) of RBC nuclear extracts. C, On the left panel the consensus
YY1 sequence was uscid as a probe in a supershift assay and the reaction was incubated in the presence
of a polyclonal YY | antibody with RBC and HeLa cell nuclear extracts. On the right panel the fourth

GATA-1 motif was r "oactively labeled and a supershift is seen using RBC nuclear extracts. The
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GATA-1/YY | complex and the supershift were efficiently and specifically self competed with 100-fold
molar excess of cold GATA-| scquence. D, To confirm the interaction of the YY1 factor with the
fourth GATA-1 sequence, we carried out a gel shift assay using the consensus YY1 and the fourth
GATA-1 sequences as probes and 6C2 and RBC cells as sources of nuclear extracts. Cold competitions
are shown where YY | corresponds to the self competition, AY'Y1 is mutant oligonucleotide of the
newly defined YYI binding site, GATA-1 is the intact fourth GATA-1 sequence and AGATA-1 is the
fourth GATA-1 site mutated leaving the YY1 binding site intact. Notice the differences in retarded
complexes abundance for 6C2 and RBC (compare lanes 2 and 8). In each set ot experiments, 10 pg of
nuclear extracts were uscd. £, Western blots showing no differences in YY1 abundance in chicken cells
from distinct differe:ivtion stages. A human erythroleukemic K562 cell extract was included as a
control. F, Chromatin immunoprecipitation assays using two different sets of primers which amplifies:
in the chicken a-glo' i enhancer the 120 bp DNA fragment (120 bp) generating a 169 bp amplification
product and the chicl:en [3-globin enhancer (BAIS) a 301 bp product. Input (i), bound (b) and unbound
(ub) amplification products are shown. An irrelevant antibody (0t-X) was used and no amplification
product was observe ! 'rvihroid (6C2 and HD3) and non-erythroid cells (DT40) were used in these

experiments. This is ¢ representative result from two independent experiments.
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APENDICE

Reactivos

Cultivo:

Suero de Pollo GIBCO BRL cat # 16110-082

Suero Fetal Bovino GIBCO BRL cat # 16000-044
D-MEM GIBCO-BRL cat # 12800-017

L-15 GIBCO-BRL cat # 11415-064
Penicilina/Estreptomicina GIBCO-BRL cat # 15140-148
Geneticina GIBCO-BRL cat # 10131-035

a-MEM GIBCO-BRL cat # 11900-016

Buffer HEPES IM Sigma cat # HO8R7
B-mercaptoetanol GIBCO-BRL cat # 21985-023

Otros Reactivos:

Dual Luciferase Kit PROMEGA cat # E1910
TnT Kit PROMEGA cat # L1170

Glicina GIBCO BRL cat # 15527-013
Deoxycholate FLUKA cat # 30970
Glicégeno ROCHE cat # 901393

Poly dI-dC AMERSHAM cat # 27-7880
Proteinasa K Sigma cat # P2308

Rnasa A Sigma cat # R6315

Membranas PVDF MILLIPORE cat # IPVH 00010
’H Acetil CoA AMERSHAM cat # TRK 688
B-galactosidase kit PROMEGA cat # E2000
SuperSignal Kit PIERCE cat # 34080
o-CTCF N17 SANTA CRUZ cat # sc-5916
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