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INTRODUCCIO

1.1 'emmagatzematge de la informacid genetica al

nucli cel-lular

El DNA és la molécula on s’'emmagatzema la informacié necessaria per
construir i mantenir un ésser viu. Es troba a tots els organismes vius existents i a
totes les cél-lules dins de cada organisme. En el cas dels eucariotes es troba
delimitat fisicament dins la cél-lula per un organul cel-lular, el nucli —a
diferéncia del que passa en procariotes on no hi ha nucli. El nostre objecte
d’estudi és el DNA eucariota, sera per tant important tenir sempre present la
dimensié fisica i espaial que representa el nucli, no només contenidor passiu de
la informacié genetica sind medi d’anclatge i organitzador de les activitats

géniques.

El DNA contingut en una sola cél-lula humana estirat al seu maxim faria
dos metres de longitud mentre que un nucli, tot i ser I'organul més gran d’una
cél-lula, fa de mitjana només sis micrometres (Alberts et al., 2002), fent dificil
d’entendre com hi cap tant DNA en un espai tant petit. Aquesta aparent
incompatibilitat de tamanys ha estat resolta mitjancant un precis mecanisme
d’empaquetament del DNA, que s’enrotlla al voltant d’'unes proteines nuclears
anomenades histones, formant unes unitats conegudes com a nucleosomes, que
al seu torn també s’enrotllen i juntament amb més proteines d’unié al DNA i als
propis nucleosomes formen el que s’anomena cromatina. Com es veura a
continuacid, la cromatina no només compleix perfectament la seva funcié
d’empaquetament siné que també és essencial a I’'hora de regular els diferents
processos bioquimics que ha de patir el DNA per transmetre la informacio

adequadament.
1.1.1 La cromatina

La unitat basica de la cromatina son els nucleosomes, formats per un
octamer on dos dimers H2A-H2B interaccionen amb un tetramer H3-H4,

guedant una estructura 2(H2A-H2B)-(H3),(H4), al voltant del qual el DNA hi déna
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una volta i tres quarts cap a I'esquerra ocupant unes 146 pb aproximadament.
Tant a I’entrada com a la sortida del nucleosoma hi ha la histona H1, tancant les
dues voltes completes de DNA, uns 166 pb. Al DNA entre nucleosomes se

I'anomena DNA linker, i la seva longitud és variable (Brown, 2001).

L’estructura dels nucleosomes és molt similar entre tots els metazous,
essent les histones unes proteines altament conservades degut a la
transcendéncia del correcte empaquetament del DNA. Sén proteines de pH
basic que comparteixen entre elles un domini globular conservat, el histone fold
domain, que forma el centre del nucleosoma, i unes cues amino-terminals de 15-
30 residus que s’extenen fora del nucli (Alberts et al., 2002). El histone fold
domain o HFD esta format per tres hélix alfa separades per dos loops (Talbert

and Henikoff, 2010).

Els contactes entre el DNA i les histones es donen cada deu nucleotids
aproximadament amb el solc menor cap a dins i sempre per la banda del grup
fosfat a través de ponts d’hidrogen i interaccions electrostatiques, i amb la
deoxirobosa amb contactes no polars. La manca de contactes amb les bases
nitrogenades és coherent amb la no especificitat de seqiiencia de les histones,
podent interaccionar amb qualsevol seqliéncia. Les cues de les histones surten
cap a fora i queden exposades podent patir modificacions post-traduccionals
(PTMs), essent aquest un punt fonamental de la regulacié de I'estructura de la
cromatina i de processos com la transcripcid o la replicacié (Kornberg and Lorch,

1999).

De forma general s’ha vist que els nucleosomes reprimeixen la
transcripcid. Tant les interaccions DNA-histones al nucli del nucleosoma com les
interaccions amb les cues de les histones sén causants d’aquesta repressio. La
repressié deguda a les interaccions histones-DNA poden ser contrarestades pels
complexes remodeladors de la cromatina (Kornberg, 2007). D’aquesta manera
les regions transcripcionalment actives acostumen a trobar-se en dominis amb

poca densitat de nucleosomes, que a nivell experimental son detectables degut
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a la seva elevada sensibilitat a la digesti6 amb DNAsa en contrast amb la
resisténcia que ofereixen regions més compactades o amb més densitat de

nucleosomes.

1.1.1.1 Estructures de la cromatina

Els nucleosomes i el DNA fan una fibra d’11 nm anomenada beads on a
string. De totes maneres l|'estructura secundaria formada pel DNA i els
nucleosomes units per la H1 és la fibra de 30 nm (Figura 1). Hi ha dos models per
explicar la conformacié exacta d’aquesta fibra: el model solenoid, on els
nucleosomes es col-loquen I'un al costat de I'altre en una hélix simple; i el model
on es col-loquen en zig-zag formant una doble hélix (Tremethick, 2007; Li and
Reinberg, 2011). La cromatina es condensa durant la mitosi per tal de facilitar la
separacié de cromatides durant I'anafase. En aquest punt els cromosomes
poden ser observats integralment degut a I'alta condensacié que arriba a fer

1400 nm (Alberts et al., 2002).

Core of eight
histone molecules

2 nm
/“ Linker” DNA

W
300 nm
S

Metaphase
) chrom osomes

Figura 1.- L'empaquetament de la cromatina. Per tal d’encabir tot el DNA al nucli de cada cél-lula,
aquest es compacta a diferents nivells. En un primer nivell, al voltant dels octamers d’histones
formant els nucleosomes. Aquests es disposen formant la fibra de 30 nm, que es super-enrotlla fins a

assolir la maxima compactacié dels cromosomes mitotics (Sadava et al., 2009).
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A gran escala també son observables diferéncies entre la cromatina
menys condensada (“oberta”, “activa”) i la més condensada (“silenciada”,
“compactada”). Aixi, en cromosomes interfasics es pot observar la cromatina
oberta, anomenada eucromatina, i la condensada, anomenada heterocromatina.
A l'eucromatina es troben la major part de gens transcripcionalment actius,
mentre que I'’heterocromatina es troba en forma de blocs de cromatina
compactada i inaccessible per exemple als voltants del centromer, al nucléol o
als telomers. Sovint hi ha zones eucromatiques que es silencien i es tornen
heterocromatina, a aquesta se l'anomena facultativa en contraposicé amb

I’heterocromatina constitutiva, aquella que sempre esta silenciada.

Un cas particular d’estructura cromosomica és el dels cromosomes
politénics (Figura 2). Aquests cromosomes gegants —unes 70-110 vegades més
grans que un cromosoma mitotic— han estat molt utilitzats en 'estudi de la
geneética a Drosophila degut a la seva facil visualitzacié al microscopi (que seria
impossible en cromosomes interfasics), majorment extrets de les cel-lules de

glandula salival de larves, tot i que també es troben en altres teixits.

S
X-chromosome gk

Right arm of

Left arm of
chromosome 3

chromosome 3

Figura 2.- Els cromosomes politénics. Cada cromosoma parental esta aparellat amb el seu homoleg
(sinapsi sometica). Hi ha regions on els dos homolegs no estan aparellats (asinapsi). Tots els
cromosomes estan units pel seu pericentromer formant el cromocentre. A baix a I'esquerra hi ha un

dibuix de cromosomes mitotics d’ovari a la mateixa magnificacié (Painter and Griffen, 1937).
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El seu exagerat tamany és fruit d’un cicle cel-lular especial en el que
només hi ha dues fases: S (sintesi) i G (intersintesi). Després de la replicacié les
cadenes de DNA romanen unides i no se separen com en una mitosi normal, en

un fenomen anomenat endoreplicacié.

Els cromosomes politénics, mirats al microscopi, estan dividits per unes
bandes més fosques i unes de més clares. Les bandes fosques, anomenades
bandes, son riques en DNA i proteines, mentre que les clares, anomenades
interbandes, ho sén menys. El patré de bandes i interbandes és Unic per cada
cromosoma, permetent aixi el mapatge i identificaci6 de cadascuna de les
bandes. Tot i que la naturalesa molecular de bandes i interbandes no es coneix
amb precisio, les bandes s’han associat tradicionalment a regions compactades i
més aviat silenciades mentre que les interbandes correspondrien regions

descompactades i transcripcionalment actives (Zhimulev et al., 2012).

1.1.1.2 Remodelacié de la cromatina

L'estructura de la cromatina es pot modificar reclutant complexes
proteics que mobilitzen o alteren el posicionament dels nucleosomes utilitzant
ATP. Els remodeladors ATP-dependents pertanyen a la superfamilia helicasa 2
(SF2). Entre la varietat de families que hi pertanyen, destaquen ISWI,

SWI2/SNF2, BRM o CHD1 (Bouazoune and Brehm, 2006).

El complex més extensament estudiat és SWI/SNF, conservat des de
llevat fins a humans i gran, d’'uns 2MDa. Sembla que aquests complexes son
reclutats per factors d’unié al DNA especifics per la regulacié de I'activitat
transcrpcional. La familia CHD1 conté un cromodomini i un motiu d’unid al DNA.
Normalment aquestes ATPases es troben en proteines que també contenen
subunitat desacetilasa com NuRD o Mi-2, suggerint que utilitzen I'activitat
remodeladora de la cromatina per desacetilar histones (Lusser and Kadonaga,

2003).
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En general, els factors remodeladors de la cromatina poden exhibir

diverses activitats (Lorch et al., 2001; Fan et al., 2003; Langst and Becker, 2004):

catalitzen la mobilitzacié dels nucleosomes en relacié al DNA
— disrupcio dels contactes DNA-histona

— transferéncia d’histones d’una cadena de DNA a una altra

— desassemblatge de nucleosomes

— generacio de torsions superhelicals al DNA

Els mecanismes que s’han proposat com a model de funcionament
d’aquests complexes es poden agrupar en dos principals (Figura 3). En un model
(twisting model) el DNA rellisca al voltant del nucleosoma i hi rota al voltant,
substituint les bases que interaccionaven amb el nucleosoma per unes altres. Es
mou per tant de base en base. En un model alternatiu (loop recapture), un loop
petit de DNA es dissocia de I'octamer i s’hi torna a unir en una altra posicié del
nucleosoma, establint aixi la direccionalitat de la rotacid i propagant el loop

(Lusser and Kadonaga, 2003; Langst and Becker, 2004).

Histone-DNA
interaction cluster Twisting model

x10 bp

Loop recapture model

Figura 3.- Models de funcionament dels remodeladors de cromatina. A) Esquema de les
interaccions DNA-histones, cada punt indica contacte entre DNA i histona anomenats Superhelical
Locations SHL (0.5, 1.5, ..., 6.5). B) Twisting model. C) Loop recapture model (Langst and Becker,
2004).
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1.1.1.3 Variants d’histones

Les histones H2A, H2B, H3 i H4 s’Tanomenen histones canoniques, son
les majoritaries i la seva funcio principal és I'empaquetament i la regulacio de la
transcripcid. Els gens que les codifiquen solen estar disposats en clusters de
repeticions i la seva transcricpid se sol acoblar al moment de replicacio, que és
guan se les necessita per compactar el nou DNA sintetitzat. Ara bé, hi ha unes
altres histones, les no canoniques, que difereixen en la seva seqliéncia i
estructura de les canoniques i que porten a terme funcions diferents, com la
reparacié del DNA, recombinacié meiotica, segregacié de cromosomes, iniciacid
i terminacié de la transcripciéo o empaquetament dels cromosomes de I'esperma
(Brown, 2001; Talbert and Henikoff, 2010). Mentre que hi ha variants d’histona
gue son especifiques de llinatge com les macroH2A o variants d’histona de
I’'esperma, algunes de les histones no canoniques sén gairebé universals, estant

presents a la majoria de llinatges eucariotes, i s’expliquen a continuacio.

La variant centromérica de la histona H3, CenH3 (CENP-A a humans;
Csed a Saccharomyces cerevisiae; CID a Drosophila) és essencial per
I'assemblatge del cinetocor. Les CenH3, que estan menys conservades que la
canonica H3, tenen un 50-60% d’identitat amb la H3 al HFD i cap conservacio a la
cua N-terminal. Els nucleosomes amb CenH3 a Drosophila i a llevat indueix
superenrotllaments positius del DNA que impliquen un enrotllament cap a la
dreta, a diferéncia de I'enrotllament cap a I'esquerra de les histones canoniques.
La seva transcripcié esta coordinada amb la replicacié dels centromers, de la

fase S tardana a la G2 (Brown, 2001; Santaguida and Musacchio, 2009).

La H3.3 és una variant de la H3 de la qual només es diferencia per
quatre aminoacids. La seva transcripcié pot ser independent de la replicacid. Es
una variant de reemplacament, es diposita als gens en transcripcid, als
promotors i als elements reguladors, aixi com durant les remodelacions de
cromatina. La localitzacié de la H3.3 als elements reguladors del genoma

correspon a llocs hipersensibles a nucleases donat el procés dinamic de
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disrupcié i reemplacament de nucleosomes a aquests llocs (McKittrick et al.,

2004; Schwartz and Ahmad, 2005).

4 91 2728 3 )
[ S r
H3 HED Canonical core histone
43 3 P
H3.3 II AFD | Transcriptional activatior
9
CENPA I | %) Kinetochore assembly
2
H2A HED Canonical core histone
9
H2AX HED
H2AZ HFED
macroH2A HED X chromosome inactivation,
transcriptional reg
H2ABBD HED Transcriptional activation?
2 B |
H4 HED Canonical core histone
?
H2B HED Canoni

Figura 4.- Histones canoniques i no-canoniques. En banderes vermelles s’indiquen els llocs de
metilacio de lisines, i en verd les fosforilacions de serines. A la H3.3 en groc s’indiquen posicions que
difereixen de H3. CENP-A té al seu HFD una regi6 que la porta al centromer (blau cel), i una regié N-
terminal diferent de les demés histones (groc fluix). A la dreta de cada variant se n’indica el procés

amb el qual es relacionen (Sarma and Reinberg, 2005).

La H2A.Z és una variant de la H2A amb la que difereix amb el domini C-
terminal que contacta amb la H3. Els nucelosomes amb H2A.Z es troben
flaguejant les zones lliures de nucleosomes als llocs d’inici de la transcripcid
(TSS) a on promouen el reclutament de la RNA Polimerasa Il. Si s’incorpora
erroniament a dins del gen pot causar inici de trancripcié criptica. Quan la RNA
Pol Il avanca pel gen trancribint, causa I'alliberament dels dimers H2A.Z-H2B i es
reincorporen dimers H2A-H2B. A part de la seva contribucio a la transcripcié ha
estat implicada en reparacié del DNA; formacié d’insulators; diferenciacié de
cél-lules mare embrionaries o supressié d’'RNA anti-sentit (Adam et al., 2001;

Talbert and Henikoff, 2010).
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La H2A.X és una altra variant de la H2A que s’hi assembla en I'HFD pero
hi difereix en una serina de la part C-terminal que pot ser fosforilada rapidament
produint la forma y-H2A.x per les quinases ATM, ATR o DNA-PK. Aquesta
fosforilacio té lloc en resposta a trencaments de la doble cadena de DNA
(double-strand breaks o DSB), en els que la y-H2A.x ajuda a reclutar o retenir
proteines de reparacié del DNA i complexes remodeladors de la cromatina. Tot i
que la seva funcid en DSB esta ben conservada, s’ha observat un origen
filogenétic divers per aquest histona, per exemple a Drosophila és la H2Av, que
prové de la H2A.Z que ha adquirit una serina que també pot ser fosforilada en

resposta a DSB (Brown, 2001; Talbert and Henikoff, 2010).

1.1.1.4 Modificacions post-traduccionals de les histones

La cua N-terminal de les histones pot patir modificacions covalents com
fosforilacions,  ubiquitinacions, acetilacions o metilacions. Aquestes
modificacions poden influir en les interaccions DNA-nucleosomes i per tant
acabar afectant l'estructura de la cromatina, participant en processos com la
transcripcio, la replicacio, la reparacié del DNA o la progressid del cicle cel-lular.
Les modificacions es donen de manera especifica a cada lloc del genoma i de
manera especifica a nivell cel-lular, de manera que sén fonamentals en la
determinacio de la identitat cel-lular i en el procés de diferenciacié (Bhaumik et

al., 2007).

L’acetilacié es dona a lisines concretes de totes quatre histones,
neutralitzant la carrega positiva d’aquest residu. S’ha proposat que l'acetilacio
crea un estat obert i accessible de la cromatina a I'altrerar les interaccions DNA-
histones (Shahbazian and Grunstein, 2007). La reaccid la catalitzen les acetil-
transferases (HATs), sovint presents en activadors transcripcionals com
Gcn5/PCAF o CBP/p300. L'acetilacid pot ser revertida per les desacetilases
d’histones (HDACs). De la mateixa manera, molts repressors transcripcionals
contenen activitat desacetilasa com mSin3a o NURD/Mi-2. Rpd3 conté activitat

desacetilasa i s’associa a la forma elongativa de la RNA Pol Il. A través d’aquesta

11
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associacio, Rpd3 ha estat implicada en la prevencio de la iniciacié inapropiada en

gens activament transcrits (Keogh et al., 2005).

La ubiquitinacid es déna a les histones H2A, H2B i H3. La reaccio té lloc
al formar-se un enllag isopéptid entre una lisina de la histona i una glicina de
I'extrem C-terminal de la ubiquitina, amb l'accid sequencial dels enzims E1
activadors, E2 conjugadors i E3 lligases, aquest ultim aportant I'especifitat de
substrat (Shilatifard, 2006; Bhaumik et al., 2007). La monoubiqutancié de la H2B
és necessaria per la correcta metilacié per part d’altres enzims, en un fenomen
conegut com a histone crosstalk. La correcta i rapida desubiquitinacid és igual
d’important, duta a terme per les desubiquitinases. Generalment es relaciona la

ubiquitinacié d’histones amb I’activitat transcripcional (Batta et al., 2011).
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Figura 5.- Modificacions covalents de les histones. Les principals modificacions identificades de les
quatre histones canoniques. La majoria es troben a la cua N-terminal tret dels dominis C-terminal de
H2a i H2B i les lisines 56 i 79 de H3. En verd les acetilacions; vermell les fosforilacions; blau les

metilacions; violeta per les ubiquitinacions (Bhaumik et al., 2007).
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La fosforilacié d’histones té un paper fonamental en la progressié del
cicle cel-lular i en la resposta a estimuls externs i es pot donar a totes quatre
histones, a residus serina i treonina. Els cromosomes es troben altament
fosforilats en la serina 10 i 28 de la histona H3 durant la mitosi per I'accié de les
Aurora quinases, molt ben conservades de llevat a humans (Koshland and
Strunnikov, 1996). La familia de quinases MSK/Jil-1 en canvi medien la
fosforilacid de la serina 10 durant la interfase, marca associada amb I’activacio
de la transcripcid i la induccié de transcripcié en resposta a estimuls externs (Jin
et al., 1999; Wang et al., 2001; Regnard et al., 2011). La fosforilacié de la H2A és

una resposta a la senyalitzacioé de dany al DNA (Bhaumik et al., 2007).

La metilacid es déna sobre residus lisina, arginina o sobre tots dos
principalment a les histones H3 i H4. La metilacié de lisines pot ser en forma
mono, bi o tri sobre les lisines 4, 9, 27, 36 i 70 de la H3 i sobre la lisina 20 de la
H4. Les diferents metilacions participen en processos i funcions diferents. A
diferéncia de les HATs, que poden modificar diferents residus de la mateixa o de
varies histones, les metiltransferases séon altament especifiques de substrat
(Shilatifard, 2006; Bhaumik et al., 2007). Gairebé totes les metiltransferases
d’histones caracteritzades contenen un domini SET. Setl és una metiltransferasa
gue metila la lisina 4 de la H3, que és una marca que es troba a les regions 5’ de
gens activament transcrits. En canvi Set2 metila la lisina 36 de la H3, marca
relacionada amb I'elongacié ja que es troba tot al llarg del gen entre 5’ i 3’ en
gens que s’estan transcrivint. Una metiltransferasa particular és Dotl, ja que no
té domini SET. Dot1 catalitza la metilacié de la lisina 79 de la H3, necessaria pel

silenciament dels telomers (Lacoste et al., 2002).

Hi ha altres metilacions relacionades amb el silenciament. Per exemple
la metilacié de la lisina 9 de la H3 és caracteristica de I’heterocromatina. La
metiltransferasa Suv39 és qui la metila, i recluta el repressor transcripcional
HP1, tot i que el mecanisme molecular de compactacié de la cromatina per HP1
no esta clar. La trimetilacié de la lisina 27 de la H3 també esta involucrada en el

silenciament génic. Es caracteristica dels dominis silenciats per Polycomb.
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La desmetilacié és duta a terme per dues families d’enzims, oxidases
com LSD1 i hidroxilases de la familia JmjC. Només aquesta ultima familia
d’enzims pot desmetilar trimetilacions. En general presenten especifitat, com Lid
a Drosophila que només catalitza la desmetilacié6 de H3K4me3 a H3K4 me2

(Schneider and Shilatifard, 2006).

El conjunt de les modificacions d’histones i la seva correlacié amb certs
processos o estats genics van portar a alguns autors a plantejar-se si en realitat
el que estaven intentant desxifrar no era sind un codi, és a dir, un conjunt de
senyals que sén interpretades a través d’una equivaléncia coneguda i causen un
efecte especific i coherent amb la senyal reconeguda. Aixi, Strahl i Allis van
proposar la hipotesi del codi de les histones que postula que els estats de les
diferents modificacions de les histones, actuant de manera combinatoria o
seqiencial en una o més cues d’histones, especifiquen i causen funcions Uniques
(Strahl and Allis, 2000). Aquesta hipotesi es basa, entre altres premises, en
I'existencia de totes les proteines amb dominis que reconeixen especificament
les modificacions, com per exemple els bromodominis amb acetilacions, els 14-

3-3 amb fosforilacions o els PHD fingers amb les metilacions.
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1.2 La regulacio de I'expressioé genica

El DNA conté la informacié suficient que la cel-lula necessita per
sintetitzar proteines. Aquesta informacié s’anomena codificant perque 'ordre
en que estan disposats els nucleotids al llarg de la cadena de DNA és interpretat
per la cél-lula com l'ordre en quée s’han de disposar els aminoacids en un
polipéptid. L'equivaléncia entre triplets de nucleotids (codons) i aminoacids és el
gue es coneix com a codi genetic, i és la base del Dogma Central de la Biologia.
Aguest dogma postula que el gen, l'unitat basica d’informacié del DNA, és
transcrit a RNA missatger que es trasllada als ribosomes on es produeix la
traduccié d’informacid i es sintetitzen les proteines necessaries pel

desenvolupament i manteniment de I'organisme.

Pero el DNA conté un altre tipus d’informacié: aquella que indica quan,
quant i com s’ha d’utilitzar la informacié codificant. Aquest, anomenat per
oposicié DNA no codificant, ocupa la major la major part del genoma eucariota i
el seu mode de funcionament sol ser resultat de la interaccié amb proteines
nuclears, tot i que també es ddna el cas que interactui amb altres acids nucleics,
com una altra cadena de DNA o molecules d’'RNA. De fet el DNA no codificant
també es transcriu, en alguns casos ad hoc (la molécula transcrita és necessaria
per a dur a terme una funcid), i en alguns casos com a subproducte
conseqiiéncia del pas de la maquinaria transcripcional per una regié de DNA. En
cap dels dos casos hi esdevindra una traduccid en base al codi genetic, ja que la
informacié que contenen no té cap relacié amb l'ordre dels aminoacids d’una
proteina. Al DNA no codificant la logica interpretativa que hem de seguir per
entendre l'ordre de les bases és completament diferent i més variable: de
vegades té a veure amb ['afinitat i especificitat d’una série de bases per part
d’una proteina (binding sites), de vegades té a veure amb la formacid de loops
en la molécula transcrita (microRNAs per exemple) i inclis de vegades pot tenir a
veure amb la formacid d’estructures alternatives de les helix de DNA (com en el

cas dels G-quadruplex), entre molts altres casos descoberts i per descobrir.
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En qualsevol cas, de tot el DNA no codificant, en aquest treball
pretenem centrar-nos en aquell la missié del qual és controlar el nivell de
transcripcio dels gens. A I’hora de parlar de gens ens hi referim en un sentit
ampli, no necessariament codificant ja que inclou regions que transcriuen RNA
no codificants, la definicié que més s’hi aproximaria seria el gen com a “unioé de
seqléncies genomiques que codifiquen un conjunt coherent de productes
funcionals potencialment sobreposats” (Gerstein et al.,, 2007). Aquesta
puntualitzacié és important per captar d’entrada la complexitat i la diversitat de
I’estudi de la regulacié de la transcripcid, que com s’ha vist recentment és un
fenomen que es déna a escala gendmica i no restringit a la fraccié codificant
(Djebali et al., 2012) com per exemple al genoma del ratoli on es transcriu un
63% del genoma mentre que només un 2% es tradueix finalment a proteina

(Carninci et al., 2005).

Ens referirem a aquesta part del DNA no codificant com a regions
reguladores o DNA regulador, per distingir-lo d’altres tipus de DNA no codificant
gue no seran objecte del nostre estudi, com els transposons o regions
cromosomiques peculiars com els telomers —malgrat també s’estiguin
comencant a descriure rols reguladors per a alguns d’ells (Stamatoyannopoulos,

2012).

Aguest DNA regulador es troba tant en regions intergéniques com dins
dels gens i és essencial a I’'hora de determinar el desti d’una cel-lula. Pot haver-hi
multitud de tipus cel-lulars diferents en un organisme i tots ells tenen un origen
comu. La diferencia fonamental entre uns i altres és el diferent programa
transcripcional que han tingut al llarg del llinatge. Aquest programa
transcripcional —espectre global de gens que s’expressen en una cel-lula— és
I’altim responsable de la identitat d’'una cel-lula i ve determinat tant per factors
interns (identitat de la cel-lula progenitora) com per factors externs: substancies
extracel-lulars que a través d’una cascada de senyalitzacié modelen el programa

transcripcional.
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En qualsevol cas, I'acurada determinacié de I'estat transcripcional d’un
tipus cel-lular es modula a través d’una combinacié de mecanismes en els quals
el DNA regulador juga un paper essencial. Entre aquests mecanismes destaquen
la participacié de factors de transcripcid sobre enhancers especifics, el
silenciament dut a terme per elements de resposta a Polycomb (PRE), I'aillament
de regions reguladores per insulators o diverses modificacions de les histones.
Qualsevol error o malfuncid d’aquests mecanismes pot tenir conseqiéncies
fatals pel desenvolupament de I'organisme. Diversos desordres humans amb
conseqliéncies negatives tant fisiques com mentals com el sindrome de Rett,
d’Angelmann, Prader-Willi, aixi com varis tipus de cancer son fruit d’alteracions

en els sistemes de regulacié genomica (Egger et al., 2004).

A continuacio s’explicaran amb més detall els principals elements de
control de I'expressio génica, pero en primer lloc cal entendre bé com funciona

aquest mecanisme tant finament regulat: la transcripcié.
1.2.1 La transcripcio

La transcripcié comenca quan la RNA polimerasa catalitza la produccié
d’RNA a partir d’una cadena motlle de DNA. Les polimerases sén enzims grans
gue es solen composar de més d’'una desena de subunitats, tot i que quan estan

actives sobre el DNA formen complex amb altres factors.

A cél-lules eucariotes existeixen tres tipus diferents d’RNA polimerasa.
A grans trets i amb algunes excepcions es podria dir que 'RNA polimerasa |
transcriu els gens que codifiquen la majoria d’rRNA (RNA ribosomal); 'RNA
polimerasa Il és I'’encarregada de transcriure els RNA missatgers (aquells que
serviran de motlle per sintetitzar proteines en la traduccid); i 'RNA polimerasa lll

pels tRNA (RNA de transferencia) entre altres RNA reguladors petits.

El primer pas de la transcripcié és la formacio al promotor del complex
de pre-iniciacié (PIC), integrat principalment per la polimerasa i els factors

generals de transcripcié, que déna pas al promoter melting que és quan les
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cadenes de DNA es separen per poder comencar a transcriure, és la fase
d’iniciacié. L'aven¢ de la maquinaria transcripcional al llarg del gen és el que es
coneix com a fase d’elongacié, a mesura que va avancgant va sintetitzant la
molécula de mRNA. Finalment la polimerasa arriba a I'extrem 3’ del gen i

s’allibera del DNA i de I'RNA, és la terminacio.

1.2.1.1 La RNA polimerasa

La RNA polimerasa Il és un complex composat per dotze subunitats, de
la Rpbl a la Rpb12, amb un pes molecular d’uns 0.5 MDa. El domini C-terminal
(CTD) de la subunitat Rpb1, la més gran, té un motiu heptapéptid, Tyr-Ser-Pro-
Thr-Ser-Pro-Ser, que es repeteix 45 vegades a Drosophila, 26 a llevat i 52 a

humans (Chiba et al., 2010).

Tot i que les tres RNA polimerases tenen el mateix origen evolutiu i
tenen una composicié de subunitats similar, el CTD és particular de la Pol Il. En
efecte, aquest domini esta directament relacionat amb els passos de la
transcripcido de I’'mRNA, iniciacid, elongacié i terminacio, aixi com el capping,
I’splicing i el processament del 3’ (Proudfoot et al., 2002). El processament de
I'mRNA esta, a diferéncia del que es creia fa temps, acoblat amb la transcripcio
espai-temporalment. El rol que juguen les diferents combinacions de
modificacions bioquimiques del CTD es coneixen com a CTD code (Buratowski,
2003). Les modificacions principals i més estudiades fins al moment soén les
fosforilacions de les series 2, 5 i 7 (Egloff et al., 2012). Les serines 5 i 7 estan
fosforilades per I'activitat quinasa del TFIl al voltant del TSS, mentre que la
serina 2 esta fosforilada durant I’elongacié pel factor P-TEFb (positive elongation

factor b).

1.2.1.2 Els factors generals de transcripcid

Tot i que I'RNA polimerasa Il és I'enzim que sintetitza ’'RNA d’un DNA
motlle, no és capag per si sola de reconéixer el promotor basal. Aquest és un

procés que requereix uns factors addicionals que es coneixen com a Factors
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Generals o Basals de Transcripcid, que sén TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF i TFHII

(Transcription Factor for RNA Polymerase Il A-H).

El requeriment de cadascun d’ells és dependent de la composicié del
promotor. En promotors amb caixa TATA la Pol Il necessita els TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIE i TFIIH. No obstant, aquests factors no son suficients per comengar la

transcripcioé en promotors amb DPE (Lewis et al., 2005).

TFIID és un complex que comprén la TBP i una dotzena de TAFs. Hi ha
multiples punts d’interaccié amb els elements del promotor: TBP s’uneix a la
caixa TATA; TAF1 i TAF2 reconeixen I'Inr; TAF6 i TAF9 interaccionen amb el DPE.
TFIIB interacciona amb TBP i assisteix en el recrutament de la polimerasa al
promotor. TFIIB s’uneix al promotor a través del reconeixement especific de les
seqiéncies BRE de manera TBP-dependent. TFIIA assisteix al recrutament de TBP
a la caixa TATA. TFIIE, TFIIF i TFIIH actuen suseqlientment a la unié de TFIID i
TFIIB al promotor basal i medien en el procés de separacié de cadenes de DNA al

inicis de la transcripcio (Juven-Gershon and Kadonaga, 2010).
1.2.2 Els elements que regulen la transcripcio

1.2.2.1 El promotor

El promotor core o basal és la minima seqiiencia de DNA suficient per
dirigir la iniciacié de la transcripcié per la maquinaria de la RNA polimerasa I,
mentre que s’anomena promotor proximal a la zona que cobreix uns 250
nucleotids a una banda o l'altra del TSS (Butler and Kadonaga, 2002). El
promotor core o basal tipicament inclou el lloc d’inici de la transcripcié (TSS) i
s’extén 35 nucleotids més enlla ja sigui upstream o downstream. Hi ha doncs
ocasions on un promotor basal pot ser de només 40 nucleotids. S’hi troben amb
freqliéncia diversos motius de seqiiéncia: la caixa TATA, I'element Inr, el TFIIB
recognition element (BRE) o el downstream core promoter element (DPE).
Cadascun d’ells té la seva funcié especifica, i cap d’ells es troba a tots els

promotors: no hi ha cap element de promotor que sigui universal.
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La caixa TATA s’anomena aixi perquée conté una seqiéncia consens
TATAAA, tot i que amb certa variabilitat. S’ha estimat que a Drosophila
aproximadament un 43% de 205 promotors basals contenen una caixa TATA
(Kutach and Kadonaga, 2000). La TBP (TATA-Binding-protein) és la proteina que
més sovint s'uneix a la caixa TATA, que té dos TBP-related factors (TRF1i 2, a
Drosophila). TRF1 és capag¢ d’unir-se a la caixa TATA mentre que TRF2 no (Butler
and Kadonaga, 2002).

A l'element Inr és on es troba I'inici de transcripcié. A Drosophila té una
seqliéncia consens T-C-A,;-G/T-T-C/T (Kutach and Kadonaga, 2000). Normalment
la transcripcid s’inicia al nucleotid A,; pero no és sempre el cas. Tant el factor
general de transcripcié TFIID com la RNA pol Il sén capacos d’interaccionar de
manera especifica amb I’element Inr, aixi com altres proteines d’unié a DNA com

YY1 (Weis and Reinberg, 1997).

L’element DPE es situa a entre +28 i +32 de la posicid A,; de I'Inr, i sol
ser a promotors TATA-less. La seqliéncia consens a Drosophila és A/G,,s-G-A/T-
C/T-G/A/C. La distancia entre I'Inr i el DPE és tant important que si es decala
d’un sol nucleotid baixa drasticament el nivell de transcripcid basal aixi com la
unié de TFIID, que sembla que és qui reconeix aquest element. A més s’ha
estudiat la seva freqiéncia al genoma de Drosophila i s’ha vist que és tant comu
com ho és la caixa TATA (Kutach and Kadonaga, 2000). Sovint s’estableix una
relacié6 mutuament excloent entre DPE i TATA. Es el cas per exemple dels gens
homeotcs a Drosophila (Juven-Gershon and Kadonaga, 2010). S’ha vist que la
majoria d’aquests gens son TATA-less i tenen DPE. Aixi, un factor de transcripcio

regulador d’aquests gens com Caudal és especific de DPE.

El BRE és un element reconegut especificament per la TFIIB i que es
troba immediatament upstream de la caixa TATA (Lagrange et al., 1998). La seva
contribucié a la transcripcid, negativa o positiva, no esta del tot clara (Butler and

Kadonaga, 2002).
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Figura 6.- Elements del core promoter. El promotor basal és la zona que envolta el TSS, a diferéncia
del promotor proximal, que abarcaria també zones reguladores més allunyades (Regulatory
promoter). El TFIIB recognition element o BRE; la caixa TATA; linitiator element o Inr; i el

Downstream core promoter element o DPE (Clancy, 2008).

1.2.2.1.1 Promotors pausats

NELF (Negative elongation factor) és un factor format per quatre
subunitats (A, B, C/D i E) que com el seu nom indica actua negativament sobre
I’elongacié. P-TEFb és una quinasa composada per Cdk9 i Ciclina T que actua
positivament sobre I'elongacié. DSIF esta composat per Spt4 i Spt5 i té un rol
dual sobre I'elongacié: s’uneix a la Pol Il i hi incorpora varis factors al complex

d’elongacié.

Ben aviat després de l'iniciacio de la transcripcio DSIF i NELF s’'uneixen a
la Pol Il i la pausen uns 25-50 nucleotids downstream del TSS. Es tracta d’un pas
limitant generalitzat anomenat promoter-proximal pausing, pausacié proximal al
promotor. En aquest punt és la serina 5 i no la serina 2 del CTD de la Pol Il la que
es troba fosforilada. Quan P-TEFb fosforila la serina 2 es dissocia NELF de la Pol Il
i s’allibera de la pausacié, reemprenent I'elongacié. P-TEFb també fosforila NELF-
E i Spt5, la subunitat gran de DSIF. Aixo fa que DSIF passi d’activador a repressor
mitjancant el recrutament del complex Pafl i Tat-SF1 al complex elongador. Tots

aquests factors faciliten la continuacié de I’elongacié (Chiba et al., 2010).
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Figura 7.- Model de control de la pausaci6 de la polimerasa. Just després de I'inici de la transcripcid,
DSIF i NELF s’uneixen a la Pol Il i la pausen. Quan P-TEFb fosforila el CTD de Is Pol Il i a DSIF, es reprén

I"'elongacié i s’uneixen factors com Pafl1C o Tat-SF1 (Chiba et al., 2010).

Aguest és un mecanisme generalitzat a la majoria de gens, tot i que la
posicio precisa de pausacio o I'intensitat varia d’'un gen a I’altre. Aquesta sembla
principalment regulada a través del control de I'activitat de PTEFb. El
recrutament de PTEFb a un gen és especifica i dependent de senyals, com per
exemple heat-shocks, que alteren drasticament la distribucié al genoma de
PTEFb en segons (Lis et al., 2000). Els estudis fets a escala gendmica mostren
com la polimerasa pausada es troba a més d’un 30% dels gens, molts d’ells
relacionats amb el desenvolupament i els immediate-early genes (gens de
resposta rapida a estimuls extracel-lulars, com els gens de resposta a heat-
shock). En canvi, no es va trobar a gens expressats ubiquament de metabolisme i

creixement cel-lular (Zeitlinger et al., 2007).
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Alguns estudis suggereixen una relacié directa entre pausacio i regio
lliure de nucleosomes, mostrant com una deplecié de NELF comporta la pérdua
de les regions lliures de nucleosomes a loci que normalment tindrien la
polimerasa pausada (Gilchrist et al., 2008). S’han proposat tres rols principals
per la pausacid (Chiba et al., 2010): el primer seria el de restringir els nivells de
transcripcido d’un gen; el segon seria donar resposta rapida a gens en estat
pausat, ja que el pas de recrutament de complexes i iniciacié ja haurien estat
completats i la cromatina es trobaria en un estat obert gracies a la preséncia de
la polimerasa i per tant I'elongacid es donaria de manera immediata al rebre una
senyal extracel-lular; i tercer seria la relacié de la CTD de la Pol Il amb el
processament del mRNA, de manera que la pausacié serviria de checkpoint per

aquest correcte processament.

1.2.2.1.2 Promotors alternatius

Amb freqliéncia trobem gens que contenen més d’'un promotor que
déna lloc a un transcrit alternatiu dins del mateix gen. S’ha estimat que a
Drosophila un 14% dels gens tenen promotors alternatius, amb una mitjana de
2.43 promotors/gen pels gens amb més d’un promotor (Zhu and Halfon, 2009).
Aguests promotors alternatius afegeixen una capa més regulacio, ja que sovint
estan diferentment utilitzats tant a nivell temporal com espaial. Un exemple
d’expressié diferencial de promotors alternatius a nivell temporal és la del gen
hunchback. Els dos promotors de hunchback es troben a 3 kb de distancia, els
seus transcrits tenen un exo sencer diferent, i un es transcriu només a embrions

primerencs mentre que I'altre ho fa també a adults (Bender et al., 1988).

Un altre exemple ben estudiat, en aquest cas d’expressié diferencial a
nivell espaial, és el dels transcrits generats a partir del gen homeotic Abdominal-
B del Complex Bitorax. Aquest gen genera dues proteines anomenades m
(morphogenetic) ir (regulatory) que tenen rols diferents com el seu nom indica, i
provenen de transcrits iniciats a partir de promotors alternatius. Aixi com la m

s’expressa als parasegments 10-13, la r només ho fa al 14 i té un rol regulador
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sobre l'expresid de I’'m i d’altres gens homeotics (Casanova et al., 1986;

Delorenzi and Bienz, 1990).

Per tant es pot dir que I'Gs de promotors alternatius té una doble funcié
regulatoria: permet I'expressido de més un transcrit a partir d’'un mateix gen, i a
més permet que I'expressié d’aquests pugui estar diferencialment regulada en
funcio del teixit i de I'estadi de desenvolupament. Els mecanismes involucrats en
la seleccid del promotor usat en cada cas han estat poc estudiats fins al moment,
tot i que si que s’ha vist que hi ha diferéncies a nivell de composicié dels
elements del promotor basal segons la posicié d’aquest respecte els altres
promotors (Zhu and Halfon, 2009). A vertebrats hi ha molts exemples descrits de
com aquesta expressio diferencial segons el promotor afecta al
desenvolupament, i per tant de com perturbacions en |'Gs de promotors
alternatius condueixen a diverses malalties (Ayoubi and Van De Ven, 1996). Un
exemple és el del gen Dclkl (Figura 8) durant el desenvolupament del cerebel a
mamifers (Pal et al., 2011). Aquest gen, important per la migracié neuronal i la
neurogenesi, té dos promotors que generen transcrits diferents segons I'estadi
del desenvolupament. El primer genera les isoformes 1 i 2 a embrions, mentre
que el segon genera les isoformes 3 i 4 a adults, que manquen d’'un domini
d’unié als microtubuls. La desregulaci6 d’aquest patré porta a un

desenvolupament aberrant del cerebel.

~
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54 — Seq
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Figura 8.- Exemple de gen amb promotors alternatius. Nivells d’expressié dels diferents transcrits
del gen Dclkl durant el desenvolupament del cerebel a mamifers. Per mRNA seq es detecten
diferéncies substancials entre el transcrits expressats a embrié (P0) i a adult: les isoformes 3 i 4
només s’expressen a adults. Una desregulacié d’aquest patré condueix a un desenvolupament

incorrecte del cerebel (Pal et al., 2011).
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1.2.2.2 Els enhancers

Els enhancers (o enhancers transcripcionals) es defineixen com
seqiéncies de DNA que regulen la transcripcié d’un gen encara que n’estiguin a
milers de bases de distancia upstream o downstream i en qualsevol orientacio
(Fiering et al., 2000; Martin, 2001). Els primers enhancers descrits eren unes
seqiéncies viriques repetitives de I’'SV40 que eren capaces d’activar I'expressid
d’un constructe amb el gen de la beta-globina de conill insertat a un cultiu de
cél-lules Hela (Banerji et al., 1981). Es van adonar que aquesta activacio era
independent de l'orientacié i I'emplagament de I'enhancer dins del plasmid.
Aviat es van trobar els primers enhancers de mamifer, els del locus de la cadena
pesada de la immunoglobulina humana, que a més eren especifics de teixit
(Baneriji et al., 1983). Les estimacions actuals prediuen que hi ha més d’un milid
d’enhancers al genoma huma (Heintzman et al.,, 2009). S’ha descrit que no
només els gens codificants estan sota el control d’enhancers sind també

microRNAs (Sheng and Previti, 2011).

Donat que no hi ha una distancia ni posicid fixa a la que es trobin els
enhancers respecte el promotor sobre el que actuen, el descobriment exhaustiu
d’enhancers al genoma no és una tasca evident. Un dels metodes més utilitzats
és el mapatge de regions hipersensibles a la DNAsal ja que les regions
reguladores, al tenir menys densitat de nucleosomes, es digereixen més
rapidament amb DNAsa que la resta. Un altre metode és I'enhancer-trap que
consisteix en integrar a I'atzar al genoma un gen reporter de manera que si la
zona on s’integra esta sota el control d’un enhancer aix0 es podra observar i
seleccionar la seqiiencia de I'’enhancer. A la vegada, el patré d’expressid del gen

reporter integrat sera l'indicador del mode d’actuacié de I’enhancer.

Amb I'emergéncia de les noves tecnologies de seqlienciacido high-
troughput i d’analisi genome-wide la tasca esta esdevenint més eficient. Per
exemple es pot aplicar la seqlenciacié exhaustiva als experiments

d’hipersensibilitat a la DNAsa i aixi obtenir un mapa genomic de zones de
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cromatina oberta (Hesselberth et al., 2009). Per analisi d'immunoprecipitacié de
cromatina (ChIP) s’ha vist que els enhancers estan enriquits amb alts nivells de
H3K4mel combinat amb nivells baixos de H3K4me3 (Heintzman et al., 2009),
també la H3K27Ac s’ha vist correlacionada amb enhancers actius (Creyghton et
al., 2010). Aixi, algunes acetil-transferases com p300 o ATAC s’han vist localitzant
als enhancers (Krebs et al., 2011). De manera que la combinacié de diverses
marques a la cromatina seguida de seqliencacié ha esdevingut una manera de
detectar possibles enhancers a escala genomica (Cotney et al., 2012). També
altres metodes com el FAIRE (formaldehyde-assisted isolation of regulatory
elements) que identifica noves regions reguladores que tenen un estat obert de
la cromatina (Giresi and Lieb, 2009), o GRO-seq (global run-on followed by high-
troughput sequencing) que ha revelat que els enhancers es transcriuen

bidireccionalment (Wang et al., 2011).

S’han suggerit diferents hipotesis sobre com un enhancer que pot estar
afectant la transcripcié d’'un gen que esta a varis centenars o milers de bases de
distancia (Palstra and Grosveld, 2012). N’hi ha que no impliquen contacte
directe entre enhancer i promotor com el polymerase tracking (I'aveng de la
polimerasa des de I’enhancer fins al promotor activaria aquest ultim) o la
propagacié d’estructures de la cromatina que extendrien un estat obert fins al
promotor. De totes maneres els models més acceptats son els que defensen que
hi ha contacte (a través de proteines) entre enhancer i promotor. Aquests, per
sobrepassar la distancia existent entre ambdds elements, crearien un loop que
deixaria fora tota la seqliencia que queda entremig. Un dels casos més ben
detallats és el del locus de la beta-globina en el que es demostra que el Locus
Control Region (LCR) que faria d’enhancer es troba proxim als promotors dels
gens actius mentre que la cromatina que queda entremig aixi com els gens
inactius queden aillats pel loop, com es demostra mitjanagcant Chromosome

Conformation Capture o 3C (Tolhuis et al., 2002).

La seglient pregunta és com I'enhancer activa la transcripcié un cop es

troba proxim o en contacte amb el promotor. Tot i que és una qlestido que
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encara no esta resolta, si que se sap que I'enhancer recruta un complex proteic
conegut com a enhanceosoma que conté com a minim factors de transcripcio i
co-activadors (Palstra and Grosveld, 2012). Un mecanisme suggerit seria
regulant la transicié de la polimerasa pausada a la polimerasa activa al promotor
proximal ja que s’ha vist que la delecié de I'LCR de la beta-globina redueix
I’elongacid mentre que manté I'ensamblatge del complex de pre-iniciacid i la
presencia de la polimerasa al promotor (Sawado et al., 2003). Alternativament
s’ha suggerit que I'enhancer seria I'encarregat de recrutar la polimerasa i factors
de transcripcié i entregar-los al promotor, fet que s’ha demostrat in vitro pero
gue manca d’evidéncies convincents in vivo. En qualsevol cas el més probable
sembla que l'accié dels enhancers vagi més enlla d’'una sola activitat i tinguin
una tasca seqliencial al llarg de la diferenciacio cel-lular: des de mantenir el locus
en un estat obert, recrutar els factors de transcripcido especifics de teixit i
desenvolupament, i finalment ensamblar el complex de pre-iniciacié al promotor
del gen a través de loops de cromatina i alliberar la polimerasa pausada

reclutant factors d’elongacid (Palstra and Grosveld, 2012).

1.2.2.3 Polycomb response elements

Els gens del grup Polycomb (PcG) van ser descoberts a Drosophila com a
repressors de gens Hox, que codifiquen uns factors de transcripcié encarregats
de determinar [lidentitat cel-lular al llarg de [I'eix antero-posterior.
Subseqiientment es va anar descobrint que formen grans complexes multimérics
qgue s’encarreguen de silenciar I'estat d’expressido dels gens Hox (Kennison,
1995), pero també s’han vist involucrats en varis processos cel-lulars com el
control del cicle cel-lular (Oktaba et al., 2008), la senescencia (Bracken and Helin,

2009) o la diferenciacié (Pasini et al., 2007).

Les proteines del grup Polycomb formen tres complexes diferents
(Schuettengruber et al., 2007). El PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) conté
guatre components: E(z)(Enhancer of zeste); Esc (Extra Sex Combs); Su(z)12

(Suppressor of Zeste 12) i Nurf-55. E(z) té un domini SET que trimetila la lisina 27
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de la histona H3 (Cao and Zhang, 2004). El PRC1 (Polycomb Repressive Complex
1) conté Pc (Polycomb); Ph (Polyhomeotic); Psc (Posterior Sex Combs) i dRing. Pc
té un cromodomini que reconeix la H3K27me3. El tercer complex és PhoRC, i
inclou Pho (Pleiohomeotic) i dSfmbt. Pho reconeix una seqiiéncia especifica al

DNA, cosa que no fa cap subunitat ni de PRC1 i 2.

El manteniment de la memoria de I'estat transcripcional per part de
Polycomb és un cas d’epigenética. En efecte, si ens atenim a una definicid
classica d’aquest terme com la de Ptashne i Gann (Ptashne and Gann, 2002) que
diu que I'epigenetica sén “canvis en I'estat d’expressié d’un gen que no inclouen
una mutacié pero que son heredats a cada divisid cel-lular en abséncia de la
senyal que va iniciar el canvi”, aquest és clarament el cas de Polycomb. El
silenciament induit per Polycomb (establert pels gens Gap i pair-rule als inicis del
desenvolupament) es manté amb les divisions cel-lulars, es transmet a les

cel-lules filles a la mitosi.

Al genoma, els elements als quals s'uneixen els complexes Polycomb
s’anomenen PRE (Polycomb Response Elements) que poden fer fins a varis
centenars de parells de bases i poden estar localitzats a varies kilobases de
distancia del promotor del gen que silencien (Ringrose and Paro, 2007). El seu
efecte silenciador no depén de si es troba upstream o downstream del gen ni de
la seva orientacid. Aquests elements contenen llocs d’unié consens de diversos
factors de transcripcié —alguns d’ells requerits per la unié del complexes
Polycomb al PRE— com GAGA, pleiohomeotic (PHO), pleiohomeotic-like (PHO-
like), zeste o dorsal switch protein 1 (DSP1) (Morey and Helin, 2010). D’aquests,
PHO i PHO-like s’han caracteritzat com a components del grup Polycomb. Els
experiments fets amb elements PRE ectopics sén capacos de mantenir la
repressié sobre el transgen al llarg de les generacions, i s’ha vist per
immunolocalitzacié que recluten els complexes Polycomb al lloc d’insercié a

cromosomes politénics (Cavalli and Paro, 1999).
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Val a dir que s’ha vist que els PRE no sempre sén diferenciables d’uns
altres elements del genoma, els Trithorax Response Elements (TRE). Aquests son
els elements als que s’uneixen les proteines del grup Trithorax, identificades en
un origen per la seva capacitat de contrarestar |'efecte de Polycomb: sén
considerats activadors transcripcionals que transmeten I'estat transcripcional al
llarg de les divisions cel-lulars (Grimaud et al., 2006b). PREs i TREs es solapen al
menys parcialment i les proteines tant d’'un grup com de I'altre coincideixen en
la seva localitzacié al genoma tal i com revelen les immunoprecipitacions de

cromatina (Ringrose and Paro, 2007).

Els PRE presenten una propietat particular que s’anomena Pairing-
sensitive silencing i que consisteix en que la preséncia de dues copies
homologues d’un transgen que conté un PRE causen un silenciament més fort
que si hi hagués una sola copia. A més s’ha observat que un PRE pot silenciar un
gen situat en trans que no tingui PRE si esta situat al mateix lloc del cromosoma
homoleg (Li and Miller, 2011). Aix0 suggereix un contacte fisic entre aquests
dos elements al nucli, consistentment amb el model de loop que explicaria com
un PRE silencia un promotor a veries kilobases de distancia com és el cas del
PRE bxd i el gen Ubx (Kahn et al., 2006). També hi ha casos on el contacte en
trans es déna entre PREs no situats al mateix lloc del cromosoma homoleg com
passa amb els PRE Mcp i Fab-7 del gen Abdominal-B (Muller et al., 1999). De fet
s’ha observat per immunofluorescéncia de proteines PcG que als nuclis es
formen uns pocs foci, contrastant amb la gran quantitat de PREs presents al
genoma, suggerint que s’agrupen en uns quants punts focalitzats. Els gens
Antennapedia i Abdominal-B, separats entre ells per varies megabases,
colocalitzen al nucli quan els dos estan silenciats per Polycomb pero no si algun
dels dos esta transcripcionalment actiu (Grimaud et al., 2006a; Lanzuolo et al.,
2007). Un estudi recent (Li and Miiller, 2011) demostra que la capacitat dels PRE
d’establir interaccions en trans no és una propietat d’aquests elements siné que
ho farien a través d’elements insulator situats en la seva proximitat i dels que es

coneix bé la capacitat d’unir diferents loci del genoma.
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Un pregunta que encara no té resposta clara és com es manté |'estat
silenciat per Polycomb d’un gen al llarg de les divisions cel-lulars, tenint en
compte que durant la mitosi els complexes PcG es dissocien de la cromatina
(Voncken et al., 1999). Com s’hi re-uneixen? Com identifiquen quins sén els gens
gue s’han de silenciar? En un inici es creia que era a través de les marques en les
histones que s’associen al silenciament induit per Polycomb, és a dir que el
complex s’uniria als PRE que tinguessin per exemple la lisina 27 de la H3
trimetilada reconeixent-los com a regions a silenciar (Fischle et al., 2003). No
obstant algunes observacions evidencien que aix0 no seria suficient. Per
exemple, els PRE solen estar deplecionats de nucleosomes, estant les marques
associades a Polycomb als voltants del PRE i no al PRE en si (Papp and Miiller,
2006). Aixi, la metilacid de les histones al voltant del PRE seria una conseqliéncia
de la preséncia del complex Polycomb, i no el reclam que portaria el complex al
seu lloc. A canvi, s’"ha proposat un altre model en el qué Polycomb silenciaria per
defecte tots els PRE llevat d’aquells que es trancriuen, als quals qui s’hi uniria és
Trithorax i per tant el gen estaria activat (Ringrose and Paro, 2007). Aquest
model es va proposar arrel de I'observacié que la transcripcio a través del PRE
esta correlacionada amb estat activat del gen. Aixd significaria que tot just
després de la mitosi aquells PRE que no s’han de silenciar es transcriuen i eviten
la unid6 de Polycomb. Perd llavors, que és el que porta a alguns PRE a
transcriure’s i altres no? Aquest és un subjecte encara en debat, tot i que un
candidat proposat és la variant d’histona H3.3, que es diposita principalment a
regions transcripcionalment actives i que podria ser transmesa a través de la
mitosi (McKittrick et al., 2004). No esta clar pero si és només una conseqliéncia
de l'activitat transcripcional o seria per ella mateixa suficient per activar la
transcripcié a un locus. Altres candidats a actuar com a transmissors de |'estat
del PRE a través de la mitosi son proteines d’unié al DNA que sén capaces
d’accedir-hi fins i tot en cromosomes mitotics (com s’ha demostrat per
Pipsqueak o GAGA) o també estructures conformacionals alternatives de la
cadena de DNA com Z-DNA (Ringrose et al., 2003). MLL (ortoleg de Tritorax a

humans) s’ha demostrat que s’uneix als promotors en cromatina mitotica
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condensada, que és necessari per la reactivacié rapida de la transcripcié al
finalitzar la mitosi i que és necessaria per la unié d’altres membres de Tritorax
als seus llocs durant la mitosi (Blobel et al., 2009). S’ha vist per FRAP que la unié
de les proteines PcG a la cromatina mitotica és 300 cops més estable que a
interfase, i que la fosforilacié de la H3528 podria ser el mecanisme que controla

la dissociacio d’aquestes proteines mitosi (Fonseca et al., 2012).

Mitosis c

1. PRE/TREs

Figura 9.- Memoria epigenética dels PRE/TRE al llarg del cicle cel-lular. 1) i 3) A la interfase, els PRE
silencien per defecte, només no ho fan aquells que es transcriuen; 2) a la fase S, es repliquen com la
resta del genoma; 4) les proteines Polycomb i Trithorax es dissocien dels seus elements abans
d’entrar en mitosi; 5) a I'entrar en mitosi, res es transcriu i d’alguna manera es marquen els PRE que
no han d’estar silenciats ja que a lI'acabar la mitosi (6) s’hauran de transcriure abans que les

proteines PcG s’hi uneixin i els silenciin (Ringrose and Paro, 2007).
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1.2.3 Els insulators

La primera descripcié d’un insulator ve del 1985, quan Udvardy, Maine i
Schedl van examinar al detall el locus 87A7 de Drosophila, que conté els dos
gens Hsp70 (Udvardy et al., 1985). Van observar que tant a una banda com a
I'altra del locus hi havia uns segments de DNA particulars que eren
hipersensibles a la digesti6 amb nucleases. Els van anomenar specialized
chromatin structure (scs i scs’) i van proposar que aquests dos elements
delimitaven i aillaven la regié de cromatina que es descondensa quan, a

I'augmentar la temperatura, el locus es transcriu.

Des de llavors i fins a I'actualitat s’"han anat descrivint moltes altres
seqiéncies, no només a Drosophila siné també a llevat i a vertebrats (Wallace
and Felsenfeld, 2007; Bushey et al., 2008), que d’alguna manera delimiten la
cromatina i separen espais discrets de regulacio de I'expressié genica.
Anomenades boundaries (frontera o limit) o insulators (ailladors), s’"han definit
classicament per presentar una de les dues segilients propietats (Gerasimova

and Corces, 2001):

—capacitat d’aillar una regié de I'’entorn cromosomic (barrier activity):
guan es troben flanquejant un transgén I'aillen d’efectes posicionals, com per
exemple si el transgen es troba en una regié heterocromatica el mantenen al
marge dels seus efectes repressors (Figura 10-A). Aixo0 permet I'expressio del
transgén independentment de la posicié al genoma (Recillas-Targa et al., 2002;
Barkess and West, 2012). Aquesta caracteristica s’ha utilitzat per exemple en la
generacio de plasmids destinats a terapia génica (Neff et al., 1997) evitant
d’aquesta manera una possible inactivacio del transgén degut a I’entorn

cromosomic.

—activitat enhancer-blocking: quan en un constructe transgenic es
col-loca una seqiiéencia insulator en I'espai que hi ha entre un enhancer i el

promotor d’un gen reporter, |'efecte activador de I'’enhancer sobre el gen es veu
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reduit o anul-lat, d’aqui el nom de bloquejador de 'enhancer (Figura 10-b). No
silencia o desactiva I'enhancer ja que aquest encara pot activar un gen del que
no estigui separat per un insulator. Aquest seria un efecte regulador que pot
servir per assegurar el control temporal i espaial precis de I'accié dels enhancers
sobre els gens que controlen (Vazquez and Schedl|, 1994; Schweinsberg et al.,

2004; Moon et al., 2005).

A) Barrera

HETEROCROMATINA INSULATOR ENHANCER PROMOTORI_’
PV oV eV W VoV oV o VoV .
, [ )
VYA o (bl
! -/ N

- OO

B) Enhancer-blocking

Gene B L f\ /‘\ _|—6;neA
L —d a

PROMOTOR INSULATOR ENHANCER PROMOTOR

Figura 10.- Les dues propietats definitories dels insulators. A) Els insulators poden fer de barrera
entre cromatina activa i cromatina silenciada. B) Un insulator situat entre un enhancer i un promotor

és capag de bloquejar I'efecte de I'enhancer (enhancer-blocking) (Vogelmann et al., 2011).

Aquesta ultima propietat suggereix que els insulators podrien tenir un
. , , . - .

paper important a I'hora d’organitzar el genoma en dominis funcionals, de
manera que gens presents en un domini no es vegin afectats per seqliéncies
reguladores d’un altre domini. De fet la definicid dels insulators ha anat
evolucionant amb el temps, passant de ser uns elements bloquejadors amb
efectes a nivell local a tenir rellevancia a nivell d’organitzacié genomica i
cromosomal gracies no només a la seva capacitat per separar dominis sind

també per reunir i posar en contacte diferents regions creant loops
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cromosomics, amb I'objectiu final que cada element i regié reguladora actui de

manera apropiada (Tolhuis et al., 2002; Dean, 2011; Erokhin et al., 2011).

Les seqliencies insulator no tenen efecte per si soles sind que actuen en
conjunciéo amb unes proteines que les reconeixen i s’hi uneixen directament o
indirectament. Mentre que a Drosophila se n’han descrit com a minim sis
(CP190, BEAF, Zw5, dCTCF, Su(Hw) i Mod(mdg4)), a vertebrats n’hi ha una (CTCF)
i el complex de les cohesines amb qui interacciona. Cada proteina interacciona
amb una xarxa particular d’insulators normalment definida pel context i la
localitzacid genomica, aixi com pel tipus cel-lular i la fase del cicle en que es
trobi, podent-se solapar amb altres proteines al mateix insulator (Négre et al.,
2010; Schwartz et al., 2012). Les diferencies funcionals i mecanistiques entre els
diferents tipus d’insulator en base a les proteines que s’hi uneixen és quelcom

gue encara no esta clar.

La seva activitat s’associa a I'accessibilitat a la cromatina, per exemple
interaccionant o reclutant factors de transcripcié o factors remodeladors per
posicionar, modificar o treure nucleosomes al seu voltant (Gaszner & Felsenfeld,
2006; West, Gaszner, & Felsenfeld, 2002; Emberly et al., 2008). Els insulators
poden estar implicats en la compartimentalitzacido de la cromatina interfasica, a
través d’interaccions amb compartiments del nucli com la lamina nuclear o els
complexes del porus nuclear (NPC) a la periféria nuclear, o altres estructures
nuclears que regulin els estats d’activacio dels gens mitjancant el posicionament
de la cromatina (Guelen et al., 2008; Kalverda and Fornerod, 2010; van Bemmel

et al., 2010).

1.2.3.1 Insulators a Drosophila

1.2.3.1.1scsiscs’

Soén, com s’ha dit abans, els primers insulators descrits i flanquegen el
locus 87A7 on hi ha gens de resposta a heat-shock (Udvardy et al.,, 1985).

Cadascuna d’aquestes sequéncies conté dos regions hipersensibles a la digestid
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amb nucleases que rodegen un nucli central resistent a nucleases. L’scs i I'scs’
difereixen en I'estructura de DNA i requereixen proteines diferents. A I'scs les
seqiéncies hipersensibles sén imprescindibles per la funcié enhancer-blocking
mentre que el nucli central resistent, ric en A/T és dispensable. La proteina Zw5
s’uneix a una seqléncia de 24 bp (Gaszner et al., 1999; Gerasimova and Corces,
2001) que té activitat enhancer-blocking. Mutacions en la seqliéencia a la que
s’uneix Zw5 fan perdre la capacitat d’enhancer-blocking. Aquesta proteina conté

Zinc fingers i és essencial per la viabilitat cel-lular (Gaszner et al., 1999).

En canvi la seqiieéncia de scs’ té repeticions CGATA que interaccionen
amb BEAF, proteina responsable de I'activitat insulator de scs’ (Zhao et al., 1995;
Hart et al., 1997; Cuvier et al., 1998). En aquest cas mutacions en aquesta

seqiiéncia també causen la perdua d’activitat enhancer-blocking.

S’ha observat que BEAF i ZwS5 interaccionen entre elles, i s’"ha proposat
un model en el que ambdues proteines interaccionarien portant al mateix lloc

scs i scs’ per tant fent un loop que aillaria el locus 87A7 (Blanton et al., 2003).

1.2.3.1.2 Gypsy

Un altre insulator ben estudiat a Drosophila és el que hi ha al
retrotransposd Gypsy. L'insulator fa 350 bp i esta situat a la regié 5’ transcrita
perdo no traduida upstream de l'inici de I'ORF del gag (Gdula et al., 1996). La
insercié de l'insulator gypsy a les regions reguladores de gens causa fenotips
mutants especifics de teixit, degut a la inabilitat dels enhancers d’activar el
promotor (Corces and Geyer, 1991; Holdridge and Dorsett, 1991; Jack et al.,
1991). No inactiva I'enhancer ja que aquest manté la capacitat d’activar un
promotor situat a l'altre costat (Cai and Levine, 1995; Scott and Geyer, 1995).
També és capag¢ d’aillar I'expressié d’un transgen dels efectes de posicid
respecte lI'entorn cromosomic (Roseman et al., 1993) fins al punt que s’ha
utilitzat per insertar transgens a espécies llunyanes com Arabidopisis thaliana

(She et al., 2010).
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Conté 12 copies d’una seqliéncia de 26 bp a la que s’uneix la proteina
Su(Hw) (Suppressor of Hairy wing). La forca de I'insulator depén del nombre de
repeticions del motiu basic de 26 bp, amb una relacié lineal entre aquest
nombre i la disminucié de I'efecte de I'’enhancer sobre el promotor (Spana et al.,
1988; Scott et al., 1999). Com en els scs i scs’, I'insulator de gypsy conté una

série de tres zones hipersensibles a nucleases fortes (Gdula et al., 1996).

1.2.3.1.3 Els insulators del complex Bitorax

Els gens homeotics o gens Hox sén uns gens molt ben conservats al llarg
de l'evolucié que codifiquen factors de transcripcié que determinen la identitat
dels segments de l'organisme durant el desenvolupament. Tots ells tenen un
domini comu anomenat homeobox que és una seqliéncia de 180 bp que codifica
la regid de la proteina que s’unira al DNA de manera especifica. Els gens
homeotics presenten colinearitat, és a dir que I'ordre en que es disposen al llarg
del cromosoma és el mateix ordre dels segments que determina cadascun. El
control de I'expressid d’aquests gens a nivell temporal i espaial és molt
important: una desregulaciéo de qualsevol d’aquests gens pot portar a que un
segment presenti la identitat d’un altre, fenomen conegut com a transformacié
homeotica. Per tal de controlar amb precisié on i com es transcriuen, els gens
homeotics solen estar acompanyats d’intricades regions reguladores que

contenen varis elements, entre ells insulators.

El complex Bitorax és un cluster de gens homeotics de Drosophila situat
al cromosoma 3R que fa més de 300 Kb (Figura 11). Inclou els gens Ultrabitorax
(Ubx), Abdominal-A (abd-A) i Abdominal-B (Abd-B), que sén els encarregats de
determinar la part posterior de I'organisme (de la meitat anterior se n’ocupen
els gens del complex Antennapedia). La major part de les 300 Kb que el
conformen soén regions no codificants que contenen els elements reguladors
dels gens, que ocupen I'1.4% de la seqiiencia del complex (Lewis, 1982; Karch et

al., 1985; Martin et al., 1995).
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Figura 11.- El Complex Bitorax i els segments que controla. Els tres gens homeotics del Complex
Bitorax determinen la part posterior de I'organisme: des de la meitat posterior del torax fins a I'Gltim
segment de I'abdomen. A nivell genomic les nou regions reguladores que controlen la seva expressio
estan disposades colinearment (des d’abx/bx fins a iab-8,9). Al dibuix, cadascuna d’elles es simbolitza

amb el mateix color que el segment que determina (Maeda and Karch, 2006).

Els tres gens s’expressen de manera additiva al llarg de I'eix antero-
posterior de I'embrid, o sigui que als segments més posteriors s’hi expressen
tots tres (Celniker et al., 1989). Ubx es comenca a expressar als segments més
posteriors del torax, abd-A als primers segments de I'abdomen i Abd-B a la regid
més posterior de I'abdomen. Estan regulats de manera acurada per nou dominis
reguladors disposats en I'ordre dels segments que controlen. Els dominis abx/bx
i bxd/pbx sén responsables de I’expressié d’Ubx als para-segments 5 i 6
respectivament, que corresponen als segments T3 i Al. Els dominis iab-2 a iab-4
regulen abd-A als para-segments de 7 a 9, corresponent als segments A2, A3 i
A4. Finalment els dominis iab-5 a iab-8,9 regulen I'expressié d’Abd-B als para-
segments 10-14, que corresponen als segments abdominals A5-A9 (Boulet et al.,

1991; Maeda and Karch, 2006).
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La regulacié d’Abd-B és la més complexa i la que més s’ha estudiat, esta
sota el control de quatre dominis que ocupen més de 100 Kb. Aquests quatre
dominis s’anomenen iab (infra-abdominals) i estan separats entre ells per les
regions Fab (Front-abdominals). A més, cada domini conté un enhancer (IAB)
qgue activa Abd-B de manera especifica al para-segment que li correspon. Els
elements Fab s’encarreguen d’evitar que un enhancer actui en un para-segment

incorrecte, aixo ho fan delimitant cada domini.

A l'inici del desenvolupament els productes dels gens Gap i Pair-rule
s’uneixen a uns elements anomenats iniciadors que es troben a cada iab i que
actuen com a enhancers conferint I'expressié corresponent a Abd-B segons el
segment on es trobi la cél-lula. Quan acaba aquesta fase d’iniciacid, els nivells de
proteines gap i pair-rule decauen, i llavors qui s'ocupa de mantenir 'estat de
cada iab segons la seva identitat sdn els anomenats elements de manteniment,
encarregats de fer perdurar la informacié posicional que els Gap i pair-rule han
donat a l'inici del desenvolupament. Aquests elements de manteniment solen
ser PREs, que com s’ha explicat abans també actuen com a TREs. La capacitat
dels PREs de mantenir el seu estat (activat o reprimit) al llarg de les divisions
cel-lulars sense alteracié és el que permet que la identitat dels segments de
I'organisme es mantigui immutable durant totes les etapes del
desenvolupament. Aixi, si un domini esta silenciat per Polycomb, I'enhancer o
els elements que hi estiguin continguts no tindran efecte sobre I'expressid

d’Abd-B (Mihaly et al., 1998; Maeda and Karch, 2006).

Per tal que el silenciament o I'activacié d’un domini determinat pels
seus elements de manteniment no s’extengui als dominis adjacents existeixen
els Fab que actuen de barrera o bloquejador. En efecte es tracta d’insulators, i el
seu correcte funcionament és crucial perque no hi hagin errors d’identitat entre
segments. Els Fab descrits classicament en la literatura sén I’'Mcp, el Fab-7 i el

Fab-8 (Karch et al., 1994; Cavalli and Paro, 1998; Barges et al., 2000).
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1.2.3.1.3.1 Fab-7

El Fab-7 és el Fab més ben conegut i un dels insulators més estudiats de
Drosophila (Zhou et al., 1996; Schweinsberg et al., 2004). Es troba separant els
iab-6 i iab-7, que controlen els parasegments 11 i 12 respectivament. Es va
identificar inicialment degut a que la delecié Fab-7"ala que li faltava tot el Fab-7
sencer mostrava una transformacié homeotica on el PS11 es presentava com
una duplicacié del PS12. Els analisis genétics mostraven com els dominis iab-6 i
iab-7 s’havien fusionat en un de sol i que aix0 portava a una activacié ectopica
de I'iab-7 al PS11 per part dels elements activadors de I'iab-6. Normalment I'iab-
7 es troba silenciat a tots els parasegments anteriors al PS12. Es va veure que la
delecié Fab-7" no només eliminava el boundary siné també el PRE adjacent

(Karch et al., 1994; Hagstrom et al., 1996).

Les delecions en les que només s’elimina el boundary i no el PRE
difereixen amb Fab-7" en que la transformacié homeotica és més complexa: el
PS11 és una mescla de guany de funcid (transformacié a PS12) i pérdua de
funcié (transformacié a PS10). En el primer cas es deu al mateix motiu que ja
s’ha explicat: els elements activadors de I'iab-6 s’extenen a l'iab-7 al PS11 i per
tant té fenotip de PS12. En canvi en el segon cas, la pérdua de funcid, el que
passa és que com que el PRE de l'iab-7 encara és funcional i ja no hi ha un
boundary que en delimiti el radi d’accid, el silenciament de I'iab-7 al PS11 es

transmet a tot I'iab-6 (Maeda and Karch, 2006).

L'estructura de la cromatina del Fab-7 mostra tres regions
hipersensibles a la digestié6 amb nucleases (HS1, HS2 i HS3) i una quarta de
menor (HS4). Les grandaries d’aquestes regions van des de 400 bp (HS1) fins a la
més petita, de 140 bp. Estan separades entre elles per regions resistents a les
nucleases del tamany aproximadament d’un nucleosoma. Analisis de delecions i
amb constructes transgénics mostren que la HS3 és on hi ha el PRE, mentre que

el boundary ocuparia la regié d’1.2 Kb que va del HS1 a I’'HS2, i hi ha controveérsia
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sobre la participacié o no del lloc menor HS4 en la funcié boundary (Hagstrom et

al., 1996; Zhou et al., 1996).
1.2.3.1.3.2 Fab-8

L’element Fab-8 marca 'extrem de l'iab-7 (PS12) i el separa de l'iab-8
(PS13). A nivell d’estructura de la cromatina, conté dos regions hipersensibles a
la digestido amb nucleases: HS1 d’uns 400 bp; i HS2 d’uns 150 bp (Barges et al.,
2000). Es va demostrar que HS1 fa funcié d’insulator mitjancant assaigs
d’enhancer-blocking en constructes transgénics, mentre que HS2, que a més
conté varis llocs d’unié de la proteina pleiohomeotic, és un PRE. L'insulator
impedeix que el silenciament que promou el PRE a 'iab-8 s’extengui a l'iab-7 i

també el silencii.

La delecié Fab-8**°

és una delecid en la que només falta l'insulator pero
no el PRE (Barges et al., 2000). En aquestes mosques s’observen transformacions
homeotiques tant de A7 a A8 (guany de funcié) com de A7 a A6 (pérdua de
funcié). En el cas del guany de funcié els elements activadors de l'iab-7
s’extenen fins a 'iab-8 i per tant I'activen al PS12 i aquest presenta fenotip A8
guan normalment seria A7. En el cas de la pérdua de funcié el que passa és que
I’efecte silenciador del PRE-8 al PS12 s’extén fins a I'iab-7 i aquest mostra un
fenotip de PS11 perqueé s’inactiva. Es a dir, que al faltar I'insulator hi ha una fusié
entre |'iab-7 i I'iab-8 i llavors s’estableix una competicié a I'iab-7 al PS12 entre els
elements activadors propis que es poden extendre fins a I'iab-8, i els elements
silenciadors de I'iab-8. En canvi la delecié Fab-8 ** s’enduu tant I'insulator com el
PRE. En aquest cas només s’observa un fenotip de guany de funcié de PS12 a
PS13, perqué l'iab-8 perd la capacitat de silenciar i no hi pot haver doncs

transformacio A7 a A6 (Barges et al., 2000).

S’ha observat que la proteina d’insulator dCTCF s’uneix al Fab-8 a través
de varies seqiéncies consens que hi sén presents. S’ha demostrat la necessitat

pel correcte funcionament enhancer-blocking del Fab-8 la preséncia de dCTCF
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tant amb constructes en embrions (Moon et al., 2005) com en assaigs amb

cél-lules S2 (Ciavatta et al., 2007).
1.2.3.1.3.3 Mcp

L’element Mcp (Miscadastral Pigmentation) es troba entre I'iab-4 i I'iab-
5. El fenotip de la seva delecié és una transformacié homeotica de guany de
funcio on el PS9 apareix amb el fenotip del PS10 (Karch et al., 1994; Muller et al.,
1999). Es a dir, al PS9, on normalment només I'iab-4 esta actiu, ho est3 també
I'iab-5. De fet al PS9 wild-type no hi ha transcripcié d’Abd-B, mentre que si que
es transcriu quan hi ha deleci6 d’Mcp. Aix0 es pot interpretar com que, al
perdre’s la funcié insulator que separava els dos dominis, els elements
activadors de I'iab-4 al PS9 s’extenen fins a I'iab-5 i per tant es comporta com si
fos el PS10. A la vegada també suggereix que aquesta delecié d’enduu, si n’hi ha,

el PRE adjacent a l'insulator.

En efecte s’ha vist que l'insulator i el PRE estan molt junts, pero sén
distingibles. El primer en ser identificat va ser el PRE (Busturia et al., 2001) que
és una seqliéncia de 138 bp que conté llocs d’unié per a GAGA i Pleiohomeotic i
gue son essencials pel seu funcionament. Posteriorment es va identificar la
seqiéncia que feia d’insulator (Gruzdeva et al., 2005), de 755 bp, que era capag
no només de funcionar com a enhancer-blocking sind també de bloquejar el

silenciament induit per un PRE adjacent.

1.2.3.1.3.4 Organitzacié i funcionament de la regié reguladora

d’Abdominal-B

Els insulators presents a cada Fab no només aillen cada iab de la resta
per tal que no es vegin afectats per efectes activadors o silenciadors aliens, sind
gue també s’ha vist que organitzen |'estructura de cromatina de tota la regid
reguladora (Cléard et al., 2006; Mihaly et al., 2006). Aixo ho fan a través de
contactes llunyans entre elements (Muller et al., 1999) i amb la regié promotora

d’Abdominal-B (Kyrchanova et al., 2008). Aixi aconsegueixen d’una banda formar
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loops que deixin fora o aillin dominis sencers, i d’altra banda posar en contacte
elements presents al domini amb el promotor del gen que d’aquesta manera
n’activin I'expressié de manera correcta (Sipos and Gyurkovics, 2005). Tot i que
s’ha proposat un rol clau dels PRE del Bithorax a I’hora de mediar contactes
intra-cromosomals (Lanzuolo et al., 2007) pero analisis funcionals i d’interaccio

mostraven que els contactes sén independents dels PREs (Li and Miiller, 2011).

S’ha demostrat per exemple que el Fab-7 i el Fab-8 estan en contacte
entre ells i amb el promotor d’Abd-B (Cléard et al., 2006), i que dCTCF és
essencial per a que es produeixin aquests contactes (Kyrchanova et al., 2008).
Aixi sorgeix la idea que per a aquesta organitzacié de la cromatina a través de
contactes entre diferents elements hi juguen un paper fonamental les proteines
d’unid a insulators, que d’alguna manera soén elles qui medien aquests enllagos.
En efecte tant a Mcp, Fab-7, Fab-8 com a la regié promotora d’Abd-B s’hi ha
detectat per ChIP preséncia de proteines d’insulator com CP190 o dCTCF (Moon
et al., 2005; Holohan et al., 2007; Mohan et al., 2007).

Com hem explicat, els insulators tenen activitat enhancer-blocking, sén
per tant bloquejadors del contacte entre un enhancer i un promotor si s’hi
troben entremig. Com s’ho fan doncs els enhancers més distals de la regid
reguladora d’Abdominal-B per atényer el promotor si hi ha insulators entremig?
S’han descrit uns altres elements presents en la proximitat del Fab-7 i del Fab-8
gue s’anomenen PTS o Promoter Targeting Sequence (Zhou and Levine, 1999;

Chen et al., 2005) .

Aguests elements serien capagos de contactar amb una altra seqliéncia
que es troba prop del promotor (PTE o Promoter Targeting Element)
sobrepassant |'efecte bloquejador dels insulators. O sigui que aquests elements
també contribuirien a la correcta organitzacid de la cromatina de la regié per tal
gue cada iab es posi en contacte amb el promotor sense interferir amb el

silenciament d’altres iab (Lin et al., 2010).
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Figura 12.- El model dels Dominis. Cada domini funciona autonomament per dirigir I'expressio
d’Abdominal-B. L’estat de cada domini ve determinat en un inici pels elements iniciadors, a qui li
prenen el relleu els elements de manteniment (PRE7TRE). Quan un domini esta silenciat, els

insulators (boundaries) impedeixen que es silencii el domini adjacent (Mihaly et al., 2006).

Totes les dades existents sobre el funcionament de la regié reguladora
d’Abdominal-B han estat sumaritzades en I'anomenat Model dels Dominis
(Mihaly et al., 2006), segons el qual cada domini controla autonomament
I'expressio de d’Abd-B en un para-segment (Figura 12). Cadascun d’aquests
dominis és un conjunt modular dels elements necessaris per controlar aquesta
expressid, que comenga a l'inici del desenvolupament com a resposta a les
proteines Gap i pair-rule que s’uneixen als elements iniciadors, que transmeten
la senyal d’activacié a la resta d’elements del domini. Entre aquests hi ha els
elements de manteniment que s’encarreguen de fer perdurar la senyal més enlla
de la decaiguda dels Gap i pair-rule. Si no hi ha hagut unié dels Gap i pair-rule el
domini es queda silenciat i no afecta I'expressié del gen. Per tal que aquest
silenciament no s’extengui al domini adjacent hi ha els elements Fab, que
juntament amb els PTS posaran en contacte el domini amb el promotor

d’Abdominal-B.
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1.2.3.2 Proteines d’insulator

1.2.3.2.1 Su(Hw)

Suppresor of Hairy-wing és una proteina de 109 KDa que conté 12 zinc
fingers i que s’uneix directament al DNA reconeixent una seqiiéncia consens
GCATACTTTT (Adryan et al., 2007). Es va identificar en un principi perqué una
delecid al gen que la codifica suprimeix els fenotips causats per una insercié del
retrotransposoé Gyspy (Spana et al., 1988). Es va descobrir que s’uneix a banda i
banda del retrotransposd, en el que es va identificar com a insulator de Gypsy, i
es va veure que és capag de conferir aillament respecte dels efectes posicionals
de la insercid al genoma. De la mateixa manera, és necessaria perqué els
insulators de Gypsy aillin d’efectes posicionals un transgen amb un mini-white
(efecte barrera) i també pel bloqueig de l'accié d’un enhancer sobre un
promotor si hi ha l'insulator de Gypsy enmig (Roseman et al., 1993) i que aquest
enhancer continua actiu podent activar un gen que estigui a 'altra banda (Scott
and Geyer, 1995). Es va veure també que s’uneix a centenars de llocs a
cromosomes politénics, el que suggeria que a part d’aillar el retrotransposé
Gypsy també tenia altres llocs d’unié al genoma amb altres funcions (Harrison et

al., 1989).

Mitjancant immunoprecipitacions de cromatina s’ha vist que s’uneix al
genoma preferentment a regions intergeniques, tot i que també es troba en part
a gens, sobretot a introns (Ramos et al., 2006; Adryan et al., 2007). Tot i trobar-
se majoritariament a regions intergéniques, en mutants de Su(Hw) s’observen
greus alteracions de I'expressid génica de manera generalitzada. Su(Hw) s’uneix
a l'insulator de gypsy juntament amb una altra proteina, Mod(mdg4) amb qui
interacciona directament a través d’un domini Leucine zipper i amb qui
coincideixen practicament a totes les bandes de politénics. El domini BTB de
Mod(mdg4) és essenvial per la funcid insulator (Golovnin et al., 2007).Totes dues
formen insulator bodies, els corpuscles nuclears que s’observen quan es fa

immunotincié (Ghosh et al., 2001).
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De fet s’han detectat interaccions entre Su(Hw) i elements de la lamina
nuclear (Van Bemmel et al., 2010) i del NPC (Nuclear Pore Complex) i per aixo
s’ha suggerit que Su(Hw) crea interaccions amb el nucli que ajuden a organitzar i
particionar el genoma (Kalverda and Fornerod, 2010). Tant Su(Hw) com

Mod(mdg4) es troben en extractes de la matriu nuclear (Byrd and Corces, 2003).

1.2.3.2.2 BEAF

La proteina BEAF-32 (Boundary Element Associated Factor 32KDa) va
ser identificada per la seva unié a l'insulator scs’ de I’hsp70 al locus 87A7.
S”uneix a la seqliencia CGATA i a cromosomes politénics forma centenars de
bandes que coincideixen amb les interbandes del DAPI. En constructes
transgénics es mostra necessaria per l'activitat enhancer-blocking (Hart et al.,

1997).

Es van intentar caracteritzar més proteines que s’uneixen als llocs on
s’uniex BEAF, i es va trobar que DREF s’uneix a la mateixa seqliencia consens.
DREF és un regulador transcripcional de gens involucrats en la fase S del cicle
cel-lular, quan es produeix la replicacid. Es va demostrar que DREF i BEAF
competeixen pel mateix lloc d’unié, tot i que DREF no tingui funcidé de proteina
d’insulator (Hart et al., 1999). De fet tant una com l’'altra tenen el mateix domini
d’unidé al DNA, un tipus especial de zinc finger (BED zinc finger) que sembla
provenir evolutivament de proteines de transposons. Aquest zinc finger va ser

precisament descrit a partir de BEAF i DREF i d’aqui el nom (Aravind, 2000).

Analisis a nivell genomic dels llocs on s’uneix BEAF mostren un
enriquiment prop de gens reguladors del cicle cel-lular i de la segregacié. En
mutants de BEAF s’observen defectes del cicle cel-lular i de la segregacid, i que
els nivells d’expressié d’aquests gens es veuen alterats. Es creu que BEAF els
regula a través de I'impediment de la disposicié en aquests llocs de la metilacid

de la H3K9 (Emberly et al., 2008).
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Per CHIP on ChIP s’han detectat fins a 1820 llocs d’unié de BEAF al
genoma, dels quals el 85% es trobaven a menys de 300 pb de distancia d’'un TSS
(Jiang et al., 2009) cosa que d’entrada representa una diferéncia substancial
amb el que s’observa a una altra proteina d’insulator com Su(Hw) que esta
majoritariament a regions intergeniques. A la majoria s’aquests gens on hi ha
unié de BEAF hi ha també dimetilacié de la H3K4, presencia d’'RNA Pol Il i de la
variant d’histona H3.3. Aix0 és coherent amb |'observaciéo que BEAF es troba a
les interbandes dels cromosomes politenics, suggerint que té forta predileccio
pels gens actius, o dit d’'una altra manera, forma part dels elements que
participen de I'activacié génica. Aix0 es corrobora en mutants de BEAF, on la

majoria d’aquests gens veuen disminuida la seva transcripcié (Jiang et al., 2009).

Una peculiaritat de BEAF és que mostra un fort enriquiminent a als
anomenats head-to-head genes, aquells gens que tenen un TSS proxim —menys
d’1Kb de distancia— i que es transcriuen en direccions oposades (Yang et al.,
2012). A més, aquells gens head-to-head on hi ha BEAF tenen tendéncia a no
estar co-regulats, a diferéncia de molts head-to-head sense BEAF. El genoma de
Drosophila és particularment dens i la quantitat de head-to-head es molt
elevada en relacio als vertebrats (Yang and Yu, 2009). El fet que a vertebrats no
hi hagi homoleg de BEAF ha fet suggerir la hipotesi que BEAF ha sorgit com una
proteina necessaria a Drosophila per controlar aquesta alta densitat génica i
permetre |'expressid diferencial de gens head-to-head que comparteixen o

tenen molt a prop les regions reguladores (Yang et al., 2012).

1.2.3.2.3 CTCF

CTCF va ser inicialment descoberta en vertebrats quan s’estudiaven
proteines que s’unien a les regions hipersensibles a nucleases de la seqliéncia
flanquejant el gen c-myc de pollastre (Lobanenkov et al., 1990). Mitjancant
analisis de gels de retard es va veure que s’unia preferencialment a la seqliéncia
CCCTC, d’aqui el seu nom CCCTC-binding factor, CTCF. D’alguna manera

I’expressid de c-myc es veia alterada quan faltava CTCF. Posteriorment ja va ser
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caracteritzada com a proteina d’insulator, comprovant la seva necessitat per

I'activitat enhancer-blocking de varis insulators de vertebrats (Bell et al., 1999).

No va ser fins uns anys més tard que se’n va identificar un homoleg a
Drosophila, anomenat dCTCF o simplement CTCF (Moon et al.,, 2005). Com a
vertebrats, la CTCF de Drosophila té 11 zinc fingers amb els que pot reconeixer la
mateixa seqiiencia de DNA que el seu homoleg. Es va comprovar que té activitat
enhancer-blocking, essent essencial pel funcionament del Fab-8. Mitjangant
immunotincions de cromosomes politénics s’ha vist que colocalitza extensament

amb CP190 pero poc amb Su(Hw) o Mod(mdg4).

Juntament amb CP190, CTCF es troba unit a sis dels insulators que
separen els dominis del Complex Bitorax. La manca de CTCF causa alteracions en
el patro d’expressié6 d’Abdominal-B i en conseqiéncia transformacions
homeotiques (Mohan et al., 2007). De fet s’ha arribat a proposar que a
I'emergéncia dels metazous bilaterals (Bilateria) —que van patir la gran
diversificacié durant I'explosié cambrica— hi va jugar un paper essencial CTCF,
sense la qual I'organitzacid dels gens homeotics no hagués tingut lloc (Heger et
al., 2012). En efecte CTCF és present a la major part de clusters de gens
homeotics dels llinatges que en tenen, tenint el paper d’organitzador de les
regions reguladores que els controlen. Analisis de CHIP on ChIP mostren que tot
i que es troba molt present a regions intergéniques també es mostra present
amb freqiiéncia a les immediacions de TSS (Smith et al., 2009). Aixi, es situa en
una situacido a mig cami entre el cas de BEAF, molt génic, i Su(Hw), clarament
intergénic. D’aquesta manera s’ha proposat que CTCF sigui un tercer tipus
d’insulator diferenciat dels altres dos (Gerasimova et al., 2007; Bushey et al.,
2009). CTCF s’ha trobat particularment enriquit als extrems de dominis silenciats
gue contenen la marca H3K27 trimetilada, i una deplecié de CTCF produeix
disminucions d’aquesta marca a aquests dominis, recalcant la importancia que
té a ’hora de mantenir els dominis de Polycomb, tal i com succeeix als iab del

Bitorax (Van Bortle et al., 2012).

47



INTRODUCCIO

1.2.3.2.4 CP190

CP190 (Centrosomal Protein 190) és una proteina de 1096 aminoacids
que pesa 190 KDa, que té motius Zinc finger, un motiu BTB, una senyal de
localitzacid nuclear i una senyal de localitzacié al centrosoma (Oegema et al.,
1995; Whitfield et al., 1995). Precisament va ser identificada per primera vegada
a causa de la seva preséncia al centrosomes, com a resultat d’una purificacié de
complexes proteics d’extracte d’embrions de Drosophila que s’unissin a una

columna d’afinitat de microtubuls (Kellogg and Alberts, 1992).

Durant la interfase, CP190 es troba dins dels nuclis. Quan la ceél-lula
entra en mitosi i hi ha el trencament de I'embolcall nuclear localitza als
centrosomes, fins la telofase, quan torna al nucli (Oegema et al., 1997). Al nucli
s’uneix a cromosomes politénics a un gran nombre de loci (Whitfield et al.,
1995). No sembla que tingui cap rol essencial als centrosomes ja que en mutants
de CP190 no veu alterada ni I'organitzacié dels microtubuls, ni la formacié de
centrosomes ni la mitosi en general. Es més, la letalitat causada per mutants
nuls de CP190 pot ser rescatada per una forma truncada de la proteina que és
incapac de localitzar als centrosomes, suggerint que la funcié essencial de CP190
és la que es ddna al nucli durant la interfase, restant una incognita que hi fa als

centrosomes (Butcher et al., 2004).

No obstant, tot i que la mitosi es vegi inalterada en mutants de CP190,
si que s’han observat defectes en I'expansié axial, un procés de distribucio dels
nuclis dins I'embrid de Drosophila al llarg de I'eix antero-posterior que és
dependent d’actina i miosina. Més concretament s’ha vist que la manca de
CP190 afecta a I'organitzacié de la miosina restant inalterada I'actina. El mateix
mutant de CP190 que no localitza a centrosomes pero si al nucli no pot rescatar
aquest defecte, suggerint que hi ha alguna connexid entre la preséncia de CP190
al centrosoma i la formacié de Il'esquelet d’actina/miosina als embrions

(Chodagam et al., 2005).
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La primera indicacié que CP190 podria estar participant de la funcié
insulator al nucli ve de la troballa que forma complex amb Su(Hw) i Mod(mgd4)
a linsulator de Gypsy, i que a més n’és essencial pel correcte funcionament
d’aquest (Pai et al., 2004). Es va trobar que colocalitzava extensament amb
aquestes dues proteines a cromosomes politénics i també als insulator bodies,
gue desapareixien en mutants de CP190. Tot i que no s’unia directament al DNA
de l'insulator de Gypsy, si que ho feia a un altre insulator com el del locus
yellow-achaete. Es va proposar un model en que totes tres proteines juntes eren
capaces de formar ultra-estructures de la cromatina com loops per tal saillar

regions.

Posteriorment es va veure que CP190 també s’associa amb CTCF i
colocalitzen tant a cromosomes politénics com als insulators del complex bitorax
(Gerasimova et al., 2007; Mohan et al., 2007). A més, CTCF també es troba als
mateixos insulator bodies en els que colocalitzen Cp190, Su(Hw) i Mod(mdg4).
CP190 és essencial per, tal i com passa amb CTCF, I'activitat enhancer-blocking
del Fab-8. S’ha vist que la unié de CP190 a la cromatina no només canvia segons
el tipus cel-lular sind que pot canviar com a resposta a estimuls externs com

heat-shocks o la recepcio d’ecdisona (Wood et al., 2011).

Un analisi a tot el genoma de la localitzacié de CP190 utilitzant CHIP on
ChIP mostrava que més de la meitat dels llocs d’unié es trobaven a regions
géniques i una gran proporcié d’aquests a les proximitats de TSS de gens actius
(Bartkuhn et al., 2009). D’aquests llocs un 23% coincideixen amb llocs d’unié de
CTCF. Tant els llocs prop de TSS com els intergenics mostren una clara deplecié
de nucleosomes. Dels llocs compartits amb CTCF hi ha un fort enriquiment en

limits de regions riques en H3K27 trimetilada.
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Figura 13.- Localitzacié al genoma de les proteines d’insulator en relacié als 5’ i 3’ dels gens
anotats. En fragments de 200 pb es mostra una normalitzacié dels gens mostrant 1Kb amunt i avall
del gen i 600 pb a partir i fins als inicis i final de gens. Su(Hw) és la que més preséncia té a regions
intergéniques, mentre que BEAF la més sobrerepresentada al 5’ dels gens i CTCF té un paper

intermig (Bushey et al., 2009).

A més de les colocalitzacions a politénics de CP190 amb Su(Hw) i CTCF
(pero no entre elles) s’ha descrit la forta colocalitzacio amb BEAF, que té molta
més tendéncia a unir-se a TSS i per tant tampoc colocalitza fortament ni amb
CTCF ni amb Su(Hw). Aixi s’"ha proposat un model (Bushey et al., 2009) en el que
CP190 seria la proteina en comu als tres tipus d’insulators —BEAF, CTCF i
Su(Hw)— cadascun amb la seva xarxa de seqiéncies d’unid, pero totes tres amb
un mecanisme de funcionament similar que implica formacié d’estructures de
cromatina i organitzacié dins del nucli dels cromosomes i que involucraria a
CP190 en un paper central en la formacié d’aquestes xarxes. Aquest paper
passaria per la interacciéd de CP190 amb totes tres a través del seu domini BTB
(Oliver et al., 2010) i també la formacié de dimers de CP190 que permetrien

I"'agrupament en complexes d’insulators distants (Bonchuk et al., 2011).

50



INTRODUCCIO

A)

Su(Hw) insulator dCTCF insulator BEAF insulator

B)

dCTCF BEAF
SuHw) (o &\ CP190
e RN

C)

—\

( SuHwydCTCF

. BEAF/dCTCF
&P crie0

Figura 14.- La hipotesi de les tres sub-classes d’insulator. A) CP190 seria una proteina comu a tots
tres tipus, cadascun d’ells determinat per la proteina que s’uneix al DNA: CTCF, Su(Hw) o BEAF. Mod
(mdg4) també en formaria part en el cas de Su(Hw) i potser de CTCF B) Diagrama de Venn de
localitzacio totes quatre proteines. Totes tenen una part compartida amb CP190 i una part propia,
perd no compartida entre elles. C) Loops de DNA causats per interaccions de proteines d’insulator,

amb CP190 fent de pont entre elles (Bushey et al., 2009).
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1.2.3.2.5 Models d’interaccid entre diferents tipus d’insulator

Darrerament gracies als avengos en técniques genome-wide s’han
intensificat els estudis de posicionament i combinatoria de les proteines
d’insulator al genoma, aportant noves dades i hipotesis sobre la seva funcid i
classificacié (Negre et al.,, 2010; Hou et al.,, 2012; Schwartz et al., 2012; Van
Bortle et al., 2012). Partint de la hipotesi de les tres sub-classes d’insulator amb
CP190 com a peca comu (Bushey et al., 2009), Negre i col-laboradors (Negre et
al., 2010) han proposat una classificacié alternativa en la que només hi hauria
dos tipus diferents d’insulators: la Classe | serien aquells que es troben enriquits
a promotors, introns, 5’UTRs, finals de transcripcié de gens i també regions
intergéniques (CP190, CTCF, BEAF); i la classe Il serien tots els insulators
associats a Su(Hw), molt més presents a regions intergéniques que la Classe I. La
Classe | tindria algun rol en els promotors adjacents divergents, on les seves
proteines s’hi troben enriquides, i totes dues Classes es troben enriquides en
promotors alternatius. L’altra classificacioé alternativa proposada (Schwartz et al.,
2012) defensa que l'agrupacido en dues o tres classes implica un llindar de
discriminacié arbitrari entre propers o no a TSS i postula que enlloc de
simplificar s’han de tenir en compte totes les combinacions que es troben al
genoma (no totes les combinacions hi tenen lloc) i agrupen els insulators en

setze classes.

A més en aquest estudi es remarca una significativa correlacié entre
presencia d’insulator i deplecié de nucleosomes, aixi com una forta preséncia als
limits de regions enriquides en H3K27 trimetilada. Aquesta Ultima observacié es
veu també verificada en I'estudi de Van Bortle i col-laboradors (Van Bortle et al.,
2012), en la que es proposa que els insulators sén fonamentals per mantenir
restringits es dominis silenciats de H3K27 trimetilada, observant que en RNAi de
proteines d’insulator els nivells d’aquesta marca d’histones es veu reduida en els
dominis. A I'estudi de Schwartz i col-laboradors (Schwartz et al., 2012) s’observa
que la deplecié de proteines d’insulator no porta a grans canvis d’expressid

génica utilitzant RNAi en cel-lules S2.
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1.2.3.3 Els insulators des d’una perspectiva evolutiva

Amb I'excepcio de CTCF, totes les proteines d’insulator descrites fins a
I'actualitat es troben només a insectes. Mentre que la presencia d’homolegs de
CP190 i Su(Hw) esta repartida entre tots els insectes, Mod(mgd4) no ha estat
trobat més enlla de Drosofilids i mosquits i BEAF només té homolegs a
Drosophila (Schoborg and Labrador, 2010). El cas de BEAF ha estat extensament
estudiat perqueé la seva preséncia es correlaciona amb una caracteristica de
Drosophila com és I'alta densitat génica. La preséncia d’aquesta proteina a les
regions reguladores que hi ha entre gens proxims i divergents, molt freqlients a
Drosophila, ha suscitat una possible explicacio evolutiva de la seva conservacio a

Drosophila perd no en altres espécies (Yang et al., 2012).

CTCF és una proteina molt conservada: no només es troba a Drosophila
i a vertebrats, sind a tot el grup de metazous Bilaterals, tant deuterostomats
com protostomats, amb algunes excepcions com alguns nematodes o els
platihelmints. O sigui que I'origen de CTCF es troba com a minim a I'ancestre
comu de deuterostomats i protostomats (Heger et al., 2012). També les
seqiéncies d’'unié de CTCF es troben ben conservades. El fet que per una banda
CTCF és una peca clau de la regulacié de gens homeotics a vertebrats i a
Drosophila, i per altra la forta correlacié entre la preséncia de CTCF i clusters de
gens homeotics ha fet proposar als autors (Heger et al., 2012) que CTCF va ser
essencial per a I'emergéncia dels Bilaterals durant I'explosié cambrica ja que
sense aquesta proteina no s’haguessin pogut regular les separacions entre

dominis caracteristiques dels clusters de gens Hox.
1.2.3.3.1 CTCF i els insulators a vertebrats

El primer insulator descrit a vertebrats es troba al locus de la beta-
globina de pollastre (Chung et al., 1993). A 5’ del gen hi ha un lloc hipersensible
a nucleases (HS4) que no només ha demostrat tenir activitat enhancer-blocking
sind que a més protegeix el gen de la beta-globina d’una regié silenciada

adjacent. Fa de barrera entre una zona hiperacetilada, hipersensible a DNAsa i
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una zona hipoacetilada i resistent a DNAsa. Aquest insulator conté un lloc d’unié
de CTCF, essent CTCF suficient per conferir activitat enhancer-blocking (Recillas-
Targa et al., 2002). També hi ha un altre insulator amb unié de CTCF al canto 3’
del gen, suggerint la idea que els dos insulators flanquegen el locus de manera a

preservar I'estat de cromatina obert i la correcta expressid del gen.

Un altre exemple ben estudiat i on el rol de CTCF és essencial és el locus
1gf2/H19 de ratoli (Arney et al., 2006). En aquest locus hi ha dos gens activats pel
mateix enhancer pero que tenen empremta genetica: I'lgf2 s’expressara de la
copia paterna mentre que H19 ho fara de la materna. El gen Igf2 potencia el
creixement fetal i placentari, mentre que H19, que genera un RNA no codificant,
retarda aquest creixement. Hi ha un insulator que bloqueja l'activacié de
I’enhancer sobre el promotor de Igf2 només en la copia materna (Figura 15-a).
Aguest insulator té llocs d’unié de CTCF que sén fonamentals: si s’eliminen hi ha
expressid bial-lélica de Igf2 perqué l'insulator deixa de funcionar a la copia
materna. Per tal que l'insulator no funcioni de manera normal al cromosoma
patern aquest es troba metilat, de manera que CTCF no s’hi pot unir i I'enhancer
activa I'lgf2 (Yang and Corces, 2011). En humans el funcionament d’aquest locus
és el mateix, i el malfuncionament de l'insulator pot portar al sindrome de
Beckwith-Wiedeman, on només s’expressa 1gf2 i no H19 ja que presenta micro-
delecions del lloc d’unié de CTCF. Aquest sindrome provoca sobre-creixement

del fetus i alt risc de formacié de tumors (Herold et al., 2012).

El funcionament de CTCF al locus H19/Igf2 implica la formacié de loops
de cromatina (Figura 15-b). Un candidat a mediar aquests loops junt amb CTCF
és el complex de la cohesina (Wendt et al., 2008). De fet, d’estudis genome-wide
s’ha observat una extensa colocalitzacié entre els dos. S’ha demostrat que la
cohesina s’uneix a CTCF i és necessaria per formar interaccions de cromatina a
distancia. El model és que CTCF s’uneix al DNA especificament i la cohesina, que
esta a més implicada en cohesioé de les cromatides germanes, confereix capacitat
d’unid entre diferents loci (Gause et al., 2008; Parelho et al., 2008; Rubio et al.,

2008; Wendt et al., 2008).
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Figura 15.- Regulacié del locus 1gf2/H19. A) A I'al-lel matern CTCF impedeix 'activacié d’lgf2, mentre
que al patern la metilacié de I'insulator no permet la unié de CTCF i Igf2 es pot transcriure. B) Model
de funcionament de l'insulator a partir d’experiments 3C. L’insulator contacta fisicament amb
I’enhancer impedint I'activacié d’lgf2 en I'al-lel matern només si hi ha CTCF (Wallace and Felsenfeld,

2007).

La mutaciéo de CTCF és letal a embrions de ratoli, i multitud d’estudis
n‘han demostrat la rellevancia en molts processos: desenvolupament
embrionari, desenvolupament neuronal, diferenciacié hematopoiética,
desenvolupament de la retina, regulacié de microRNAs, etc (Wallace and

Felsenfeld, 2007; Herold et al., 2012).

A nivell genomic la seva localitzacié reflexa el que succeeix a
Drosophila, és a dir que tant es troba prop de TSS com a regions intergéniques

(Kim et al., 2007). També s’han estudiat les interaccions géniques mediades per
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CTCF mitjangant ChIA-PET, que va revelar més de 1800 interaccions (Handoko et
al.,, 2011). Aquestes reflexaven separacions entre dominis reprimits de H3K27
trimetilada i dominis actis de H3K4 trimetliada. A més, molts del llocs de CTCF
coincideixen amb llocs associats a la lamina (LADs), reenforcant la idea de CTCF

com a organitzador genomic (Guelen et al., 2008).

1.2.3.3.2 Els insulators com a organitzadors de la cromatina

Les observacions tant a vertebrats com a Drosophila indiquen que els
insulators, mitjancant les proteines que s’hi uneixen, estableixen contactes entre
ells i amb altres elements reguladors (promotors, enhancers) i és a través
d’aquests contactes que finalment s’obté I'expressid génica pertinent. Aixi, a
través Unicament d’una funcié arquitectonica acabarien per donar lloc a una
regionalitzaci6 de les regions cromosomiques que contenen elements
reguladors que explicaria els efectes observats des dels inicis del seu estudi: el
bloqueig de l'acci6 d’un enhancer sobre un promotor; l'efecte barrera,
delimitant I'extensié de I'estat epigenétic de la cromatina; o finalment la divisié

d’una mateixa regio reguladora en dominis independents malgrat ser adjacents.

Aguesta explicacid ve reforcada per les interaccions dels elements
insulator amb elements del nucli, com la lamina, la matriu nuclear o els
complexes del porus nuclear. A través d’aquestes interaccions es poden crear
punts d’anclatge que, coherentment amb les hipotesis de regionalitzacié del
nucli, ajudin a crear aquests dominis de cromatina d’acord amb el seu estat
transcripcional. A gran escala, les agrupacions dins del nucli son observables i

podrien ser el que coneixem com a insulator bodies.

Diversos estudis recents han proposat que la cromatina al nucli esta
compartimentalitzada fisicament (Dixon et al., 2012; Hou et al., 2012; Sexton et
al., 2012). Aquesta organitzacié d’alt ordre (higher-order chromatin
organization) sumaria una nova capa de regulacié als també descrits diferents

tipus de cromatina segons les marques epigenétiques (Filion et al., 2010).
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Figura 16.- Modelitzacié del funcionament dels insulators. A) Un gen eucariota tipic amb varis
enhancers que el poden activar (E1, E2, E3), dos insulators per delimitar-los (In), i un inici de
transcripcié amb la Pol Il i el complex Mediator (activador transcripcional). B) els anells vermells, que
en vertebrats serien de cohesina, i les proteines d’insulator estableixen contactes que deixen fora els
enhancers inapropiats (E2 i E3) i permeten I'activador per part de I'apropiat (E1). C) finalment,
agrupacions de regions amb un mateix estat transcripcional serien portades al mateix lloc a través

dels insulators i es formen els insulator bodies (Hou and Corces, 2012).

Els compartiments fisics —dominis— poden incloure varis tipus de
cromatina definida per la preséncia de proteines especifiques i marques
epigenétiques, amb la cromatina activa preferencialment situada als extrems i la
silenciada a l'interior (Hou et al., 2012). Aquests dominis, o dominis topologics
(Dixon et al., 2012), es defineixen com regions molt extenses, de |'ordre de
megabases, de cromatina que interacciona amb ella mateixa. Els dominis acaben
de manera abrupta en regions petites que funcionen de limit entre un domini i
altre. S’ha observat, tant a vertebrats com a Drosophila, que hi ha un clar
enriquiment de les proteines d’insulator a les regions que delimiten els dominis
topologics (Dixon et al., 2012; Hou et al., 2012). Aix0 suggereix que els insulators
poden tenir un paper important a gran escala en la compartimentalitzacié de la

cromatina al nucli i la delimitacié de dominis topologics.

A vertebrats el complex de les cohesines ja ha demostrat la seva

capacitat de posar en contacte diferents fibres de cromatina. Sembla clar que un
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dels mecanismes, si no el principal, de funcionament dels insulators a vertebrats
és posant en contacte difererents regions reguladores a través de la unié de
CTCF al DNA i de la interaccio d’aquest amb les cohesines, que creen una xarxa
de contactes intercromosomals de llocs CTCF. A Drosophila no s’ha demostrat la
participacid de la cohesina en insulators ni de cap complex similar, per tant s’ha
d’investigar el mode de funcionament de proteines com CP190, per qui s’ha
proposat un rol d’engranatge entre tots els tipus d’insulator, i s’ha de veure si
interacciona amb noves proteines que puguin donar més pistes sobre com

funcionen els insulators de Drosophila.
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El nostre centre d’interés sén els elements insulator i la seva
contribucié a la regulacié de I'expressid genica utilitzant com a organisme model

Drosophila melanogaster. Els objectius d’aquesta tesi son:

— Analisi de la regié reguladora d’Abdominal-B: estudiar I'element
regulador Fab-6 i el seu rol com a insulator, possibles mecanismes de

funcionament i proteines involucrades.

— Identificacié de proteines implicades en [|'activitat insulator:
analitzar el complex proteic de CP190 i caracteritzar-ne els
components, amb especial énfasi en aquells que no han estat descrits i

estudiar-ne la funcid.
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3.1 Materials

3.1.1 Primers

Taula 1.- Llista de primers utilitzats. Cada primer es mostra en direccié 5’ -> 3’ i se n’indica
"'experiment per al que s’ha utilitzat.

Primers Seqiiéncia 5’ - 3’ Experiment

tubulina f ACCTGAACCGTCTGATTGGC RT-PCR

tubulinar GCAGAGAGGCGGTAATCGAG RT-PCR

act f GCGCGGTTACTCTTTCACCA RT-PCR

actr ATGTCACGGACGATTTCACG RT-PCR

rp49 f GTGCGAGTGCCGAGTTAAT RT-PCR

rp49 r TGGTTGCTGCTATCCCAATCTC RT-PCR

pET 8436 U AAACTCGAGATGCCCCGAAAGAAGT Generacid d'anticossos
pET 8436 L AAAGGATCCTTAATCGCGTAGG Generaci6 d'anticossos
pET 9740 U AAACTCGAGATGTCGCAAGC Generacié d'anticossos
pET 9740 L AAAGGATCCCTACTCGCATTC Generacid d'anticossos
WLE6 TCATCCTGGAGACGCTTAACT Comprovacié mutant ARB1
Vha 5' ATAACAAAACCAGGCGCAA Comprovacié mutant ARB1

CP190-R1 Upper

TAATACGACTCACTATAGGGCGCCTAGT
CCAAAGGGAATAC

RNA doble cadena

CP190-R1 Lower

TAATACGACTCACTATAGGGAACGATTT
GAGCCACCTGAT

RNA doble cadena

CG8436-R1 U TAATACGACTCACTATAGGGAACAAATT | RNA doble cadena
CTGGACGATGCTG

CG8436-R1L TAATACGACTCACTATAGGGTTCTTTGCT | RNA doble cadena
TTCGTCCAGGT

CG9740-R1 U TAATACGACTCACTATAGGGTCGGTATT | RNA doble cadena
AAGGTGGAGGCT

CG9740-R1L TAATACGACTCACTATAGGGTCGGTCAA | RNA doble cadena
GTAGCTCACCAAG

LaczU TAATACGACTCACTATAGGGATGACCAT | RNA doble cadena
GATTACGCCAAGC

LacZL TAATACGACTCACTATAGGGCAATTTCCA | RNA doble cadena

TTCGCCATTCAG

CP190 Upper

AAACTCGAGATGGGTGAAGT

Clonatge CP190-TAP

CP190-C Lower

AAAGATATCTAGCTCCTCCTTCGCCGC

Clonatge CP190-TAP

BS Motif U TCTGTGTTTTGACTATTTTACATTTGACCA | EMSA
TGGAT

BS Motif L TCTGATCCATGGTCAAATGTAAAATAGTC | EMSA
AAAACA

BS Fals U TCTGTGTTTTGACTGGCCTTCTGTTGACC | EMSA
ATGGAT

BS fals L TCTGATCCATGGTCAACAGAAGGCCAGT | EMSA
CAAAACA

BS PolyT U TCTGGAATAACATAGAATAACATAGAAT | EMSA
AACA

BS PolyT L TCTGTGTTATTCTATGTTATTCTATGTTAT | EMSA
TC

BS Nostre 3x U TCTGCTATTTTACATTTTATTGACATTTTA | EMSA

CATTGAGCTTACTCTTCTACATTTTACATT
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BS Nostre 3x L TCTGAATGTAAAATGTAGAAGAGTAAGC | EMSA
TCAATGTAAAATGTCAATAAAATGTAAA
ATAG

BS CTCF U TCTGCATTTATTACATTGGTTTGTGTCTTT | EMSA
GCTTATCGCAACTAC

BS CTCF L TCTGGTAGTTGCGATAAGCAAAGACACA | EMSA
AACCAATGTAATAAATG

Fab-8 U CTTTGACGAGTTTTCCAAGC Clonatge Casper-EnhW-Fab-8

Fab-8 L GGGCTACCAGTGCGTGGCC Clonatge Casper-EnhW-Fab-9

HS1 U TTTATCTTGCGATGGCTGC Chip

HS1 L GAAGATGACTAAATCCAATGC Chip

HS2 U ATTCAAATTCCGTTAGGTGC Chip

HS2 L ATCTACTGGGTGTGCGAGG Chip

Mcp U TGCATTCTCATTTTCCCGC Chip

Mcp L ACAACCCACCAGAGGACG Chip

F8 U CAGACATCTTCCGTTCATCC Chip

F8 L TGAATGCTGTTTTGGAATGC Chip

Fab7 U TTGCGCTGGTGTGCGTGC Chip

Fab7 L TCAAGCTGTGTGGCGGGG Chip

Sap5 GTGCGATAGGATTGCTGC Chip

SapM GTTGGGGTACACGCAAGC Chip

Abd-B C GGGTAAGGATAGGCGAACATGT RT-PCR

Abd-BT TTACGGCTCCGGGTACTACG RT-PCR

Fab7X C TATGACGTCCGTTGCTCGTC RT-PCR

Fab7X T AATCGAGGGATCTTGGGAGG RT-PCR

Fab6U (101RT2U) | TTATCTTGCGAT RT-PCR

Fab6L (101RT2L) GCTAAACCCGATTTGCTT RT-PCR

Fab7U (84U) TCTGTGCTTCCCGTG RT-PCR

Fab7L (84L) GAAAGTGCACCGCCCAATAA RT-PCR

CG8436 U AAAGATATCCAATGCCCCGAA Clonatge

CG8436 L AAACTCGAGATCGCGTAGGG Clonatge

CG9740U AAAGGTACCATGTCGCAAGC Clonatge

CG9740 L AAACTCGAGCTCGCATTCAG Clonatge

3 Pin ACCCTTAGCATGTCCGTGG Comprovacié mutant GSV17

843612 CGCCCGGAAATCTTCTGGAT Comprovacié mutant GSV17

9740 5’V CATCGGTTGAATTTACAGCAGC Comprovacié mutant GSV17

3.1.2 Plasmids

Taula 2.- Llista de plasmids utilitzats.

pCasper-EnhW

gen White

Generat per S. Pérez-Lluch. Conté I'enhancer del

pCasper-EnhW-Fab7

Generat per S. Pérez-Lluch. Conté el Fab7 entre
I'Enhancer del white i el mini-white

pCasper-EnhW-

Generat per S. Pérez-Lluch. Conté el Fab6 entre

iab6HS1 I'Enhancer del white i el mini-white
pCasper-EnhW- Generat per S. Pérez-Lluch. Conté el PRE6 entre
iab6HS2 I'Enhancer del white i el mini-white
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CP190-CTAP

En un vector pMK-CTAP hi hem clonat el CDS sencer
de CP190

pET-CP190

Hem insertat el CDS de CP190 (que codifica des de
I'aminoacid 125 fins al final de la seqliéncia) a un
pPET14b per expressar la proteina amb un tag
d’histidines i purificar-la per fer anticossos

pET-CG8436

Hem insertat tot el CDS de Ibf-1 a un pET14b per
expressar la proteina amb un tag d’histidines i
purificar-la per fer anticossos

pET-CG9740

Hem insertat tot el CDS de Ibf-2 a un pET14b per
expressar la proteina amb un tag d’histidines i
purificar-la per fer anticossos

pCasper-Fab8

Conté el Fab-8 entre I'Enhancer del white i el mini-
white. El Fab-8 s’ha amplificat amb els primers Fab-
8UiFab-8L

LD32555

Plasmid provinent del Drosophila Genomics
Resource Center que conté el cDNA de Ibf-1 taguejat
aun HA

paC5.1-CG9740

Plasmid que conté el cDNA de Ibf-2 taguejat a un V5

3.1.3 Anticossos

Taula 3.- Llista d’anticossos utilitzats. Per cada anticos se n’indica I'animal en que es va generar i

d’on el vam obtenir.

Primaris Animal Origen

HA Rata Roche (12CA5)

BEAF Ratoli Hybridoma Bank

NURF-38 Conill Cedit per Paul Badenhorst

Z4 Rata Cedit per Roman Kessler

V5 Ratoli Invitrogen (R960-25)

CP190 Conill Generat al laboratori

1bf-1 Rata Generat al laboratori

1bf-2 Rata Generat al laboratori

Cenp-C Conill Ce‘dit. per Olga Moreno-Moreno i
Monica Torras-Llort

GFP Conill Invitrogen(A-6455)

Tubulina Ratoli SIGMA (A2547)

Actina Ratoli Chemicon (MAB3408)

H3S10 fosforilada Conill Cell signaling (#9701)

Polycomb Conill Santa Cruz (sc-25762)

GAGA Conill Generat al laboratori
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Secundaris

Fabricant

Anti-conill HRP

Amersham (NA 934)

Anti-rata HRP

Jackson (712-035-150)

Anti-ratoli HRP

Jackson (715-035-150)

Anti-conill cy2

Jackson (711-225-152)

Anti-rata cy3

Jackson (712-165-150)

Anti-rata cy2

Jackson (712-225-150)

Els anticossos que s’han generat al laboratori s’han fet seguint el

protocol descrit a (Sambrook et al., 2001). Els anticossos de Ibf-1 i Ibf-2 s’han

generat a partir de la seqiiencia sencera del CDS clonada a un pET14b, i la

proteina purificada s’ha injectat a rates. En canvi I'anticos de CP190 s’ha generat

amb la part de la proteina entre els aminoacids 125-1096 i s’ha fet a conill.
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3.1.4 Linies de Drosophila

white  (w1118): Mutacié al gen white que elimina la proteina.
CP190™": Mutant de CP190 (Pai et al., 2004)

cp190™*!

: Mutant de CP190 (Pai et al., 2004)

CP190™"?: Mutant de CP190 (Pai et al., 2004)

CTCF"*®: Mutant de CTCF (Gerasimova et al., 2007)
PBac{RB}CG8436€O3576: Insercio d’un element pBac(RB) al gen Ibf-2.
P{GSV6}GS16482: Insercié d’un element GSV6 al gen Ibf-2.

JIL1*°: Mutant de JIL-1 (Zhang et al., 2003)

RNAi CG8436 (VRDC 12526): Expressa I’'RNAi de Ibf-1 sota el control
d’un UAS.

B+P7: Conté el Fab-7 entre 'enhancer del white i el mini-white.
Fab8: Conté el Fab-8 entre I’enhancer del white i el mini-white.
Fab6: Conté el Fab-6 entre I’enhancer del white i el mini-white.

PRE-6 (HSiab62): Conté el PRE-6 entre I’enhancer del white i el mini-

white.
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3.1.5 Soques bacterianes

* Per a amplificar plasmids utilitzem DH5a: deoR endA1l gyrA96 hsdR17
(rem™x) recAl relAl supEA4 thi-1 F’[traD36 proAB” lacl® lacZ AM15]

*  Per a expressar proteines utilitzem BL21 (DE3): BF dcm ompT hsdS (7
m~Tg) galA (DE3)

3.1.6 Linies cel-lulars

En aquest treball hem treballat sempre amb la linia S2 o SL2 de cel-lules
de Drosophila, a partir de la qual hem generat linies transfectades tant
transitories com estables. Son cél-lules d’origen embrionari tarda (20-24 hores)
gue creixen en semi-adheréncia als flascons de medi. En algun experiment hem
utilitzat la linia SG4, que és també d’origen embrionari i semblants a les S2, pero
tenen programes transcripcionals diferents. En particular, per al nostre interes,

el gen Abd-B s’expressa mentre que en S2 esta silenciat.
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3.2 Meétodes

3.2.1 Cultius cel-lulars
3.2.1.1 Manteniment

Les céllules S2 (o SL2) es creixen a 252C sense CO, amb medi
Schneider’s insect Medium (Sigma) suplementat amb 100 pg/ml
d’estreptomicina (Gibco), 100 unitats/ml de penicil-lina (Gibco) i un 10% de
serum fetal bovi (FBS) (Gibco), el qual s’ha d’inactivar 30 minuts a 562C. Es
mantenen en flascons Corning de 75 cm’ a una densitat de 1-8-10° cel-lules/ml
en un volum de 5-6 ml, fent dilucions 1/6 o 1/8 cada 3-4 dies. I, per obtenir grans
guantitats de cel-lules per transfectar es prepara un flascé de 175 cm’ fent una
dil-lucié 1/6 en un volum final de 30 ml a partir de cél-lules bastant crescudes i es

deixa créixer durant 3-4 dies.

Per congelar les cél-lules es fa créixer un flascé de 75 cm’ fins a una
densitat de 5-10° cel-lules/ml. Per recollir les cel-lules es transfereix el cultiu a un
falcon de 15 ml i es centrifuga 2 minuts a 1300 rpm a temperatura ambient.
Llavors s’elimina el sobrenedant i es resuspen el sediment cel-lular amb 900 pl
de FBS. Es passa a un criotub i es va afegint gota a gota 100 ul de DMSO. El
procés de congelacié ha de ser lent. Per aix0, primer es guarda el criotub durant
2 hores a -209C, després tota la nit a -802C i, finalment es guarda en nitrogen
liquid. Per descongelar-les s’agafa un criotub guardat en nitrogen liquid i es
descongela rapidament entre les mans. Llavors, es passa a un falcon de 15 ml
amb 5 ml de medi atemperat, es centrifuga 2 minuts a 1300 rpm a temperatura
ambient i es resuspen el sediment cel-lular amb 5 ml de medi. Finalment, es

passa a un flascé Corning de 75 cm’ i es deixa créixer durant 3-4 dies.
3.2.1.2 Transfeccio
Per transfectar transitoriament els DNA plasmidics fem servir el métode

de fosfat calcic. Aquest facilita la seva entrada dins de la cél-lula mitjangant la
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formacié de precipitats de DNA-fosfat. El fet que la transfeccid sigui transitoria
fa que s’hagi d’analitzar en un periode de 24 a 72 hores. Per obtenir suficient
cél-lules per transfectar es fan créixer a una densitat d’aproximadament 6-10°
cél-lules/ml en un volum de 30 ml en flascons de 175 cm’ Un cop quantificada la
concentracié exacta mitjangant un contatge amb la camara de Neubauer,
s’inoculen 2-10° cél-lules en plagues de cultiu de 60 mm”’ (Corning) en un volum
final de 5 ml i s’incuben 24 hores a 259C. Per cada placa es transfecten 10 ug de

DNA en un volum final de 50 pl.

Al dia seglient de plaquejar les cél-lules es preparen en eppendorfs les
guantitats de DNAs necessaries en un volum final de 125 ul i a cadascun es va
afegir 1 ml de CacCl, 0.25 M esterilitzat per filtracié amb un filtre de 22 um. En un
tub falcon de 15 ml s’afegeix 1 ml de HeBs 2x (NaCl 250 mM, KCl 9 mM, Na,HPO,
1.5 mM, glucosa 10 mM, HEPES 50 mM pH 7.1) esterilitzat també per filtracid.
Mentre es vorteja suaument s’afegeix gota a gota la barreja de DNA-CaCl, sobre
el HeBS 2x per produir precipitats de tamany petit i aspecte blanquinds. Aquests
precipitats s’incuben durant 35 minuts a 259C i, transcorregut aquest temps,
s’afegeixen 850 pl per placa. Si fem una transfeccid transitoria incubem les

plaques 48 hores.
3.2.2 Tecniques basiques de treball amb DNA
3.2.2.1 PCR

A les PCR classiques hem fet servir sempre unes condicions estandard a
les que hem hagut de fer variacions segons els oligos (augmentant o disminuint
la temperatura d’hibridacid, i en algun cas variant lleugerament la quantitat de
magnesi) o variacions segons la llargada de I'amplicé (a radé aproximadament d’1

kb per minut d’elongacid).

En una reaccié estandard hi posem el DNA (de I'ordre de nanograms),
MgCl, a 2 mM, els dNTP a 0.4 mM, el tampd a 1X, els primers a 0.5 pmol/uL, i la

polimerasa a 0.05 U/uL. Generalment hem utilitzat la Taq Polimerasa Biotools.
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Els cicles i temperatures estandard que utitzem:

2 min a 952C

1 min a 952C — Desnaturalitzacio
1 min a 55 2C — Hibridacio

1 min a 722C - Elongacié

x 30 cicles

10 min a 722C

3.2.2.2 Transformacio de cel-lules competents

Incubar les cel-lules amb 5 ulL de la lligacié durant 20 minuts en gel. Xoc
téermic de dos minuts a 422C en un bany. Recuperar les cel-lules en 400 ulL de
medi LB sense antibiotic durant 10 minuts. A la flama, plaquejar en una placa

d’LB amb antibiotic. Deixar tota la nit en una estufa a 37°C.

Medi LB

10 grs/L triptona

5grs/L extracte de llevat
10 grs/L NaCl

1 mM NaOH

3.2.2.3 Minipreparacio de DNA plasmidic

Inocular 4 mL de medi LB amb antibidtic amb una colonia aillada. Deixar
créixer tota la nit a 372C i en agitacid. Passar 1,5 mL a un eppendorf i centrifugar
a 9000 rpm durant un minut. Treure el sobrenadant amb pipeta Pasteur i
resuspendre en 100 ul de GTE vortjant. Afegir 200 uL de solucié de NaOH 0,2N-
SDS 1% i desar en gel durant cinc minuts. Afegir 150 ulL d’acetat de sodi 3M,
agitar i desar en gel cinc minuts més. Centrifugar cinc minuts a 14000 rpm,
passar sobrenadant a un eppendorf nou. Afegir 450 uL de fenol/cloroform,
vortejar i centrifugar 2 minuts a 14000 rpm. Recuperar la fase aquosa (superior) i
afegir-hi 1 mL d’etanol fred. Invertir do o tres cops i centrifugar cinc minut a
1400 rpm. Treure el sobrenadant i rentar el pelet amb 300 ulL etanol 70%.
Centrifugar 3 minuts a 14000 rpm, descartar el sobrenadants i deixar assecar el

pélet. Resuspendre’l amb 50 uL de TE 1X i 1 ug d’'RNAsa, 15 minuts a 372C.
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TE 1X
10 mM Tris HCI pH 8
1mM EDTA

GTE

50 mM glucosa

10 mM EDTA

25 mM Tris HCl pH 8

3.2.2.3 Maxipreparacio de DNA plasmidic

Inocular 500 mL de medi LB amb antibiotic amb un minicultiu. Incubar
tota la nit en agitacié a 373C. Centrifugar a 4500 rpm. Descartar el medi i
extreure i purificar el DNA amb Nucleobond. Deixar assecar el pélet de DNA i

resuspendre en 500 uL de TE 1X.
3.2.2.4 Extraccié de DNA genomic

S’ha de posar una mosca en un eppendorf i congelar-lo. Llavors se li
afegeixen 40 ulL de buffer SB i 0.4 uL de proteinasa K 20 mg/mL. Es tritura amb
un pal blau d’eppendorfs. S'incuba 30 minuts a 372C i després dos minuts a 952C

per inactivar la proteinasa. D’aqui se’n fa una dilucié 1/5 per utilitzar-lo en PCR.
3.2.3 Tecniques basiques de treball amb RNA
3.2.3.1 Extraccio d’'RNA

Si fem I'extraccid de larves, en necessitem 15, que posem en un dounce
amb Nitrogen liquid i esclafem mentre el nitrogen s’evapora, de manera que les
larves queden pulveritzades, i procedim a la purificacié amb Trizol. En el cas de
les cel-lules partim d’un cultiu d’un flascé petit que centrifuguem cinc minuts a

300 g i n’extreiem el medi i procedim al Trizol.

Per purificar, afegim 1 mL de Trizol que homogenitzem amb la pipeta,
tot seguit hi afegim 0.2 mL de cloroform, que sacsegem enérgicament, i

centrifuguem a 12000 g 15 minuts a 42C. Extreiem la fase aquosa i la precipitem
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afegint 0.5 mL d’isopropanol, que centrifuguem a 12000 g durant 10 minuts a
49C. Després treiem I'isopropanol, hi posem 1 mL d’etanol 75% i centrifuguem a
7500 g cinc minuts a 42C. Finalment es resuspen el pelet amb 100 ul d’aigua
mili-Q. Addicionalment es pot fer un rentat extra de I'RNA amb I'RNAeasy Kit de

Qiagen.
3.2.3.2 RT-PCR

Es tracta de, en un primer pas, retrotranscriure in vitro 'RNA a DNA
per, en un segon pas, poder-lo amplificar i aixi estimar les quantitats relatives de
diferents molécules d’RNA. La real-time PCR o PCR quantitativa funciona de
manera que hi ha un reactiu, el SybrGreen, que s’uneix al DNA de doble cadena
—per tant als amplicons en una PCR— i que emet fluorescéncia. Aquesta és
detectada pel mateix termociclador i s’utilitza per coneixer la quantitat
d’amplicé generat al cap dels cicles. L'estimacid de les quantitats relatives de
DNA inicial sorgeixen de la idea que, donats un nombre de cicles iguals per a
diferents mostres, aquelles que donen més fluorescéncia partien de més DNA
inicial, i viceversa. Per tant no es tracta d’'una estimacio de la quantitat de DNA
de la que s’originava cada mostra sind d’una estimacié relativa entre mostres
d’un mateix experiment. Es per aixd que sovint s’utilitzen gens de transcripcié
constant i ubiqua (housekeeping) com a referéncia i els resultats d’un
experiment es dénen com a mesura de la relacié dels gens d’interes (target) a un

gen de referéencia housekeeping.

La retrotranscripcié la vam fer amb el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit de Roche. Utilitzem 1 ug d’RNA, un primer oligo-dT (que s’uneix a
tots els RNA poly-A) 2.5 uM, buffer de transcripcié 1X, inhibidor d’'RNAsa 20 U,
mix de dNTP 1mM, i 10 U de Transcriptasa Reversa. Ugem amb aigua fins a 20 uL
i deixem la reaccié 1 hora a 502C. Després inactivem |'enzim esclafant a 852C

cinc minuts i ho guardem en gel.

Per fer la real-time PCR utilitzem el kit Light Cycler 480 Sybr Green |

Master. Fem les reaccions en un volum de 10 ulL, dels quals 1 uL és de cDNA, 0.5
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uL de cada primer, 5 uL de mix de SybrGreen i 3 uL d’aigua. Ho posem en
plaques de 12 x 8 i utilitzem la maquina Light Cycler 480 de Roche. El programa

estandard és el seglient:

5 min a 952C

10 segons a 952C — Desnaturalitzacié
10 segons a 60 2C — Hibridacid

10 segons a 729C — Elongacio

x 45 cicles

3.2.3.3 Sintesi de RNA doble cadena

L’'RNA de doble cadena s’ha utilitzat per fer knock-downs d’un transcrit
a cél-lules S2 mitjancant RNAI. Per a sintetitzar-lo, s’escull una regié de 150-300
pb d’una regié exonica del gen a eliminar i es fa una PCR convencional amb uns
oligos que incorporen als seus extrems el promotor de la RNA polimerasa
bacteriana T7. Amb I'amplic6 de DNA es fa la transcripcié in vitro seguint el
procediment per defecte del kit Megascript T7 d’Invitrogen, inclos el pas de

TurboDNAsa per eliminar el DNA motlle restant.
3.2.4 Tecniques basiques de treball amb proteines
3.2.4.1 Extraccid proteica

Si extreiem proteines de cervell de larva, disseccionem 15 larves Il amb
el mateix temps de vida i amb el mateix genotip i n’aillem els cervells amb les
pinces en PBS1X-NP40 0,05%. Aquests cervells els posem en 200 uL de PLB 1X-
beta-mercaptoetanol 2% els posem a 952C durant tres minuts. Tot seguit els
pipetegem amunt i avall per disgregar i centrifuguem a 14000 rpm 3 minuts.
Recuperem el sobrenadant, soniquem cinc minuts al 30% en un sonicador

Branson.

Si extreiem proteines de cél-lules S2, hem d’agafar un flascé petit a mig

créixer i extreure’n el contingut, que posem en un Falcon de 5 mL. Centrifuguem
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a 300 g cinc minuts i llencem el sobrenadant, que és el medi. Les cél-lules, al
pélet, les resuspenem amb PLB1X-beta-mercaptoetanol 2%, posem a 952C cinc

minuts, pipetegem bé amunt i avall, i soniquem al Branson cinc minuts al 30%.

PLB 5X

0.125 M Tris pH 6.8

22% glicerol

5% SDS

Blau de bromofenol (punta d’espatula)

3.2.4.2 Electroforesi en gel d’acrilamida

L’electroforesi en gel d’acrilamida separa proteines segons el seu pes
molecular. La separacié té lloc en condicions desnaturalitzants amb SDS i a
través d’una matriu de poliacrilamida (PAGE). El gel es compon d’una matriu

apiladora, al 5% d’acrilamida, i una separadora al 10%.

Totes les mostres es carreguen en tampo de carrega (PLB) i amb beta-
mercaptoetanol, havent bullit cinc minuts a 952C. Es corren a través del gel amb

tampdé Laemmli 1X.

Gel apilador
acrilamida:bisacrilamida 29:1 5 %

Tris-HCI 0.125 M pH 6.8
SDS 0.1 %

6 ul PSA 10 %/ml solucié
3 ul TEMED/ml solucié

Gel separador
acrilamida:bisacrilamida 29:1 10-18 %

Tris-HCI 0.4 M pH 8.7
SDS 0.1 %

6 ul PSA 10 %/ml solucié
3 ul TEMED/ml solucié

Tampd Laemmli
1% SDS

2M glicina
250mM Tris base
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3.2.4.3 Western Blot

Un cop hem separat les proteines amb un gel d’acrilamida (SDS-PAGE),
les transferim del gel a una membrana de nitrocel-lulosa. Es transfereix durant
dues hores a 49C a 80V en buffer de transferéncia. Després la membrana es
bloqueja amb solucié de bloqueig durant una hora a temperatura ambient o tota
la nit a 4°C. Després es fan tres rentats amb PBS-tween 0,1%. S’incuba la
membrana amb anticos primari durant una hora i es fan tres rentats més de deu
minuts amb PBS-tween 0,1%. S’'incuba durant una hora amb I'anticos secundari
conjugat amb peroxidasa i es torna a rentar cinc cop cinc minuts amb PBS-tween
0,1%.

Per a revelar afegim sobre la membrana unes gotes de la solucié
reveladora (ECL Western Blotting System de GE Healthcare) de manera que
recobreixi tota la membrana, durant un minut. S’asseca la membrana i s’exposa
cinc minuts a un film d’autoradiografia Curix RP2 (Agfa). El film es revela amb un

HyperProcessor d’Amersham.

Tampd de transferéncia
12 grs Tris Base

12 grs glicina

20 mL SDS 10%

800 mL metanol

Volum final 4L

Soluci6 de bloqueig
5 grs llet en pols
100 mL PBS1X-tween 0,1%

3.2.4.5 Co-Immunoprecipitacio

Partim de dos flascons petits de cel-lules S2 que centrifuguem cinc
minuts a 300 g i rentem amb PBS 3 vegades. Resuspenem el pelet amb buffer de
lisi, vortegem, es lisa amb el dounce B i es deixa 30 minuts a la roda a 49C per
extreure les proteines. Centrifuguem deu minuts a 13200 rpm a 42C. A la
guantitat d’extracte desitjada per immunoprecipitacié li afegim 2 uL d’anticos i

es deixa incubant a 42C 3 hores a la roda. Després s’hi afegeix 50 uL de proteina
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A-sefarosa equilibrada amb buffer de lisi i es deixa a la roda a 42C durant dues
hores. Després es renten els beads de proteina A-sefarosa amb buffer de lisi tres
vegades centrifugant entremig 1 minut a 3000 rpm. Finalment s’elueix afegint

PLB1X-beta-mercapto 2%, bullint 5 minuts a 952C i vortejant.

Amb les elucions de cada IP es corren en un gel SDS-PAGE i se’n fa un
Western Blot utilitzant com a anticos primari la proteina d’interés que volem
saber si es troba en la IP de la proteina immunoprecipitada. Utilitxem com a
input una quantitat d’extracte que correspon al 10% del que hem utilitzat per

immunorecipitar, que també correm al SDS-PAGE i en fem Western Blot.

3.2.5 Immunotincions

3.2.5.1 Cromosomes politénics

Disseccionem les glandules salivals de larva lll en buffer Cohen, en el
qgue hi han de romandre 8-10 minuts. Fem aproximadament larves per cada
preparacio. Treiem el buffer i fixem primer amb la solucié de fixacidé 1 (2 minuts)
i després amb la solucié de fixacid 2 (3 minuts). Llavors transferim les glandules a
un cobreobjectes siliconitzat i hi posem un portaobjectes al damunt, i piquem
diverses vegades amb un llapis, després girem el porta i apretem fort amb el dit.
Llavors amb unes pinces ho suquem en Nitrogen liquid, li treiem el

cobreobjectes i ho posem en un recipient amb PBS-tween 0.05%.

Fem tres rentats amb el PBS-tween 0.05% i bloquegem dos vegades 20
minuts amb PBS-tween 0.05%-BSA 2%. Es posa l’anticos primari diluit en la
mateixa solucid de bloqueig (cada anticos requereix la seva propia dilucid) amb
un cobreobjectes al damunt i s’incuba tota la nit a 42C. Es fan tres rentats de cinc
minuts amb PBS-tween 0.05%, i es posa I'anticos secundari a dilucié 1:400 en
PBS-tween 0.05% durant una hora a temperatura ambient. Finalment rentem
tres cops amb PBS-tween 0.05%, un cop amb PBS i muntem la preparacié amb

DAPI-Mowiol. Els anticossos de Ibf-1 i Ibf-2 els diluim 1:250 i de CP190 1:500.
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Buffer Cohen

MgCl, 10 mM

Glicerol de sodi 3P 25 mM
CaCl, 3 mM

KH,PO,4 10 mM

NP40 0.5%

Kcl 30 mM

Sacarosa 160 mM

Solucid de Fixacié 1
PBS 10X 250 uL
Formaldehid 37% 50 uL
Aigua 2,2 mL

Solucid de Fixacid 2
Acid acetic 1,125 mL
Formaldehid 37% 50 uL
Aigua 1,325 mL

3.2.5.2 Squash de cervells

Disseccionem els cervells de larva 1l en medi sali 0.07% NaCl.
Necessitem uns tres cervells per preparacié. Fem un xoc hipotonic amb citrat de
sodi al 0.05% durant deu minuts. Fixem amb formaldehid al 3,7% durant 30
minuts. Transferim els cervells a un cobreobjectes siliconitzat que conté acid

acetic al 60% i fem un squash com el descrit als politénics.

Bloquegem amb PBS-tritd 0.01%-llet 1% durant una hora. Després
incubem amb I’anticos primari (dilucié variable segons I'anticos) tota la nit a 42C.
Rentem dos vegades amb PBS-tritd-llet i incubem amb I'anticos secundari 45
minuts a dilucié 1:400. Rentem dos cops amb PBS-tritoo-llet, després dos cops
amb PBS i muntem amb DAPI-Mowiol. Els anticossos de Ibf-1 i Ibf-2 els diluim

1:500 i de CP190 1:1000.

3.2.5.3 Cel-lules S2

Posem concanavalina a 0.5 mg/mL sobre els cobreobjectes sobre els
que farem la immunotincié. Als cobreobjectes, en pouets, els hi afegim al

damunt les cel-lules encara en medi de creixement (uns 100 ulL per pou) i
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esperem 2-3 hores a que s’hagin enganxat als cobreobjectes. Després de rentar
amb PBS fixem amb paraformaldehid 4% en PBS durant 15 minuts. Rentem dos
cops 10 minuts amb PBS-trité 0,1%-BSA 1g/L. Incubem amb I'anticos primari
diluit en aquesta mateixa solucid durant una hora a temperatura ambient i
després tota la nit a 42C. Fem tres rentats de deu minuts amb PBS-trit6-BSA i
incubem amb l'anticos secundari a 1:400 en PBS-tritd-BSA durant una hora a
temperatura ambient. Finalment rentem dos cops deu minuts amb PBS-tritd i

dos més amb PBS i llavors muntem amb DAPI-Mowiol.

Si fem la immunotincié impactant les cél-lules hem de fer algunes coses
diferent. D’entrada podem les cél-lules, uns 300 ulL del cultiu, en solucié
hipotonica MAC i ho deixem cinc minuts. Llavors les impactem a la citocentrifuga
a 500 rpm durant 10 minuts i deixem assecar al porta durant una hora. Després
fixem amb paraformaldehid 3.7% durant deu minuts. Rentem amb PBS 15
minuts i bloquegem amb PBS-tween 0,2%-BSA 0,1% dos cops durant deu minuts.
A partir d’aqui fem la immunotincié com I'explicada préviament. Els anticossos

de Ibf-1i Ibf-2 els diluim 1:200 i de CP190 1:400.

Buffer Mac
Glicerol 50 mM
Kcl 5 mM

NaCl 10 mM
CaCl, 0,8 mM
Sacarosa 10 mM

3.2.5.4 Embrions

Primer s’han de decorionar els embrions amb lleixiu directament sobre
la placa de posta durant dos o tres minuts. Fixem amb 2 mL de PEM, 2 mL
d’hepta i 250 uL de formaldehid durant 20 minuts. Extreiem el PEM i afegim 2
mL de metanol i vortegem 20 segons. Extreiem els embrions que queden al fons

del tub i els passem a un eppendorf i rentem amb metanol tres cops.
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Es fan tres rentats rapids amb PBS-trit6 0,1% i bloquegem dos cops 30
minuts amb PBS-trité 0,1%-BSA 1% i s’incuba amb I'anticos primari diluit en la
solucid anterior en agitacid tota la nit a 42C. Al mati es fan tres rentats de 15
minuts amb PBS-trité 0,1%-BSA 1% i s’incuba amb el secundari a 1:400 en PBS-
tritd 0,1% durant dues hores a temperatura ambient. Llavors es renta tres cops
15 minuts amb PBS-tritod 0,1%, després només amb PBS i finalment es munta
amb DAPI-Mowiol. Els anticossos de Ibf-1 i Ibf-2 els diluim 1:500 i de CP190
1:1000.

PEM

Pipes pH 6,9 0,1M
MgS0O,; 2 mM
EGTA1 mM

3.2.6 Purificacié d’'un complex proteic

Partim de 2 L de cultiu cel-lular de cél-lules CP190-TAP induides amb
CuS0O,4 0.07 mM durant tota la nit. Les diluim amb buffer A utilitzant tres volums
el volum del pelet. Lisem les cél-lules amb el dounce L i centrifuguem 15 minuts
a 4500 rpm. Guardem el sobrenadant i tornem resuspendre el pélet amb buffer
A i tornem a centrifugar. Llavors resuspenem amb buffer B, utilitzant dues
vegades el volum del pelet. Aquest cop lisem amb el dounce S, alliberant
I’extracte nuclear. Afegim NP40 0.1% i ho deixem a la roda a 42C 15 minuts.
Centrifuguem a 15000 rpm 30 minuts a 49C. El sobrenadant és I'extracte nuclear

soluble.

Posar junts I’extracte nuclear i els beads magnetics (Dynabeads,
Invitrogen) recoverts amb BSA equilibrats amb buffer B. S’incuba una hora a 42C
a laroda. Es separa el sobrenadant del beads amb un iman i s’hi afegeixen beads
magnetics recoverts amb IgGs i equilibrats amb buffer B. S’incuba 4 hores a 42C
a la roda. Es renten els beads 13 vegades amb buffer de rentat i finalment es

traslladen a un eppendorf des d’on s’elueix amb Glicina 50 mM pH3. Se
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n’afegeixen 30 ul, es vorteja, s’incuba 2 minuts i es recolecta I'elucio, repetint-

ho 4 vegades fins a tenir 120 uL.

Primer de tot fem un gel on hi carreguem un 10% de cada elucié que es
tenyeix amb plata per observar les bandes que hi apareixen. Després acabem de
carregar totes les mostres en un altre gel tenyit amb Comassie que només
deixarem cérrer fins la frontera entre apilador i separador, de manera que totes
les proteines estaran concentrades en una sola banda que tallarem i s’analitzara
per espectrometria de masses. Preparem un gel d’acrilamida de gradient 9-13%.
A les elucions hi afegim PLB1X-beta-mercaptoetanol 2%. Es corre el gel a 60 mA.
L’analisi de les mostres va ser per LC/MS a I'Unitat de Proteomica de I'Institut de

Recerca Vall d’Hebron (Barcelona) a carrec del Dr. Francesc Canals.

Buffer A (2X)
Sacarosa 0.46 M

KCI 120 mM

NaCl 30 mM

MgCl,0.5 mM

Spermina 1mM

Spermidina 0.3 mM

Tris pH 7.4 30 mM
Beta-mercaptoetanol 28 mM
Inhibidors de proteases 250 mL

Buffer B (2X)
Hepes-KOH pH 7.9 40 mM

Glicerol 40%

NaCl 0.6 M

MgCl, 3 mM

EGTA1 mM

DTT 1 mM

Inhibidors de proteases 250 ulL

Buffer de Rentat

Hepes pH7.9 20 mM

Glicerol 20%

NaCl 0.3M

NP40 0.1%

EGTA 0.5mM

DTT 0.5 mM

Inhibidors de Proteases 250 ulL
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3.2.7 ChIP-Seq
3.2.6.1 ChIP

Es parteix de cultius crescuts de cel-lules S2 en flascons de 25 cm’. S'hi
afegeix formaldehid a una concentracié final de 1.8% per crosslinkar proteines i
DNA, durant 10 minuts a temperatura ambient balancejant-se. S’atura la reaccio
afegint glicins a una concentracié final de 0.125 M. Es centrifuga 2 minuts a 1500
g, es fa un rentat amb PBS i el pelet es resuspén finalment amb 10 mL de buffer
de rentat A. S’incuba 10 minuts a la roda, després es torna a centrifugar i es
resuspen el pelet en 10 mL de buffer de rentat B, s’incuba 10 minuts a 42C a la
roda. Es torna a centrifugar i es renta amb TE. Després, en solucié de TE, PMSF
1mM i SDS 0.1% es sonica. Soniquem al sonicador Bioruptor, en cicles de 30
segons d’ences i apagat, fent un total de 25 minuts. Al final es centrifuga a 14000
rpm cinc minuts i es guarda el sobrenadant. S’hi afegeix tritd, deoxicolat de sodi i

NaCl a concentracions corresponents al buffer RIPA.

Llavors hi afegim 2ulL de I'anticos corresponent i ho deixem incubant a
49C a la roda. Al mati afegim 40 ulL de beads de proteina A-sefarosa 3 hores a
4°C a la roda. Després es fan rentats dels beads de cinc minuts centrifugant 2
minuts a 3000 rpm entre cadascun. Cinc rentats amb RIPA, un rentat amb buffer

LiCl i finalment dos rentats amb TE.

Afegim 40 uL de TE amb 0.5 uL de RNAsa i es posa a 372C durant 30
minuts. S’elueix amb 50 uL de NaHCO; 0.2M i 10 uL de SDS 10%, vortejant i
centrifugant a 14000 rpm durant mig minut, i aix0 es repeteix tres vegades fins
aconseguir una elucié de 300 uL. S’incuba a 652C durant tota la nit per
descrosslinkar DNA i proteines. Pel mati es digereixen les proteines amb 3 uL de
proteinasa K 20mg/mL i s’incuba 3 hores a 552C. Finalment es purifica el DNA pel
metode del fenol-cloroform i es precipita amb etanol i acetat de sodi 3M.

Finalment el pélet es resuspén amb 25 uL d’aigua mili-Q.
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Buffer de rentat A
Hepes pH 7.9 10 mM
EDTA 10 mM

EGTA 0.5 mM

Tritd X100 0.25%

Buffer de rentat B
Hepes pH 7.9 10 mM
EDTA1 mM

EGTA 0.5 mM

Tritd X100 0.01%
NaCl 100 mM

RIPA

NaCl 140 mM

Tris Hcl pH8 10 mM
EDTA1 mM

SDS 0.1%

Deoxicolat de sodi 0.1%

Buffer LiCl

LiCl 250 mM

TrisHCI pH8 10 mM
EDTA 1mM

NP40 0.5%

Deoxicolat de Sodi 0.5%

3.2.6.2 Seqienciacid i analisi

El DNA immunoprecipitat es va processar i seqiienciar a la Functional
Genomics Core de l'Institut de Recerca Biomédica de Barcelona per David
Fernandez i Herbert Auer. La llibreria es va preparar a partir de 10 ng de DNA,
qguantificats amb Qubit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen). Reparacié d’extrems,
adenilacid, lligacié d’adaptadors i enriquiment per PCR de 18 cicles es van
realitzar amb TruSegRNA Sample Prep Kit (lllumina). Les llibreries purificades es
van quantificar amb Qubit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen) i la distribucié per
mides es va evluar amb el BioAnalizer DNA 1000 (Agilent). La seqlienciacio
single-end de 50 nucleotids es va fer al Genome Analyzer lix. El control de

qualitat de les dades es va fer amb el Software Casava 1.8.2.
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L’analisi de la seqlienciacio, control de qualitat, anotacid, solapaments i
tests estadistics han estat realitzats per Oscar Reina de la unitat de
Bioinformatica de I'Institut de Recerca Biomédica de Barcelona. Els analisis s’han
dut a terme amb R i Bioconductor (Gentleman et al., 2004; Team, 2011). Les
dades de sequenciacié Solexa/Illumina de CP190, CG8436 (Ibf-1) i CG9740 (Ibf-2)
i input a mosques wild-type es van pre-processar amb Illumina pipeline versio
1.9 les seqliéncies alineades al genoma de Drosophila melanogaster (UCSC dm3
version) amb el software lllumina Eland v2. Es van mantenir les seqiieéncies que
mapaven a una sola regié del genoma, deixant lloc per a fins dos mismatch a les

primeres 32 bases i sense alineaments amb gaps.

Com que els artefactes de sobre-amplificacié de la PCR tipicament
resulten en una mateixa seqléncia repetida moltes vegades, el filtre
DuplicateReads de htSeqTools package (Planet et al., 2012) va ser utilitzat per
detectar-los i extreure’ls, amb un FDR de I'1%. També es van extreure biaixos
especifics de cadena utilitzant alignPeaks del mateix Package. Per determinar els
llocs d’unié es van fer dos passos. Primer, es va fer servir enrichedRegions a
htSeqTools per trobar regions genomiques cobrint més de 10 reads i mostrant
gran acumulacid de seqiéncies a la IP comparat amb el control. Es seleccionen
les regions amb coverage de més de 10 i es compara la proporcié de reads
dins/fora de cada regid entre la mostra IPP i el seu control amb una regressio
logistica de test de versemblanca. Es van definir les regions enrquides com
aquelles amb un p-valor Benjamini-Yekutieli menor que 0.05. En un segon pas,
s’utilitza enrichedPeaks de htSeqTools per definir els pics com a localitzacions
dins de les regions enriquides amb una diferencia de coverage entre mostres de

100.

Els pics es van anotar amb annotatePeaklnBatch del package
ChIPpeakAnno (Zhu et al., 2012), que informa dels gens solapats amb pics
identificats (amb distancia maxima de 100 pb) i també el gen més proper a cada
pic. Els solapaments entre proteines i els diagrames de Venn es van generar amb

Vennerable (Swinton, 2011).
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El package rGadem es va utilitzar per fer les cerques de motifs entre les
seqiéncies genomiques, amb les opcions per defecte del software. Els logos es

van generar amb el package Seqlogo.

Els gens amb promotors alternatius es van identificar com aquells que
tenen més d’un TSS diferent a més d’1Kb de distancia en el UCSC dm3. Un test
de chi-quadrat va ser usat per estimar la significativitat estadistica de
I’enriquiment de gens amb binding sites entre gens amb promotor alternatiu. Un
test amb gens seleccionats a I'atzar (1000 permutacions) es va realitzar per

refusar significancia d’enriquiment de gens random en promotors alternatius.

Les regions amb els promotors head-to-head (HH) o tail-to-tail (TT) es
van classificar amb el genoma dm3 de UCSC. Per estimar la significancia
estadistica de I'enriquiment HH o TT contra el que s’esperaria per atzar, es van
simular binding sites (1000 permutacions) de manera que poguessin seguir la
mateixa proporcid per cromosoma com els experiments reals i la mateixa
distribucié d’amplada de pics. Per cada permutacié es va computar la proporcié

de solapaments dels llocs a I'atzar amb els HH i TT i se’n va treure un p-valor.
3.2.7 Analisi de microarray d’expressio
3.2.7.1 RNAI

En plaques de sis pous, posem 2.5 milions de cél-lules en 2.5 mL per
cada pou. Afegim 15 ug de dsRNA a les 0 hores, 48 hores i a les 72 hores i
recollim a les 96 hores. A les 72 hores, abans d’afegir-lo, diluim les cél-lules a la

meitat. Extraiem I'RNA del cultiu i n’utilitzem 1 ug pel microarray.
3.2.7.2 Microarrays

La preparacio de la llibreria de cDNA i la hibridacié amb el microarray es
van fer al Functional Genomics Core de l'Institut de Recerca Biomedica de
Barcelona (IRB). La preparacié i amplificacié de la llibreria de cDNA es van dur a

terme partint de 25 ng d’RNA total amb WTA2 (Sigma-Aldrich) i 19 cicles
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d’amplificacié. 8 ug de cDNA van ser subseqiientment fragmentats amb DNAsal i
biotinilitzats amb transferasa terminal obtinguda de GeneChip Mapping 10Kv2
Assay Kit (Affymetrix). La mescla d’hibridacié es va preparar d'acord amb el
protocol d'Affymetrix i es va hibridar la mostra a un GeneChip Drosophila
Genome 2.0 Array d'Affymetrix. Els arrays van ser escanejats amb un GeneChip
Scanner 3000 (Affymetrix). Els arxius CEL es van generar d'arxius DAT amb el
software GCOA (Affymetrix). Per generar les estimacions d’expressio log2, la
intensitat global de I'array es va normalitzar entre arrays aixi com la intensitat de
les sondes utilitzant I'algoritme Robust Multichip Average, RMA (Irizarry et al.,

2003).

3.2.9 Analisi de retard d’electromobilitat (EMSA)

En primer lloc cal hibridar els oligonucleotids complementaris per fer
les sondes de DNA doble cadena. Posem 5 pmols de cada oligo en 200 ulL de
biffer d’hibridacid. Ho posem al bany a 1002C i deixem que es refredi durant tota

la nit.

Després hem de marcar les sondes radioactivament. Posem 1.5 pmol
d’oligos hibridats amb 3.3 pmols de dATP amb fosfor marcat (oc32 P), una barreja
de dCTP, dGTP i dTTP a 1ImM i 1 uL de polimerasa Klenow. Ho deixem 15 minuts
a 309C. Al final afegim una barreja de dNTPs 1mM i 15 minuts a temperatura
ambient. Ho purifiguem amb una columna Micro-Spin i finalment diluim afegint

70 ulL de buffer d’hibridacié als 34 ulL.

Llavors incubem la proteina amb el DNA. La proteina I’'hem obtingut
d’expressar en bacteris un plasmid induible amb IPTG que conté el CDS de cada
proteina i que després purifiquem utilitzant un tag d’histidines i una columna de
niquel (Sambrook et al., 2001). Posem 5 ulL de I'extracte, 1 uL de DNA d’esperma
de salmé a 0.1 uG/uL, 1 uL de BSA 10ug/uL, 1ulL de la sonda radioactiva i buffer

de binding fins a 10uL. Ho incubem 15 minuts a 42°C.
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El gel és del 8% d’acrilamida en TBE 0.25X, de 0.75 mm de gruixudesa.
Abans de carregar les mostres fem un pre-run a 200 V i 42C fins que I'amperatge
baixa a la meitat de l'inicial. Llavors carreguem les mostres incubades, i corre a
200V. Un cop corregut s’asseca el gel a I'assecador 30 minuts i es revela a la
pantalla radioactiva Storage Phospho Screen (Molecular Dynamics). Finalment
s’obté la imatge revelant la pantalla al Phosphoimager Typhoon 8600 (Molecular

Dynamics).
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4.- RESULTATS

89



RESULTATS

90



RESULTATS

4.1 Analisi funcional dels insulators del Complex

Bitorax
4.1.1 Elements reguladors entre I'iab-5 i I'iab-6

Els assaigs d’hipersensibilitat de la cromatina a les nucleases (DNAsal o
nucleasa micrococal) sén una manera de detectar zones de baixa densitat de
nucleosomes, o directament de regions lliures de nucleosomes, regions que
estan directament relacionades amb el mecanisme que permet que diferents
factors d’unié al DNA, es tracti de maquinaria transcripcional, de silenciadors
com Polycomb, d’activadors com Trithorax, o de proteines d’insulator puguin
accedir al DNA ja que la cromatina es troba en un estat “obert” i per tant es
genera |'espai fisic on aquestes proteines s’emplacen per dur a terme la seva

funcié.

Aixi, aquesta hipersensibilitat a la digestié amb nucleases és una de les
caracteristiques que ha permés identificar els diferents elements reguladors -ja
siguin enhancers, insulators o PREs- presents a la regié no codificant que s’extén
entre 'extrem 3’ del gen Abdominal-B i el 5° d’Abdominal-A al cromosoma 3 de

Drosophila melanogaster, dins del Complex Bitorax.

En aquest context I'’element més vastament estudiat és el Fab-7, situat
entre els dominis iab-6 i iab-7, i que conté seqliéncies adjacents corresponents a
activitat insulator i a PRE. En efecte al Fab-7 s’hi han identificat quatre llocs
hipersensibles (Karch et al., 1994) dos dels quals (HS1 i HS2) han estat descrits
com a insulator degut a la seva activitat enhancer-blocking (Hagstrom et al.,
1996) i un tercer, al costat 5’ d’aquests dos, com a PRE (Mishra et al., 2001). A 3’
de linsulator s’hi troba el quart lloc hipersensible, minoritari i no sempre
detectable, que ha estat descrit com a Promoter Targeting Sequence o PTS (Chen
et al., 2005). Aquest tipus de seqiiéncies serien capaces de sobrepassar un
insulator i per tant d’aproximar un enhancer distal al promotor d’un gen encara

qgue hi hagués un insulator entremig. Es tracta d’una hipotesi que explicaria com
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els enhancers de les regions iab-6, iab-5 o iab-4 sén capaces d’establir contacte
amb el promotor d’Abdominal-B tenint en compte que enmig hi ha el Fab-7 i el

Fab-8.

No només al Fab-7 estan ben estudiades aquestes regions
hipersensibles, sind6 també altres elements reguladors de I'expressio
d’Abdominal-B com Mcp (Karch et al., 1994) o Fab-8 (Barges et al., 2000). De la
mateixa manera altres insulators estudiats al genoma de Drosophila
melanogaster sén hipersensibles a nucleases, com |’element scs (Vazquez and
Schedl, 1994) o elements insulator de vertebrats com al locus de la beta-globina

de pollastre (Chung et al., 1993).

“ 4=Hs1 wwe
- B <+ HS4
N . 4= HS2
“HS3
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1a 1a
R \ \4| N

Figura 17.- Els llocs hipersensibles a DNAsal a I'iab-6. Es va digerir DNA de nuclis d’embrions de 0 a
16 hores amb la DNAsal i posteriorment amb Kpnl (esquerra) o Hindlll (dreta). A I'esquerra es
mostren els pesos moleculars en kb i a dalt el triangle indica concentracions creixents de DNAsal.
Amb fletxes cadascun dels quatre llocs identificats, i a sota un esquema de la seva localitzacié al llarg

de l'iab-6.
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Es per tot aix0, i pel desconeixement existent fins aquell moment sobre
els elements reguladors presents entre l'iab-5 i I'iab-6 que, en el marc dels
estudis duts a terme per la doctora Silvia Pérez-Lluch, es va realitzar una cerca
de dominis hipersensibles a la DNAsal en la regid (Pérez-Lluch et al., 2008).
Utilitzant com a material embrions de 0 a 16 hores, l'assaig va revelar
I’existencia de dos llocs hipersensibles principals (HS1 i HS2) i dos de menors

(HS3 i HS4), disposats en 'ordre indicat en la figura 17.

L’Unic element regulador que havia estat identificat en aquesta zona
amb anterioritat és I'’enhancer 1AB-6 que dirigeix I'expressié6 d’Abdominal-B al
para-segment 11 de I'embriéo (Mihaly et al., 2006). La localitzacié descrita
d’aquest enhancer 1AB-6 sembla correspondre clarament amb la regid
identificada en l'assaig d’hipersensibilitat com a HS4. Per tant queda per

determinar quina funcié tenen les altres tres regions hipersensibles.

4.1.1.1 Presencia de Polycomb i GAGA a les regions

hipersensibles

Per tal d’elucidar la funci6 de les noves regions reguladores
identificades vam realitzar experiments d’'immunoprecipitacid de cromatina. Ja
era conegut que algunes proteines del grup Polycomb s’uneixen als elements
Mcp i Fab-7 (Schwartz et al., 2006). A part del fet que els elements front-
abdominals que es coneixien fins al moment contenien tots un PRE, les regions
hipersensibles HS1 i HS2 tenen seqliéncies consens d’unié de proteines com
Pleiohomeotic (una de les proteines del Grup Polycomb) i GAGA. Aquest és un
factor que s’uneix al DNA i que ha estat relacionat tant amb processos
d’activacié (es va definir en un principi com a membre del Grup Tritorax) com de
silenciament, ja que s’ha vist que GAGA col-localitza amb Polycomb a diferents
PREs (Strutt et al., 1997) i que els seus llocs d’unié sén necessaris per la seva

activitat de silenciament (Busturia et al., 2001).

93



RESULTATS

Utilitzant embrions com a material de partida vam realitzar immuno-
precipitacions de cromatina seguit de PCRs amplificant regions reguladores
d’interés (figura 2). Aixi vam comprovar que en efecte hi havia preséncia de la
proteina Polycomb (Pc) i de GAGA tant a I'HS1 com a I'HS2. També vam
confirmar els resultats ja coneguts, i com a control positiu dels nostres
experiments, amb la preséncia d’ambdues proteines als altres elements
reguladors d’Abdominal-B: Mcp, Fab-7 i Fab-8. Com a control negatiu es va
utilitzar una regid del gen de la proteina SAP on no hi hauria de ser cap de les
dues proteines. Paral-lelament es van verificar aquests resultats per qPCR

(Pérez-Lluch et al., 2008).

A la figura 18-b es mostra el gel d’agarosa amb els productes de les
PCRs de cada regid. Es veu que hi ha immunoprecipitacié a totes les regions
reguladores amplificades. En canvi no n’hi ha al control negatiu ni al carril de la
mostra sense anticos. Per tant concloem que hi ha preséncia de Polycomb i

GAGA a HS1i HS2 de la mateixa manera que n’hi ha a Mcp, Fab-7 i Fab-8.

. Regid codificadora
Regio reguladora del gen Abd-B del gen Abd-B

iab-5 iab-6 iab-7 iab-8
Mcp | | Fab-7 | Fab-8 |
f ] . 7 1 i | . ) L
PRE ' PRE . o !
] e
HS1 HS2
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Figura 18.- Immunoprecipitacions de cromatina a la regi6 reguladora d’Abd-B. A) Esquema de la
localitzacié dels diferents elements reguladors d’AbdB que testem per ChIP; B) la cromatina
crosslinkada es va immunoprecipitar amb anticos de Polycomb (Pc), GAGA i sense anticos (No Ab) i
analitzada per PCR estandard utilitzant primers especifics per a cada regid. Les PCRs es van realitzar
amb mostra sense diluir, diluida 1/5 i diluida 1/25. Els carrils de I'input corresponen als productes de

PCR obtinguts abans de la immunoprecipitacié a partir del 10% del material a immunoprecipitar.

4.1.1.2 Activitat enhancer-blocking de les regions

hipersensibles

Amb l'objectiu d’aprofundir en la funcié d’aquestes noves regions
reguladores, vam generar linies de Drosophila white (sense color d’ulls endogen)
que incorporaven al seu genoma construccions ectopiques que contenen un
enhancer i un gen reporter mini-white (Figura 19). En una construccié on no hi

ha insulator entre enhancer i promotor els ulls séon de color vermell. Si hi
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insertem un element regulador entremig aquest pot afectar a l'accié que té
I’enhancer sobre el promotor del gen. Es doncs el nivell d’expressié del gen mini-
white ectopic el que indicara I'efecte que té sobre ell I'element regulador: des

de blanc —repressio total- fins a vermell si no hi ha cap tipus de repressioé.

Si 'element regulador té activitat PRE s’espera que hi hagi com a minim
un cert grau de repressio, és a dir que I'ull no sera vermell siné que tindra com a
molt fosc un color ataronjat. A més, una caracteristica particular dels PREs és
gue presenten pairing-sensitive silencing (PSS), el que significa que quan hi ha
dues copies en homozigosi de la construccié ectopica en lloc de sumar-se les
expressions dels dos mini-white i incrementar proporcionalment la pigmentacid,
passa just el contrari. Es a dir que el color d’ulls dels homozigots sera més clar

que el dels heterozigots.

D’aquesta manera vam generar tres construccions: una en la que
I’element regulador era el Fab-7, una altra amb I’'HS1 i I'altra amb la suma de
I’'HS2 i del minoritari HS3, que en el genoma estan |'un al costat de I'altre. Totes
tres presentaven silenciament. En el cas de Fab-7 un 50% de linies estaven
reprimides i d’aquestes un 60% presentaven PSS, resultats similars als ja
publicats (Hagstrom et al., 1997). En el cas de I’'HS1 un 40% estaven reprimides i
un 50% d’aquestes feien PSS, i en H2+3 un 40% reprimides i un 40% PSS (Pérez-
Lluch et al., 2008). Per tant de la mateixa manera que passa amb el Fab-7, les

regions hipersensibles aqui descrites tenen activitat PRE.

La seglient pregunta era si, a més de PRE, alguna d’aquestes seqiiéncies
contenen un insulator, tal i com es prediuria del fet que entre tots els altres iab
se n’ha trobat un excepte en aquesta regié entre I'iab-5 i i I'iab-6. Els insulators
tenen activitat enhancer-blocking, el que vol dir que sén capagos de bloquejar
I'accié d’un enhancer sobre un promotor i aixi anul-lar o si més no reduir
I'activitat transcripcional d’un gen. Per tant en el cas de les tres construccions
amb les que treballem aix0 significaria que el color d’ulls seria d’un color com a

molt fosc ataronjat. El problema és que aquest efecte es confon amb el del PRE,
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que tot i que el mecanisme és diferent (el PRE no bloqueja I’'enhancer sind que
silencia la regié a través del reclutament del complex Polycomb) el resultat a
nivell observable és el mateix. | el cert és que aquestes regions hipersensibles

poden tenir les dues activitats, PRE i insulator com a Mcp, Fab-7 i Fab-8.

A)

GEN WHITE

GEN WHITE

Q

Proteina
disfuncional /
absent

GEN WHITE

Figura 19.- Assaig d’enhancer-blocking en constructes trangénics amb el gen reporter mini-white.
A) Si no hi ha un insulator, 'enhancer activa el promotor del mini-white i la mosca presenta ulls
vermells; B) si hi ha un insulator entre mig, les proteines d’insulator s’hi uneixen i bloquegen I'accié
de I'enhancer i aixo es reflecteix en els ulls de la mosca que perden pigment; C) si alguna de les
proteines necessaries per I'activitat insulator esta mutada, aquest no bloquejara (o bloquejara pitjor)

’enhancer i la mosca recuperara el color d’ulls.

Les seqliencies insulator funcionen reclutant alguna o algunes proteines

com CP190 o CTCF, que son les que d’alguna manera els confereixen I'activitat
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enhancer-blocking. Es el cas per exemple del Fab-8 que necessita reclutar
ambdues proteines (Moon et al., 2005; Mohan et al.,, 2007). Per tant és
d’esperar que si alguna de les construccions contenia un insulator
s'incrementaria la pigmentacié dels ulls en cas de portar una mutacié d’una
proteina d’insulator. Vam creuar mosques que tenien les construccions Fab-7,

HS1 i HS2+3 amb mosques mutants de CP190 (CP190™"?).

H31.2 .
ja es pot observar un

Amb una sola copia de la mutacié CP190
increment de la pigmentacid dels ulls en la construccié Fab-7 (figura 20),
confirmant que es tracta d’un insulator a més d’un PRE i demostrant que
necessita CP190 pel seu correcte funcionament. El mateix resultat s’observa en
la linia que porta la construccido HS1, mentre que no s’observa cap canvi en la

construccié HS2+3. Aquests resultats indiquen que la regiéo HS1 conté un PRE i

un insulator, mentre que la HS2+3 només tindria activitat PRE.

wildtype €P190*312

Figura 20.- La mutacié de CP190 afecta a I’HS1 pero no a I’HS2. Els ulls de les mosques de la dreta

H31.2

(mutants CP190""“) augmenten la pigmentacio en el cas del Fab7 i en ’HS1, perd no a HS2.
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Aixi vam realitzar el mateix experiment creuant la construccié HS1 amb
un mutant de dCTCF (CTCFWG). La descendéencia, amb només una copia mutant
de dCTCF, presentava un lleuger increment en la pigmentacié ocular (figura 21-
a). Aixo confirma la presencia d’un insulator que és dependent tant de dCTCF

com de CP190.

Posteriorment vam introduir elements FRT a banda i banda dels
elements reguladors en les construccions. Aquests elements sén reconeguts per
I’'enzim flipasa i s’excideix tota la regié que hi ha entre els dos. A la figura 21-b
observem que en creuar la linia HS1 amb linies portadores de flipasa la
descendéncia augmenta del tot la pigmentacié dels ulls, confirmant que
efectivament el color ataronjat es devia a la preséencia de |'element
PRE/insulator HS1. Aquest doncs correspon a l'insulator Fab-6, que separa els

dominis iab-5 i iab-6 del Complex Bitorax.

A)

HS1 AHS1

wildtype

CTCFY*6/TM6

Figura 21.- La mutacié de CTCF afecta a I’HS1. A) L'ull wild-type té una mica de pigmentacio a I'ull,

F"*®/TM6) i encara més amb un homozigot

que augmenta amb un mutant heterozigot de CTCF (CTC
CTCF'*®. B) Quan excidim I'HS1 de la construccié per accié de la flipasa, la pigmentacié de I'ull passa

de groc pal-lid a vermell, demostrant que I’'HS1 estava bloquejant la plena expressié del mini-white.
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4.1.2 Implicacié de JIL-1 en la regulacié d’Abdominal-B

JIL-1 és una quinasa nuclear de Drosophila melanogaster que s’associa a
la cromatina en tots els estadis del desenvolupament. Es responsable de la
major part de la fosforilacid de la serina 10 de la histona H3 (H3510p) a interfase
(Wang et al., 2001). En cél-lules de mamifer la marca H3S10p s’ha vist implicada
en activacio transcripcional. En el cas de Drosophila, la unié de JIL-1 a politenics
es produeix majoritariament en interbandes, relacionades amb cromatina
descondensada transcripcionalment activa (Jin et al.,, 1999). A més, el
reclutament ectopic de JIL-1 fusionada a Lacl a repeticions LacO porten a una
descondensacié local de la cromatina en politénics (Bao et al., 2008). JIL-1 té un
rol essencial en organitzacié cromosomal encarregant-se de mantenir el balang

entre eucromatina i heterocromatina (Deng et al., 2008).

El fet que JIL-1 pugui reforgar I'estat descondensat i actiu de cromatina i
gue a més participi en I'organitzacié cromosomal ens va fer pensar que potser
podria ser important per les regions reguladores del Complex Bitorax. En efecte,
aquestes regions —que comprenen com hem demostrat tant insulators com
PREs- no només presenten un estat descondensat de la cromatina, com
s’observa a partir dels assaigs d’hipersensibilitat a nucleases, sind que a més es
pensa que actuen a través de contactes intra-cromosomals, reorganitzant la
cromatina a nivell local a través de contactes amb enhancers i amb el promotor

—en el cas del nostre model d’estudi- d’Abdominal-B (Lanzuolo et al., 2007).
4.1.2.1 JIL-1 és necessaria per 'activitat insulator

Per analitzar la possible funcié de JIL-1 en els insulators hem fet servir
una linia mutant (Z60) on el gen de JIL-1 té una delecid a la seva regié 5’, li falta
el prinicipi del gen, el promotor i també el gen adjacent CG6279. Aquesta
delecié provoca que la viabilitat del homozigots es redueixi a un 1.7% i que els

nivells de proteina siguin del 0.3% respecte el WT (Zhang et al., 2003).
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A la base de dades ModEncode es pot comprovar com JIL-1 es troba
unit a la cromatina en la regié Fab-7 en ceél-lules S2 (Figura 22-a). A escala
genomica s’observa, també a través dels ChlIPs publicats a ModEncode, com hi
ha un fort grau de col-localitzacié entre JIL-1 i els llocs d’unié de proteines
d’insulator (Celniker et al., 2009). De 6017 llocs d’unié de JIL-1 a la cromatina,
2309 coincideixen amb llocs d’unid de proteines d’insulator, és a dir un 38% dels
llocs on JIL-1 s’uneix a la cromatina sén llocs on les proteines d’insulator també

ho fan.

260 s .
amb les linies que portaven les

Vam creuar la linia mutant JIL-1
construccions Fab-7, HS1 o Fab-6 i HS2+3 o PRE-6. El que vam observar (Figura
22-b) en la descendéncia és que hi havia un augment de la pigmentacid dels ulls
en aquelles mosques que portaven una copia de la mutacié Z60 respecte les que
expressaven JIL-1 de manera wild-type només en el cas de les Fab-7 i Fab-6, que
contenen un insulator, perd no en el cas de la linia HS2+3, que com hem vist
només té activitat PRE. Aixo significa que d’alguna manera JIL-1 és necessari pel

correcte funcionament del insulators Fab-6 i Fab-7. En global aquests resultats

suggereixen un rol de JIL-1 en el correcte funcionament dels insulators a

Drosophila.
A)
Fab-7
I.?fﬂ kb ; 11.771 kb i 12. 774 kb i 12 776 kb i 12 77! kb i 12 TTQ kb
JIL-1
CP190 J \
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B)

wildtype JIL-1760

PRE-6 |

Figura 22.- La mutacié de JIL-1 afecta el funcionament de Fab-7 i HS1. A )Amb les dades del
Modencode veiem que hi ha enriquiment de JIL-1 i de CP190 a la zona on hi ha el Fab-7; B) La
pigmentacio dels ulls de les linies amb construccions Fab-7 i HS1 augmenta en mutants de JIL-1,

mentre que no ho fa en les linies amb construccions HS2.

4.1.2.2 Fosforilacié de la histona H3 als insulators

JIL-1 és, com s’ha dit, una quinasa que fosforila la serina 10 de la
histona H3. Un possible mecanisme doncs que podria fer que JIL-1 afectés
I'activitat insulator és a través d’aquesta marca, que posteriorment podria
reclutar factors que mantindrien un estat obert de la cromatina, caracteristica

dels insulators.

Donat que no hi ha dades publicades a escala genomica de la preséncia

d’H3S10p a la cromatina de Drosophila, vam decidir realitzar
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immmunoprecipitacions de cromatina utilitzant un anticos especific d’aquesta
marca a partir d’embrions. A la figura 23 es mostren els resultats de les PCRs
fetes sobre el material immunoprecipitat al Fab-6 i al Fab-7 i com a control
negatiu el gen dSap. Encara que aquestes immunoprecipitacions van ser forga
variables i que I'anticos molt sovint immunoprecipitava DNA inespecific,
s’observa preséncia d’'H3S10p als dos insulators, suggerint que efectivament
aquesta és la via d’actuacio de JIL-1 en aquestes regions reguladores.

input

[—————_  NoAb H3s10p

Fab-7

Fab-6 e

dSap e e

Figura 23.- Immunoprecipitacions de cromatina d’H3S10p. La cromatina crosslinkada es va
immunoprecipitar amb anticos de la histona H3 fosforilada a la serina 10 (H3S10p) i sense anticos
(No Ab) i analitzada per PCR estandard utilitzant primers especifics per a cada regid. Les PCRs de
I'input es van realitzar amb mostra sense diluir, diluida 1/5 i diluida 1/25. Els carrils de I'input
corresponen als productes de PCR obtinguts abans de la immunoprecipitacié a partir del 10% del

material a immunoprecipitar.
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4.1.3 Transcrits no codificants al Fab-6 i Fab-7

Els primers estudis que es van fer sobre transcripcié no codificant al
Complex Bitorax ja descobrien extensa transcripcio al llarg de regions
intergéniques als inicis del desenvolupament (Sanchez-Herrero and Akam,
1989). La transcripcid a través d’aquestes regions intergéniques esta restringida
a nivell espaial al llarg de I'eix antero-posterior i s’inicia abans de I'activacid dels
gens Hox (Bae et al., 2002). Com que aquestes unitats transcripcionals es troben
presents només en aquells para-segments on I'expressié del gen homeotic és
controlat pel seu domini, es creu que la generacié de transcrits a través
d’aquestes regions es correspon amb I'obertura seqiiencial de la cromatina a
cada iab per tal d’activar la transcripcié del gen homeotic. Aquesta transcripcid
intergénica no s’observa només als iab sind també a través dels elements
reguladors que els separen (Bae et al., 2002). En efecte, hibridacions in situ
mostren com transcrits de I’'Mcp o del Fab-7 s’expressen en aquells para-

segments que corresponen al domini iab que controlen (Rank et al., 2002).

Nosaltres hem volgut verificar que aquesta transcripcié detectada a
nivell d’elements reguladors també es dona al nou element Fab-6. Vam extreure
RNA de larva Il i el vam retrotranscriure amb primers especifics que ens
permetien discriminar I'orientacié del transcrit. Després I'amplificavem per PCR
guantitativa i comparavem els valors agafant com a referéncia un gen house-
keeping com [I'rp49, que no té uns valors d’expressi6 molt alts i son
aproximadament del mateix ordre de magnitud que els dels transcrits que
nosaltres mirem. El que observem (Figura 24) és que detectem transcripcio
sense (que significa en la mateixa orientacié de transcripcid que Abdominal-B)
tant al Fab-7 com al Fab-6. En tots dos casos la transcripcié sense és molt major

qgue I'anti-sense, en coheréncia amb tots els treballs publicats anteriorment.
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0.25

0.2

0.15

B sense
0.1

anti-sense
0.05 —

Transcripcio respecte rp49

Fab-7 Fab-6

Figura 24.- Transcripcié al Fab-6 i Fab-7 a larva. Les columnes indiquen el valor relatiu de cada
transcrit respecte el nivell de transcripcié del gen rp49, calculat amb PCR real-time. Les columnes en
negre és el transcrit sense, en el mateix sentit de trancripcié que Abd-B. En gris anti-sense, és a dir

transcrits en direccié oposada a com ho fa Abd-B.

Hem estudiat quin és I'estat transcripcional de Fab-6 i Fab-7 durant el
desenvolupament embrionari (Figura 25). El resultat és similar a I'observat en
larves: hi ha transcripcié sense en tots dos elements reguladors en el mateix

sentit de transcripcid que Abd-B, tot i que molt més forta en el Fab-7 que en el

Fab-6.

o 35

<

g 3

[

5 25

8

2 2

g B sense
o 15

8 1 anti-sense
S

2

2 05

2 =

- 0 -

Fab-7 Fab-6

Figura 25.- Transcripcié al Fab-6 i Fab-7 a embrions. Les columnes indiquen el valor relatiu de cada
transcrit respecte el nivell de transcripcié del gen rp49, calculat amb PCR real-time. Les columnes en
negre és el transcrit sense, en el mateix sentit de trancripcié que Abd-B. En gris anti-sense, és a dir

transcrits en direccié oposada a com ho fa Abd-B.
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Tant a embrions com a larva ens trobem amb la limitacid que la
transcripci6 que observem és de fet una barreja de tots els estats
transcripcionals de tots els teixits de I'organisme, tant aquells que expressen
Abdominal-B com els que no. Decidim utilitzar cél-lules en cultiu per la seva
homogeneitat transcripcional respecte un embridé o una larva sencera. En el cas
de les cél-lules de Drosophila, sabiem per observacions previes que la linia S2 no
expressa el gen Abdominal-B mentre que la linia SG4 si que ho fa. A part de
confirmar-ho per RT-gPCR hem mirat quée passava al Fab-7. El que s’observa és
també transcripcié només en les SG4 i no a les S2 (Figura 26), per tant concloem
gue existeix una correlacié entre transcripcid a I'’element regulador i I'expressid

del gen.

40
35
30
25
20 S2
15
10

W SG4

(2}

Transcripcio respecte rp49

Fab-7 AbdB

Figura 26.- Transcripcié d’Abd-B i Fab-7 a cél-lules en cultiu S2 i SG4. Les columnes indiquen el valor
relatiu de cada transcrit respecte el nivell de transcripcié del gen rp49, calculat amb PCR real-time.
Les columnes en negre és el transcrit a S2, en gris SG4. Els nivells de transcrit detectats a S2 —tant
d’Abd-B com Fab-7— sén molt a prop de zero en relacio a I'expressio de I'rp49. Per contra, a SG4 son

molt més alts, 10 cops més de Fab-7 (sense) i 25 cops més d’Abd-B.

Hem volgut investigar també quina contribucié fan les proteines
d’insulator com CTCF a aquest procés transcripcional, ja que no hi ha res
estudiat al respecte. De la mateixa manera ens hem fet la mateixa pregunta pel
que fa a JIL-1. Sabem pels nostres experiments que JIL-1 contribueix al correcte

funcionament de Fab-6 i Fab-7, i sabem per la literatura que JIL-1 es
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correlaciona, a través de la fosforilacié que deixa a la histona H3, amb activitat
transcripcional. Per tant la nostra hipotesi és que per tal que hi hagi transcripcié
a través dels elements reguladors cal que JIL-1 hi sigui present per mantenir un

estat descondensat de la cromatina.

A la figura 27 es mostren els resultats de RT-qPCR utilitzant larves lll
mutants de dCTCF i de JIL-1. En aquest cas només s’ensenya el transcrit sense
relatiu al gen house-keeping actina i normalitzat a la transcripcié del WT.
S’observa que hi ha una decaiguda en els nivells de transcrit quan manca dCTCF i
gue aquesta decaiguda és encara més intensa quan manca JIL-1, d’acord amb la

nostra hipotesi.

1
'—
< 08
g .
O WT
% 0.6
¢ CTCF
2 04
§ JIL-1
202
w
0

Fab-6 Fab-7

Figura 27.- Transcripcid a larves wild-type i larves mutants de JIL-1 i CTCF. Es mostren els nivells de

transcrit detectats en relacio a I'rp49 normalitzats pels valors obtinguts a larves wild-type.
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4.2 Identificacid i analisi de noves proteines

involucrades en l'activitat insulator

4.2.1 El complex proteic de CP190

CP190 és una proteina que té un rol central en el funcionament i
organitzacio dels insulators a Drosophila. Els seus dominis BTB i Zinc finger li
confereixen la capacitat d’unir-se tant al DNA com a altres proteines. Tanmateix
I’hipotesi regnant fins al moment és que no s’uneix al DNA directament siné que
ho faria a través de les demés proteines d’insulator, que sén les que tindrien
especificitat de sequéncia. Les dades existents demostren que les proteines
BEAF, Su(Hw) i dCTCF s’uneixen a diferents llocs del genoma amb una
colocalitzacié parcial entre elles, essent comu a totes elles una forta
colocalitzacié amb CP190 (Bushey et al., 2009). Es a dir que els estudis fets fins al
moment suggereixen un model en el que CP190 seria una proteina comu a tots

els tipus d’insulators.

Amb l'objectiu d’identificar noves proteines que puguin ser necessaries
pel correcte funcionament dels insulators, decidim purificar el complex del que
forma part CP190 i analitzar amb quines proteines interacciona de manera
estable. Per a aix0 expressem CP190 fusionada a un tag en ceél-lules S2, en
purifiguem primer I'extracte nuclear i posteriorment la proteina fusionada al
tag, i finalment identifiquem per espectrometria de masses les proteines que

han estat purificades amb CP190.
4.2.1.1 Expressid induida de la proteina en cultiu cel-lular

En primer lloc vam generar el constructe que havia de servir per
expressar CP190 a cél-lules. Vam escollir utilitzar el tag TAP, que conté la
proteina A i el Calmodulin binding peptide (CBP) separats per un lloc de restriccio
per la proteasa TEV (Figura 28). Aquest tag va ser dissenyat en un origen per a

dur a terme una purificacié en dos passos: en un primer pas es purifica I'extracte
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fent servir I'afinitat de la proteina A per les 1gG, després s’elueix amb la proteasa
TEV que talla el tag fent que només li quedi el CBP (Puig et al., 2001). Llavors es
passa per una columna de calmodulina i s’elueix afegint EGTA, que quela les
molécules de calci que permetien I'unié a la calmodulina. L'objectiu de fer la
purificacié en dos passos és reduir la quantitat de contaminants i per tant
augmentar ['especificitat de la purificacié. Per contra, aix0 redueix
significativament la quantitat de proteina obtinguda al final del procés. Per les
proves que vam fer, vam decidir no fer servir els dos passos sind només la
purificacié6 amb les 1gG. El motiu és que nosaltres necessitavem recuperar la
major quantitat possible de proteina per a poder identificar per espectrometria
de masses totes les proteines del complex, que podien ser molt menys
abundants que el bait, CP190. Per evitar tenir excessius contaminants, que
també poden posar en perill I'identificacié de proteines especifiques, vam
utilitzar de partida I'extracte nuclear i no pas |'extracte cel-lular total, ja que la
fraccid citoplasmatica hagués pogut arrossegar contaminants i en canvi, per la

naturalesa del complex que voliem estudiar, no ens aportava res.

Hygro Mt cp190
ORF prom. ' Protein A

SR |

CBP

Figura 28.- Constructe per expressar CP190-TAP a cél-lules. Hem insertat el CDS de CP190 a N-
terminal del TAP, que esta format per un CBP i la proteina A. La proteina de fusid esta sota el control
d’un promotor de la metal-lotioneina. La seleccié de les cél-lules que integren el constructe es fa

gracies a la preséncia d’un gen de resisténcia a la higromicina.

Aixi, vam clonar al plasmid pMK33-CTAP el CDS de CP190, de manera
que el TAP quedava a I'extrem C-terminal de la proteina. Al canté 5’ del gen hi
ha un promotor de la metal-lotioneina que s’indueix en preséncia de coure. Aixo

evita els possibles efectes adversos sobre la viabilitat cel-lular que pugui tenir
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I’expressid constitutiva de la proteina de fusid i a més ens permet decidir el grau
d’expressid que desitgem en funcié de la quantitat de coure que hi afegim. A 5’
del promotor hi ha un ORF de resisténcia a I’higromicina que ens serveix per

seleccionar les cel-lules que han integrat el plasmid.

Vam transfectar el plasmid a cel-lules S2 i per seleccié amb higromicina
vam generar una linia estable. A la figura 29-a es mostra com I'addicié de coure
(CuS0,) indueix I'expressié de CP190-TAP proporcionalment a la quantitat de
coure afegit. A la figura 29-b es mostra una immunotincié amb anticos contra el
TAP d’aquesta linia cel-lular induida amb coure on es comprova que
efectivament la proteina de fusid localitza al nucli, de la mateixa manera que ho

fa CP190 endogena.

A)

Figura 29.- Expressio de la proteina de fusié CP190-TAP a cel-lules. A) Western Blot amb anticos

antiTAP que demostra la preséncia de la proteina de fusié a la linia cel-lular i la seva expressio
dependent de la quantitat de Coure afegida; B) En una immunotincié de la linia cel-lular amb anticos

antiTAP s’observa la preséncia de la proteina de fusié al nucli cel-lular.
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4.2.1.2 Purificacié del complex

Com s’ha dit, es va utilitzar només la fraccié nuclear de les cél-lules
induides i es van purificar els complexes amb beads-IgG. A la figura 30 es mostra
I’elucié en un gel de gradient del 9 al 13% amb tincié6 de plata a on es pot
observar CP190-TAP a dalt de tot i també tot un seguit de bandes que
corresponen a proteines que han co-purificat. Per tal d’identificar-les totes,
inclus aquelles que per abundancia insuficient no apareixen al gel de plata, fem
correr I'elucié en un gel d’acrilamida el temps just perque s’apilin perd no es

separin. Aixi, tallem la banda amb les proteines apilades i I'analitzem per LC/MS.

B
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Figura 30.- Purificacié del complex de CP190. Gel d’acrilamida de gradient 9-13% amb tincié de

plata. S’ha corregut I'elucié de la purificacié de CP190. S’observen diverses bandes. Amb la fletxa

s’assenyala la que correspon a CP190-TAP.
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4.2.1.3 Identificacié dels components del complex

L’experiment va ser fet tres vegades, i en els tres casos les principals
proteines identificades van ser les mateixes (Taula 4). En primer lloc, i amb grans
Mascot scores i molts péptids sempre s’identificava la propia CP190, que ens
serveix de control positiu que I'experiment i la induccié han estat correctament

fetes.

D’entrada cal remarcar que hi ha algunes proteines la interaccié de les
quals amb CP190 ja havia estat demostrada anteriorment per altres laboratoris i
gue la seva identificacid al nostre experiment corroboren o al menys reforcen la
idea que la purificacio del complex ha estat especifica i aporta versemblanca als
resultats. Es el cas de MAP60, que apareix en les tres répliques i que es va
descobrir fa més de quinze anys precisament per la seva interaccié amb CP190
(Kellogg et al., 1995). MAP60 és una proteina el rol principal de la qual té lloc als
centrosomes durant la mitosi (a on interacciona amb CP190) pero que algunes
evidéncies apunten a que no té un rol conjunt amb CP190 en la regulacié de la
cromatina a interfase (Oegema et al., 1997). Encara que aix0 no sigui del tot
descartable, nosaltres decidim no investigar més aquesta proteina i centrar-nos
en aquelles que o bé ja hi ha evidéencies que regulen la cromatina i per tant
podrien tenir un rol als insulators o bé aquelles la interaccid de les quals sigui

novedosa.

Entre les proteines identificades hi ha aquelles que ja se sap que
formen complex amb CP190 i que tenen activitat insulator: dCTCF, Mod(mdg4) i
Su(Hw). N’hi ha d’altres que per contra no s’havia mostrat mai que estiguessin al
mateix complex que CP190: NURF-38, Lola, Pita i Z4. Finalment, i també en totes
tres repliques hi ha les proteines CG8436 i CG9740, no descrites amb
anterioritat. De CG8436 se’n troben 6, 9 i 4 péptids en cada réplica, que significa
un coverage de 31.4%, 49.2% i 29.8% respectivament, amb Mascot scores de
498.7, 610.2 i 360.1. En el cas de CG9740 se’n troben 4, 5 i 2 péptids en cada

réplica, que significa un coverage de 37.9%, 51.8% i 16.9% respectivament, amb
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Taula 4.- Identificacié per espectrometria de masses de les proteines presents a les elucions de la
purificacid. Per cada proteina identificada a cada réplica de I'experiment se n’indiquen el nombre de

pépitds identificats, quant representen del total de la proteina (coverage) i el Mascot Score.

Replica 1 Reéplica 2 Reéplica 3
Proteina  Peptids Coverage Mascot | Péptids Coverage Mascot | Péptids Coverage Mascot
score score score
CP190 38 56.7 2554.2 39 47.4 2676.4 14 20.4 880.1
MAP60 15 40.2 983.8 17 48 1134.9 2 9.1 108.7
CTCF 4 8.2 266.3 2 6 198.5 - - -
Mod(mdg4) 7 24.4 542.3 7 17.7 502.2 8 18 521.3
Su(Hw) - - - 10 13 547.1 9 15 506.9
CG8436 6 31.4 498.7 9 49.2 619.2 4 29.8 360.1
CG9740 4 37.9 242.9 5 51.8 340.9 2 16.9 151.8
NURF-38 5 28.6 263.1 - - - - - -
24 3 6.8 202.3 - - - - - -
lola| 2 3.0 181.1 2 3.2 106.2 - - -
pita 3 6.7 162 4 10 193.3 2 5.1 99

Mascot scores de 242.9, 340.9 i 151.8. Es a dir, que en ambdds casos es tracta
d’una identificacid prou robusta com per investigar el seu rol en el complex de

CP190.

Cal dir també que s’han identificat altres proteines (dades no
mostrades) amb molt poca robustesa i que hem considerat que molt
probablement eren contaminants donat el fet que també han estat identificades
en altres purificacions fetes al laboratori de proteines no relacionades amb

CP190.
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4.2.2 Analisi de les proteines identificades

4.2.2.1 Proteines d’insulator

Com s’ha explicat a la introduccié, Su(Hw) és una proteina que va ser
descrita pel seu rol en l'insulator del retrotransposé Gypsy (Spana et al., 1988).
S’uneix al DNA a través d’una seqliencia especifica i també s’uneix a CP190, tal
com s’ha vist per assaig de dos hibrids i per co-immunoprecipitacio (Pai et al.,
2004; Gerasimova et al., 2007). A part de la colocalitzacié a politénics, s’ha vist
qgue Su(Hw) és necessaria per la unié de CP190 a l'insulator de Gypsy (Pai et al.,

2004).

Una altra proteina detectada entre els resultats de LC/MS és
Mod(mdg4), que també participa en el funcionament de l'insulator de Gypsy a
través de la seva unié a Su(Hw), amb qui sembla interaccionar principalment, i a
més és essencial per la formacié d’insulator bodies (Pai et al., 2004). De totes
maneres no és necessaria per la unié de CP190 a Gypsy. Sempre que participa en
activitat insulator ho fa interaccionant amb Su(Hw), i la interaccié amb CP190 ja
ha estat demostrada per co-immunoprecipitacio (Pai et al., 2004; Gerasimova et

al., 2007).

dCTCF és I'altra proteina identificada formant complex amb CP190 i que
esta implicada en activitat insulator. En aquest cas, la seva interaccido amb CP190

també ha estat demostrada per co-immunoprecipitacié (Mohan et al., 2007).

Després ens preguntem si el fet que BEAF no aparegui a cap de les tres
répliques de la purificacié del complex de CP190 es deu a que realment no
interaccionen o ha estat una limitacié de la técnica i la interaccié se’ns ha passat
per alt. BEAF és I"Ginica proteina d’insulator que no hem detectat, tot i que
colocalitza extensament amb CP190 tal com s’ha vist per immunoprecipitacié de
cromatina (Bushey et al., 2009). BEAF s’uneix al DNA on reconeix una seqiiéncia
consens i per tant s’ha especulat que CP190 podria unir-se a ella de la mateixa

manera que passa amb Su(Hw). No obstant, quan nosaltres hem realitzat una
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immunoprecipitaci6 amb extracte cel-lular amb I'anticos de CP190 i després
mirem per Western Blot si hi ha enriquiment respecte un control de falsa
immunoprecipitacio sense anticos, el resultat és que no hi ha una banda de BEAF
detectable al carril de la immunoprecipitacid, malgrat I'anticos de BEAF ser molt
especific tal com es demostra a l'input (Figura 31-a). Per tant la interaccié de
BEAF amb CP190 continua sense ser demostrable, en coheréncia amb el que

hem vist per LC/MS.

Per validar-ho comprovem que amb el métode per immunoprecipitar
gue seguim alguna de les proteines d’insulator que trobem al complex si que
apareix en la co-IP. Vam transfectar de manera transitoria a les cél-lules un
plasmid que expressava la proteina Su(Hw) fusionada a un tag HA i en vam
immunoprecipitar I'extracte amb anticos especific de CP190, per després
realitzar un Western Blot amb anticos especific d’"HA (Figura 31-b). Al carril de la
immunoprecipitacio amb anti-CP190 es detecta preséncia de Su(Hw)-HA, i en
canvi no se’n detecta en el carril de la falsa immunoprecipitacié sense anticos,
confirmant que per co-IP detectem aquelles proteines que hem trobat al

complex.

IP

INP NO AB CP190

3

BEAF
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B)

P

INP  NOAB CP190

Su(Hw) =—>

Figura 31.- Co-immunoprecipitacions de Su(Hw) i BEAF. A) Western Blot amb I'anticos anti-BEAF.
Primer carril input (10% del material immunoprecipitat), segon carril IP sense anticos, tercer carril IP
amb anti-CP190. Tot i que I'anticos de BEAF és especific com es mostra al carril de I'input, no hi ha
cap banda al carril de la IP de CP190. B) . Western Blot amb anticos contra Su(Hw). Primer carril input
(10% del material immunoprecipitat), segon carril IP sense anticos, tercer carril IP amb anti-CP190.

En aquest ultim s’hi observa una banda qu corre igual que la de I'input.

4.2.2.2 NURF-38

Hem identificat NURF-38 com a membre del complex format per CP190.
NURF-38 és un dels components del complex NURF, Nucleosome Remodeling
Factor que forma part de la familia ISWI. Es tracta d’'un complex remodelador de
la cromatina ATP-dependent que és dirigit directament a la cromatina a través
d’interaccions amb factors de transcripcié i histones modificades. De fet va ser
identificat per primera vegada a Drosophila per la seva capacitat de potenciar
I'accesibilitat del factor GAGA a cromatina reconstituida. En particular, NURF-38
és una pirofosfatasa inorganica que catalitza la incorporacié de nucleotids a
cadenes d’acid nucleic en processos de transcripcid, replicacié o reparacié de

I’ADN (Gdula et al., 1998).

Nosaltres hem volgut verificar la interacci6 amb CP190 per co-
immunoprecipitacio. Vam utilitzar extracte de cél-lules S2 per immunoprecpitar
amb I’anticos de CP190 i analitzar la preséncia de NURF-38 per Western Blot.
Com es veu a la figura 32 hi ha una clara banda al carril de la IP de CP190 que no
hi és al carril del control negatiu sense anticos, per tant confirmant la interaccié.

Malgrat que ja s’havia demostrat la necessitat del complex NURF en la funcid
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insulator (Li et al., 2010) aquesta és la primera vegada que es demostra una

interaccio de CP190 amb algun dels components de NURF.

IP

INP NO AB CP190

NURF-38

Figura 32.- Co-immunoprecipitacié de NURF-38 amb CP190. A) Western Blot amb anticos contra
NURF-38. Primer carril input (10% del material immunoprecipitat), segon carril IP sense anticos,
tercer carril IP amb anti-CP190. S’observa una banda de la mateixa mida que la de I'input al carril de

la IP de CP190.

422374

Z4 és una proteina amb dominis zinc finger que s’uneix a les
interbandes dels cromosomes politénics, que esta relacionada tant amb
activacio transcripcional com amb organitzacié cromosomal (Eggert et al., 2004).
S’ha vist que forma part d’'un complex amb DREF essent essencial per I'activacid
d’alguns gens requerits per la replicacié i també regulant positivament la via de
senyalitzacié Notch (Hochheimer et al., 2002). A més s’ha constatat que per la
seva regulacié de la via Notch fa complex amb tots els components de NURF

(Kugler and Nagel, 2010).

IP

INP CP190 NOAB

4

Figura 33.- Co-immunoprecipitacié de Z4 amb CP190. A) Western Blot amb anticos contra Z4. Primer
carril input (10% del material immunoprecipitat), segon carril IP anti-CP190, tercer carril IP sense

anticos. S'observa una banda de la mateixa mida que la de I'input al carril de la IP de CP190.

117



RESULTATS

Nosaltres  verifiguem la interacci6 amb CP190 per co-
immunoprecipitacido (Figura 33). Immunoprecipitem [I’extracte proteic de
cél-lules S2 amb anticos de CP190 i fem un Western Blot amb anticos de Z4. Tot i
que feble, detectem una banda que correspon al tamany de Z4 (observat a
I'input) al carril de la IP de CP190, que és més intensa que el que el que

s’observa al carril del control negatiu sense anticos.
4.2.2.3.1 74 colocalitza parcialment amb CP190 a politenics

Hem volgut comprovar fins a quin punt aquesta interaccié entre Z4 i
CP190 es ddna a nivell d’unioé a la cromatina. Hem preparat immunotincions de
cromosomes politénics amb anticos de CP190 i anticos de Z4. El que observem
és una colocalitzacid parcial, moltes bandes no coincideixen pero hi ha un subset
de loci a on s'uneixen ambdues proteines. Aixo faria pensar que en cas d’actuar
juntes ho farien només en determinats llocs del genoma, tal i com passa per

exemple entre CP190 i Su(Hw) o CP190 i dCTCF.

Volem saber si Z4 és necessari per la unié de CP190 a la cromatina ja
qgue Z4 s’uneix al DNA. Com que sabiem que la manca de la proteina Chromator
provoca que Z4 deixi d’estar unit a la cromatina (Gan et al., 2011), hem utilitzat
larves que expressen RNAi de Chromator sota el control d’Actina-Gal4 per fer
immunotincié de politenics (Figura 34). En primer lloc observem que aquests
cromosomes deixen de tenir Z4 unit respecte els wild-type, perd que a grans
trets no perden unié de CP190, com si la unié de Z4 a la cromatina no fos
necessaria per CP190. Almenys aix0 és el que s’observa a gran escala, a nivell de
cromosomes sencers. Si bé és cert que, havent vist que aquestes dues proteines
només colocalitzen a certs llocs, el que s’hauria de fer és analitzar detalladament

el binding de CP190 només en aquelles bandes que colocalitza amb Z4.
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Merge CP190-Z4

Chro mutant Chro mutant

Figura 34.- Immunotincions de cromosomes politénics de larva wild-type i larva mutant de
Chromator. A) La fletxa assenyala el cromosoma politénic que correspon al mutant de Chromator i
que no té tincid amb I'anticos de Z4 (vermell) pero si de CP190 (verd); B) En alguns loci hi ha
colocalitzacié de CP190 i Z4 (fletxa) en un cromosoma wild-type, perd només és una colocalitzacid

parcial ja que en molts altres no colocalitzen.

4.2.2.3.2 74 afecta a I'activitat insulator

Hem volgut verificar si Z4, ara que sabem que interacciona amb CP190 i
qgue s’uneix al DNA a llocs on també s’hi uneix CP190, és capa¢ d’afectar a la
capacitat enhancer-blocking en linies transgéniques que porten construccions on

I'insulator esta situat entre I’enhancer del white i el gen reporter mini-white.

Hem observat que en dues construccions que porten l'insulator del Fab-

7 i en una del Fab-6 hi ha un lleuger increment de la pigmentacié en mutants de

119



RESULTATS

Z4. Encara que el nombre de linies en les que s’observa I'efecte és baix, aquests

resultats indiquen que Z4 afecta a 'activitat enhancer-blocking al Fab-6 i Fab-7.

4.2.3 Caracteritzacio i analisi funcional de Ibf-1 i Ibf-2

4.2.3.1 Interaccio amb CP190

Entre les proteines identificades al complex n’hi ha dues que apareixen
en totes tres repliques i que no han estat descrites fins al moment: CG8436 i
CG9740, d’ara endavant anomendes Ibf-1 i Ibf-2 per Insulator Binding Factor 1 i
2. En primer lloc verifiquem la interaccié per co-immunoprecipitacid. Ja que al
moment de fer aquest experiment no disposavem d’anticossos especifics per
aquestes dues proteines, vam generar plasmids que les expressaven fusionades
a un tag diferent per a cada una, Ibf-1 taguejada amb V5 i Ibf-2 amb HA. Vam
transfectar-los de manera transitoria a cellules S2 i vam realitzar
immunoprecipitacions amb els anticossos contra els tags i contra CP190, del que
si teniem anticos especific. A la figura 35 es mostren els Western Blot contra un
tag i contra l'altre. D’entrada el que s’observa és la deteccid d’una banda de
cadascuna d’amdbues proteines al carril de la immunoprecipitacié de CP190.
Perd a més també es constata un banda de Ibf-2 a la IP de Ibf-1. Es a dir que no
només es verifica la interaccid d’ambdues proteines amb CP190 sind també

entre elles, suggerint un complex format per les tres proteines.

A)

IP
INP Ibfl-HA CP190 NO AB

Ibf1-HA =——> |
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B)

IP

INP  1bf2-V5 Ibfl-HA CP190 NO AB

Figura 35.- Interaccions entre Ibf-1, Ibf-2 i CP190. A) Western Blot amb anticos de V5 revelant
presencia d’lbf-2 a les IP de 1bf2-V5, Ibf1-HA i CP190. B) Western Blot contra HA revelant preséencia
d’Ibf1-HA a les IP d’Ibf1-HA i CP190.

4.2.3.2 Ibf-1i Ibf-2 sén gens adjacents i proteines similars

Ibf-1 i Ibf-2 sén proteines codificades per dos gens situats al brag dret
del cromosoma 3 (cromosoma 3R) entre les coordenades 5.083.200 i 5.086.200.
Es troben doncs I'un al costat de I'altre, es transcriuen en sentits oposats i els

seus TSS (transcription start site) estan separats per 470 bp (Figura 36).

El gen Ibf-1 (3R:5.084.691-5.086.122 [+]) fa 958 bp i genera un sol
transcrit que conté quatre introns. Al traduir-se aquest transcrit codifica una
proteina de 242 aminoacids, amb un pes predit de 27.7 KDa i un pl teoric de
6.38. Segons les dades d’expressid publicades a ModEncode té un maxim
d’expressié a embrions d’entre 2 i 10 hores, mentre que I'expressio a adults és
baixa. S’expressa a cel-lules S2 i a la majoria de linies cel-lulars utilitzades de
Drosophila. A adults, els majors nivells d’expressié es troben al Sistema Nervios

Central (CNS) i a ovaris.

Overview of 3R |
oM am 2Mm 3m 4an 5f[| 6M 7M 8M 9M 10M 1M 12M 13M 1dM 15M 16M 17M 18M 19M 20M 24M 2Z2M 23M 24M 25M 26M 27N

5084k 5085k 5086k

e Span Ibf-1
6736 CGE436
 I— L
69740 1bf-2
1
nscript
6736-RA CGB8436-RA

S S e W ey I ES— —
CGI740-RA

Figura 36.- Els gens CG8436 (Ibf-1) i CG9740 (Ibf-2) al genoma. Es troben I'un al costat de I'altre al

cromosoma 3R pero es transcriuen en direccions oposades.
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El gen Ibf-2 (3R:5.083.449-5.084.223 [-]) de 708 bp genera un sol
transcrit amb un sol intrd. Aquest codifica una proteina de 195 aminoacids, amb
un pes predit de 21.9 KDa i un pl teoric de 8.19. Té els majors nivells d’expressio
a embrions d’entre 0 i 12 hores, s’expressa a cél-lules S2 i a la majoria de linies
cel-lulars utilitzades de Drosophila. A adults, els majors nivells d’expressid es

troben al CNS, a ovaris i a testicles.
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Figura 37.- Similitud entre Ibf-1 i Ibf-2. A) Alineament Clustal de les dues proteines senceres, amb el
grau de conservacié indicat pel color, de més clar (no conservacid) fins a més fosc (conservacid).
S’observa que tant a la regié N-terminal com a la C-terminal hi ha més posicions en negre (similars)
que al mig de la proteina. B) Alineament Clustal de la regié N-terminal de les dues proteines on en
veuen els aminoacids compartits per ambdues. C) Plot d’'una proteina contra l'altra, en el que es
ressalten només les zones més similars, que sén al principi de cada proteina i al final. D) Les

proteines tenen en global un 18.7% de similaritat segons I'alineament Clustal.
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Al realitzar una cerca de proteines similars a Ibf-1 dins de Drosophila
melanogaster amb BLAST (Altschul, 1997) i amb les condicions per defecte el
primer i Unic hit és precisament Ibf-2. El mateix passa al realitzar la cerca amb
Ibf-2, apareix Ibf-1 com a proteina més similar. Aixo suggereix que es tracta de
dues proteines que, al menys en alguna part de la seva seqiiéncia, s’assemblen.
Per aix0 decidim fer un alineament ClustalW (Larkin et al., 2007): les dues
proteines tenen un 18.7% de similaritat (Figura 37). De l'alineament pero
sobretot del Dot Plot n’observem que hi ha una regié particularment ben
conservada a la meitat N-terminal de les proteines, entre els aminoacids 20 i 80
aproximadament. De la mateixa manera hi ha una altra regié ben conservada als

extrems C-terminal, als ultims 30 aminoacids de cada proteina.

4.2.3.3 Ibf-1 i Ibf-2 estan conservades dins del génere

Drosophila

La seglient pregunta és si aquestes dues proteines estan conservades
en altres espécies. Per a aix0 utilitzem altra vegada I'eina BLAST i la base de
dades OrthoDB (Waterhouse et al., 2011). En detectem homolegs a totes les
espéecies del subgenere Sophophora, és a dir, totes les espécies del génere
Drosophila tret de Drosophila virilis, D. mojavensis i D. grimshawi, les tres més

allunyades evolutivament de la resta.

Hem alineat tots els homolegs d’una i altra proteina amb ClustalW
(Figura 38) i es torna a observar una forta conservacio de les regions N-terminal
(aminoacids 1-60 a Ibf-1 i 20-80 a Ibf-2) i C-terminal (aminoacids 200-248 a Ibf-1
i 180-223 a Ibf-2) a totes les especies del subgenere. La matriu de distancies que
se’n deriva reflecteix amb algun matis I'arbre filogenétic d’aquestes espécies. A
notar que I'homoleg de Ibf-2 a Drosophila ananassae sembla haver patit una
duplicacio (GF18423 i GF24686) en la que un dels dos gens derivats ha perdut la

meitat N-terminal.
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Figura 38.- Alineament de Ibf-1 i Ibf-2 amb els seus homolegs a Drosophila. Hem alineat Ibf-1 (A) i
Ibf-2 (B) cadascun amb els seus corresponents homolegs a les espécies de Drosophila que en tenen.
A sobre de cada alineament es mostra un grafic d’identitar essent verd maxima identitat i vermell

minima.

4.2.3.4 1bf-1i Ibf-2 tenen un domini d’unidé al DNA

L'observacié que hi hagi dues regions altament conservades no només
entre cada proteina i els seus homolegs sind també d’una proteina amb I'altra
ens fa preguntar-nos si alguna d’aquestes regions o totes dues contenen algun
motiu proteic conegut. Si bé per la regié C-terminal la cerca no déna cap resultat
clar, per la regié N-terminal trobem que la seqiiencia d’aminoacids segueix un

patré similar al descrit pel domini zinc finger BED (cerca Pfam E-value 0.12).
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El zinc finger BED (Aravind, 2000) és domini proteic del que s’ha
suggerit que la seva principal funcié és la unié a DNA. Va ser anomenat aixi
perqué va ser descobert inicialment en les proteines de Drosophila BEAF i DREF
(regulador transcripcional de gens involucrats en la fase S del cicle cel-lular). Es
troba en factors reguladors i en transposases de plantes, animals i fongs. Té de
50 a 60 aminoacids que contenen un motiu caracteristic Cx,Cx,Hx35[H/C], essent
X, un espaiador variable que forma un zinc finger, i a N-terminal d’aquesta

signatura s’hi troben conservades dues posicions aromatiques.

):YK\EGE] OAPRA R Y A £l ”E L JERRbaN L?,;}H e

|bf-1 JFARTEAGATANLENGR - - - - - - YSAT. .EKVLONTA S---rRAsLEARQTCDA
|bf-2 TERKMGALPAFKGCRDGCEPKKYRALMT HMRKCOSNT SID -~ -RAIIEFIRK SCLK
BEAF VERFEAYAVQCDDHIEP - - - - - - YACMKTMGDLLSYSGKTCTG SMLREAARCLES S

DREF JYERYEGEP SNDNNEVIT ---KQNVVMI KMEKVLTNHGNT TN - -ARAEL -QHRH

i b

x2 C Hx3-5 [H/ C]

Figura 39.- BED finger. Alineament de les regions N-terminal de Ibf-1 i Ibf-2 alineades amb les
regions N-terminal de DREF i BEAF on tenen el motiu BED. En negreta son les posicions conservades
tipiques d’aquest domini. Les fletxes indiquen les quatre posicions que formen el zinc finger:

CoCunHuasH/C.

Analitzant-les al detall, tant Ibf-1 com Ibf-2 mostren aquest patrd
caracteristic. A la figura 39 es mostra I'alineament de les regions N-terminal
d’ambdues proteines amb BEAF i DREF i s’assenyalen els aminoacids que
conformen el motiu. Aixo explicaria el per qué Ibf-1 i Ibf-2 tenen conservada la
regio N-terminal: les dues tenen el mateix motiu d’unid al DNA. Ara bé, si aix0 és
correcte es podria predir que els homolegs trobats a les demés espécies de
Drosophila, que també tenen conservat I’'N-terminal, haurien de contenir també
la signatura del zinc finger. En efecte aquest és el cas tal i com es mostra a la
figura 40, on es mostra 'alineament de tots els homolegs i amb una fletxa

s’assenyalen els aminoacids caracteristics del motiu.
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A)

Sequence Logo

B3P1S3_D. erecta
B4PULO_D. yakuba
B4HKGS_D. sechellia
B4QX85_D. simulans
QIVHGS_D. melanogaster
B3M1L4_D. ananassae
B4NG15_D. willistoni
B4GN50_D. persimilis
Q29CF4_D. pseudoobscura

B)

Sequence Logo

CA22000 D. pseudoobscura
GL13548 D. persimilis
GD20811 D. simulans
GM26276 D. sechellia
CG9740 D. melanogaster
GE24792 D. yakuba
GG17388 D. erecta
GF18423 D. ananassae
CF24686 D. ananassae
GK22751 D. willistoni
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Figura 40.- Conservacié del BED finger. Alineament de les regions N-terminal de Ibf-1 (A) i Ibf-2 (B).

A sobre es mostra el logo generat per I'alineament, que és una matriu de conservacio. Les fletxes de

sota indiquen les quatre posicions més conservades del zinc finger.

4.2.3.5 Generacié d’'un mutant de Ibf-1

La linia PBac{RB}CG8436

°0357% conté un transposé transgenic PBac{RB}

situat al lloc 3R:5.084.968, just al limit entre el primer intrd i el segon exé de Ibf-
1. Aquesta linia expressa de manera normal la proteina Ibf-1 (no mostrat). Per
obtenir el mutant fem saltar el transposd. Aquest transposd conté també un gen
mini-white que serveix de reporter: si el transposd ha saltat els ulls passen a ser
blancs. Per a fer-lo saltar es va creuar aquesta linia amb una linia que expressa

una transposasa que excideix el transposd. De les 40 descendents que havien
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passat a tenir ulls blancs, una no havia produit un salt net: si el salt és net no

s’excideix cap part del gen i no es produeix un mutant.

A la linia que havia produit un salt no-net la vam anomenar Albf-1. Un
analisi genetic per PCRs d’aquest salt va revelar que I'extrem 3’ del transposé
havia romangut intacte (és I'extrem que queda més proxim a I’'extrem 5’ del gen)
i que el salt s’havia endut tota la meitat 5’ del transposd, tota la resta del gen
Ibf-1 fins al seu final 3’ i la major part del gen adjacent, VhaM8.9, del que només
queda I'extrem 3’. Aquest gen esta implicat en la via de senyalitzacié Wnt i la via
Planar Cell Polarity, i la manca total de la seva proteina causa letalitat
embrionaria. Aixo suposa el problema que no podrem comprovar quins fenotips

s’obtenen per manca d’lbf-1.

Quan fem extraccid proteica de larves heterozigotes i en fem un
Western Blot contra I'anticos especific de Ibf-1 observem que el nivell de
proteina baixa significativament tot i tenir encara una copia wild-type del gen

(Figura 41). Per tot aixo considerem que Albf-1 és un mutant nul de Ibf-1.

Ibf-1 - ‘
Actina ,‘-‘6-~ - -

Figura 41.- Nivell d’Ibf-1 al mutant Albf-1 en heterozigosi. Western Blot contra Ibf-1 amb extracte
proteic de cervell de larva lll de larva wild-type (esquerra) i de larva ARB1/TM6 (dreta). A sota es

mostra la banda d’actina com a control de carrega.

4.2.3.6 Generacié d’'un mutant de Ibf-2

De la mateixa manera vam voler generar una linia mutant de Ibf-2. En
aquest cas disposavem d’una linia, P{GSV6}GS16482, que té un transposoé
P{GSV6} insertat al lloc 3R:5.084.094 que cau al primer exd de Ibf-2. Aquesta

linia és de per si mutant de Ibf-2: els homozigots no I'expressen en absolut (no
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mostrat). Aixi, ens calia fer saltar la part del transposd que tenia el mini-white
perqué aquesta linia no es pot utilitzar en assaigs d’enhancer-blocking degut a la
presencia al transposé d’un mini-white. Vam doncs creuar aquesta linia amb una
linia que expressava la transposasa i de cinquanta descendents amb ulls blancs,
deu no havien fet un salt net. Vam comprovar per PCR i seqiienciacié que al
menys dues d’aquestes linies, Albf-2(17) i Albf-2(20) , se’ls havia produit un salt
imperfecte del transposd que feia que hagués saltat el white que hi ha dins del
transposé pero no la resta, de manera que continuaven sent mutants d’lbf-2. Els
GSV17 presenten un 90% de supervivencia a larva lll i un 70% a adults. Els

mascles sén esteérils.

128



RESULTATS

4.2.3.7 Localitzacié a cel-lules S2

Hem generat anticossos que reconeixen especificament Ibf-1 i Ibf-2. Voliem
saber si tenien localitzacié nuclear, tal i com esperavem tenint en compte que CP190
localitza al nucli a interfase. Per tant primer de tot vam fer una immunotincié de
cél-lules S2 on es veu que la seva tincié corresponia amb la del DAPI que marca el nucli
de les cel-lules interfasiques (Figura 42). Malgrat tot, I'anticos de Ibf-1 sembla que déna
un cert soroll de fons. També vam fer la immunotincié de cel-lules S2 pero aquesta
vegada havent-les impactat, i altra vegada es va confirmar que Ibf-1 i Ibf-2 localitzen al

nucli a cel-lules S2 interfasiques de la mateixa manera que CP190 (Figura 43).

Figura 42.- Immunolocalitzacié de Ibf-1 i Ibf-2 cél-lules S$2. Tant Ibf-1 (A) com Ibf-2 (B) localitzen al nucli en

una immunotincio en cél-lules interfasiques.
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A)

DAPI

B)

DAPI

Figura 43.- Immunolocalitzacié de Ibf-1, Ibf-2 i CP190 a cel-lules impactades. A cél-lules impactades es

verifica que Ibf-1 (A) i Ibf-2 (B) sén nuclears i colocalitzen al nucli amb CP190.

4.2.3.8 Localitzacié a embrions

Hem volgut mirar la localitzacid de Ibf-1 i Ibf-2 a embrions de diferents estadis
del desenvolupament per tal de saber on localitzen aquestes dues proteines i si ho fan
de manera diferent segons el moment del desnvolupament embrionari (Figura 44). Ibf-
2 queda clarament delimitada al nucli cel-lular en tots els estadis, coincidint amb la
senyal de CP190, també nuclear. Per contra, la senyal d’Ibf-1 no queda delimitada al
nucli sind que es veu per tot 'embrié. Hem mirat la localitzacié d’lbf-2 als dominis
mitotics (zones de I'embrié en que totes les cel-lules estan dividint-se) i és dificil dir on
localitza dins del nucli, ja que la senyal és molt difosa i no és clar ni que estigui unida als

cromosomes mitotics ni que —com CP190— localitzi als centrosomes.
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CP190
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C

DAPI CP190

CP190

Figura 44.- Immunolocalitzacié de Ibf-1, Ibf-2 i CP190 als embrions. A) CP190 localitza clarament a nuclis
tant a embrions primerencs com tardans, mentre que la senyal d’Ibf-1 no sembla restringida al nucli; B) La
senyal d’Ibf-2 si que queda delimitada als nuclis de les cél-lules embrionaries tant a embrions primerencs com
a embrions tardans, coincidint amb la senyal de CP190; C) A dominis mitotics, 1bf-2 continua loclitzada al

nucli.

4.2.3.9 Uni6 a cromosomes politenics

Ara que ja sabiem que es tracta de dues proteines nuclears, vam voler mirar si
s’unien a la cromatina. Per a fer-ho vam fer immunotincions de cromosomes politénics
de glandules salivals de larva lll, tenyides amb els anticossos especifics de Ibf-1 i Ibf-2,
de CP190 i DAPI per marcar el DNA. Com s’observa a la figura 45, tant Ibf-1 com Ibf-2
s’uneixen de forma clara als politénics. Formen prop d’un centenar de bandes que,
comparant-los amb la tincié del DAPI, mostren preferencia per les interbandes. Les
interbandes son les zones dels cromosomes politénics que queden poc o gens tenyides
pel DAPI (en oposicié a les bandes, fortament marcades) i que s’associen a regions
riques en gens i transcripcionalment actives. La tincid amb I'anticos de CP190 mostra
un nombre molt major de bandes, també preferencialment coincidint amb les
interbandes del DAPI. Quan comparem les tincions de Ibf-1 o de Ibf-2 amb la de CP190

s’observa que hi ha una gran part de llocs on hi coincideixen. Naturalment, a I'unir-se
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CP190 a molts més llocs hi ha molts llocs de CP190 sense co-localitzacid. Pero mirat a la

inversa la majoria de llocs de Ibf-1 o de Ibf-2 cauen en llocs també ocupats per CP190.

Merge Ibf-1
CP190

Figura 45.- Immunotincié d’Ibf-1 i CP190 de cromosomes politénics. A) CP190 i Ibf-1 coincideixen a molts
llocs dels genoma. Les fletxes verdes indiquen bandes no només hi ha CP190; les fletxes vermelles bandes on

només hi ha Ibf-1; en fletxes grogues bandes on hi sén totes dues.
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Figura 46.- Immunotincié d’Ibf-2 i CP190 a cromosomes politénics. A) CP190 i Ibf-2 coincideixen a molts llocs
dels genoma; B) les fletxes verdes indiquen bandes on només hi ha CP190; les fletxes vermelles bandes on

nomeés hi ha Ibf-2; en fletxes grogues bandes on hi sén totes dues.
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La seglient pregunta és si CP190 és necessaria per la unio de Ibf-1 o de Ibf-2.
Fem la immunotincié aquesta vegada utilitzant larves mutants de CP190. Sén larves
que combinen dues mutacions diferents de CP190, P1 i P11, ja que cadascuna
d’aquestes no és viable en homozigosi a larva Ill. Al combinar-les hi ha letalitat a partir
de larva Ill, de manera que podem escollir aquelles larves que tinguin les dues
mutacions a la vegada a través del seguiment del cromosoma balancejat TM6 que
porta el marcador tubby. Aixi, les larves que no tinguin fenotip tubby (més curtes del
normal) seran mutants nul-les de CP190. Com es veu a la figura 46, no s’observen
canvis significatius en la unié de Ibf-1 o de Ibf-2 als politenics quan falta CP190 respecte

d’un cromosoma de larva wild-type.

A)
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B)

Figura 47.- Immunotincié d’lbf-1, Ibf-2 i CP190 a cromosomes politénics de larves mutants de CP190.

P11

Cromosomes de larva wild-type i cromosomes de larva mutant de CP190 (CP190°'/CP190™"") on s’observa que

CP190 deixa d’unir-se a la cromatina mentre que Ibf-1 (A) i Ibf-2 (B) hi continuen units.

Aquest resultat mostra que Ibf-1 i Ibf-2 s’uneixen a la cromatina
independentment de CP190. Per saber que passa en sentit invers, és a dir, si Ibf-1 o Ibf-
2 sén necessaries per la unié de CP190 a la cromatina utilitzem larves mutants nul-les
de Ibf-2 i larves que combinen la mutacié de Ibf-1 amb un RNAI de Ibf-1 sota el control
de LioGal4 (driver a glandules salivals), ja que les homozigotes mutants de Ibf-1 no

arriben a larva lll.

D’entrada el primer que es constata és que la unié de Ibf-2 és necessaria per la
unié de Ibf-1 a la cromatina. Als cromosomes de larves mutants de Ibf-2 no hi ha cap
banda de Ibf-1 (Figura 48). En canvi quan mirem la tinci6 de CP190 a aquests
cromosomes no observem canvis significatius a escala cromosomica. A les larves
mutants de Ibf-1 també observem una drastica reduccié del nivell de Ibf-2 unit a la

cromatina (Figura 49).
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Ibf2
mutant

& 1bf2 & 1bf2
mutant mutant

Figura 48.- Immunotincié d’Ibf-1 i CP190 a cromosomes politénics de larva mutant d’Ibf-2. |bf-1 deixa
d’unir-se a la cromatina en cromosomes de larva mutant d’Ibf-2 mentre que la unié de CP190 és independent

de la uni6 d’Ibf-2.

& Ibf-1

Ibf-1
& mutant

mutant

Figura 49.- Immunotincié d’Ibf-2 a cromosomes politénics de larva mutant d’Ibf-1. Ibf-2 deixa d’unir-se a la
cromatina en cromosomes de larva mutant d’Ibf-1. Per tal d’obtenir larva Ill mutant d’lbf-1 hem combinat en
un al-lel la delecié Albf-1 amb un RNAi contra Ibf-1 sota el control de LioGal4 que s’expressa a glandules

salivars.
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4.2.3.10 Presencia d’insulator bodies

Ha estat demostrat en diversos estudis que I'activitat insulator es correlaciona
estretament amb la formacié d’insulator bodies (Capelson and Corces, 2004, 2005),
que son llocs dins del nucli on hi ha varis insulators junts causant que la fibra de
cromatina formi loops que se suposa que coincideixen amb dominis independents
d’expressid génica (Gerasimova and Corces, 2001). L'acumulacié en aquests corpuscles
de proteines d’insulator és visible per immunotincid, i se sap que les diferents

proteines d’insulator hi coincideixen (Gerasimova et al., 2007).

A)
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B)

Merge Ibf-2 CP190

Figura 50.- Insulator bodies a nuclis de cél-lules de cervell. Les immunotincions a cel-lules de cervell
presentaven insulator bodies quan els tenyiem amb Ibf-1 (A) i Ibf-2 (B), que colocalitzaven amb els insulator
bodies que s’observen quan es tenyeix amb I'anticos de CP190, tot i que en aquest cas a I’haver-hi més senyal

de la proteina al nucli sén més dificils de distingir.

Per comprovar si Ibf-1 i Ibf-2 sén presents als insulator bodies amb una
distribucio similar a la de CP190, vam realitzar immunotincions de cel-lules de cervell
de larva lll. A la figura 50 s’observa com en totes dues proteines hi ha una tincid
particular d’uns corpuscles dins del nucli, que a més també hi sén en la tincié amb
CP190, suggerint que en efecte es tracta d’insulator bodies. No obstant a les tincions de
CP190 eren més dificils de distingir perqueé la forta preséncia d’aquesta proteina al nucli

doéna senyal molt forta.
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4.2.3.11 Localitzacié en cromosomes mitotics

CP190 és una proteina que, si bé a interfase es troba dins del nucli unida a la

cromatina, quan la cél-lula entra en mitosi localitza als centrosomes (Oegema et al.,

1995; Whitfield et al., 1995).

Figura 51.- Localitzacié d’Ibf-1 i Ibf-2 a cromosomes mitotics. CP190 localitza a dos estructures puntuades
que corresponen als centrosomes. Ibf-1 esta unit tot al llarg dels cromosomes mitotics, amb particular
intensitat al centromer, i també al centrosoma; Ibf-2 també es troba unida al llarg del cromosoma mitotic,
amb espcial intensitat al centromer i amb una marca als centrosomes on colocalitza amb CP190; la senyal

d’Ibf-1 al centromer esta just al costat que la de Cenp-C, pero no al mateix lloc.
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Nosaltres ens vam preguntar si aquest també era el cas de Ibf-1 i Ibf-2, i si no,
a on localitzen durant la mitosi. Utilitzant cél-lules de cervell de larva Ill vam buscar
cromosomes mitotics, que son molt reconeixibles amb la tincié amb DAPI perque estan

molt condensats i tenen una forma caracteristica (Figura 51).

D’entrada la primera observacio és que Ibf-1 i Ibf-2 a mitosi mostren un patro
difés i no sempre clar, observacié que ja haviem remarcat a embrions. No sembla clar
per les nostres imatges que vagin als centrosomes, tot i que en alguns casos si que hi
observem senyal. Més aviat mostren un patré d’unié als cromosomes mitotics, amb
una possible marca particular als centromers, la regié que separa els dos bragos dels
cromosomes. Per aix0 vam fer una co-tincié amb Cenp-C, una proteina que localitza als
centromers. El que observem no és una co-localitzacié perfecta sind que Ibf-1 i Ibf-2 se

situen just al costat de Cenp-C (Figura 51-d).
4.2.3.12 Alteracions en I'expressié génica

Les proteines d’insulator actuen sobre un gran nombre de llocs al genoma
controlant de maneres diverses les regions reguladores de molts gens, essent essencial
el correcte funcionament dels insulators per mantenir I'estat transcripcional d’un tipus
cel-lular. Alteracions o defectes en les proteines que duen a terme aquesta tasca
porten directa o indirectament a canvis en la regulacié transcripcional. Per tant és
d’esperar que una conseqilieéncia de mutar una proteina d’insulator sera que una série
de gens augmentara la seva transcripcio i uns altres la disminuiran, ja que els insulators
no semblen estar lligats a activacidé o repressio sind més aviat a separacié d’unitats
transcripcionals i de regions reguladores, estiguin aquestes en estat actiu o silenciat.
Exemples d’aquesta desregulacié generalitzada han estat trobats a CP190 i a dCTCF a

Drosophila (Bartkuhn et al., 2009).

Nosaltres hem volgut saber si la falta de Ibf-1 i Ibf-2 també té conseqiiencies a
nivell transcripcional. Volem veure si actuen conjuntament amb CP190 pel que fa a la

regulacio de I'expressio genica. Utilitzant cultius de cél-lules S2 eliminarem per separat
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les tres proteines del complex (Ibf-1, Ibf-2, CP190) amb RNAi i n’analitzarem els

possibles canvis en transcripcié amb un microarray.

4.2.3.12.1 RNAi a S2

El metode que utilitzarem és el bathing, que consisteix en produir RNA de
doble cadena que correspongui a un fragment d’uns 150-500 bp del transcrit que
volem eliminar, i afegir-lo al medi de cultiu a on creixen les cel-lules. Aquestes
integraran les molecules de dsRNA que es trobaran repartides pel medi i un cop dins la
cél-lula s’activa la maquinaria d’RNAI, que tallara el dsRNA en petites seqiencies que

dirigiran la maquinaria d’eliminacio directament fins al transcrit d’intereés.

Per tant en primer lloc el que fem és escollir una regié exonica que sigui comu
a tots els transcrits del gen en cas que n’hi hagi més d’un i dissenyar primers que
I'amplifiquin per PCR. Aquests primers porten a cada extrem un promotor T7 que
permetran la transcripcié in vitro de 'amplicé. El dsRNA generat 'afegim al medi de
cultiu en tres dies diferents. Al cap de quatre dies, recuperem les cel-lules i fem una

extraccié d’'RNA, que purifiquem per ser analizat per microarray.

Repetim aquest procés tres vegades i ho fem per quatre mostres diferents
cada vegada: Ibf-1, Ibf-2, CP190 i un RNAI control. Aquest RNAi control és una molécula
de dsRNA que no té per que afectar a cap gen en concret i que serveix per tenir una
mostra de I'RNA wild-type que tingui en compte els eventuals canvis transcripcionals
que pugui tenir I'activacié de la maquinaria RNAI. En el nostre cas escollim una regio
del gen bacteria LacZ. A la figura 52 es mostra un Western Blot d’extracte proteic de
cél-lules que han rebut el tractament d’RNAi revelat contra la proteina que hem
intentat eliminar. Com s’observa ni Ibf-1 ni Ibf-2 han aconseguit ser eliminades del tot,
tot i que si que hi ha una baixada significativa dels nivells de proteina. En el cas de

CP190 la baixada és menor.
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Figura 52.- Baixada del nivell de proteina en resposta a RNAi. Western Blots de Ibf-1 (A), Ibf-2 (B) i CP190 (C)

mostrant els nivells després de tractament RNAi amb LacZ i RNAi de la propia proteina.

4.2.3.12.2 Canvis d’expressio genica

L'RNA extret de cada mostra es retrotranscriu i s’amplifica, i el cDNA resultant
s’hibrida amb el Microarray amb el qual obtenim un valor de variacié per cada gen. A
I'analitzar cada réplica per PCA (Analisi de Components Principals) s’observa que la
tercera réplica esta molt allunyada de les dues primeres, per totes les mostres. Tant
allunyada que la variabilitat entre repliques és més gran que la que hi ha entre mostres,
i aix0 podria esbiaixar I'analisi estadistic. D’aquesta manera decidim tirar endavant
I'analisi només amb les repliques 1 i 2, que és just el minim per poder treure
conclusions sobre gens diferencialment expressats. El principal problema d’utilitzar
només dues repliques és que la robustesa de I'analisi sera menor, és a dir, que
possiblement estiguem fent una sub-estimacié i molts gens que realment estiguin
diferencialment expressats no siguin detectats com a tals perquée no han passat el test

de probabilitat.
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A la taula 5 s’indica el fold-change de cadascuna de les tres proteines (en
aquest cas, els seus transcrits) en cadascun dels tres tractaments. Podem veure doncs
com tant Ibf-2 com CP190 han baixat més de 4 vegades la seva quantitat de transcrit
respecte el control en els seus propis RNAi, mentre que I'RNAi de Ibf-1 no ha estat tan
efectiu i ha baixat 2.8 vegades. També veiem que la manca de CP190 no ha causat
variacions en I'expressio de Ibf-1 ni Ibf-2, ni cap d’elles dues fa variar significativament
CP190. Ara bé, si que es constata que la manca de Ibf-2 fa augmentar la transcripcié de

Ibf-1 (fc 1.875), i viceversa (fc 1.776).

Taula 5.- Canvis d’expressié d’Ibf-1, Ibf-2 i CP190 en cadascun dels tres knock-downs.

fold change
gen afectat
RNAI Ibf-1 RNAI Ibf-2 RNAi CP190
CP190 -1.038 -1.143 -4.424
Ibf-1 -2.837 1.875 -1.047
Ibf-2 1.776 -4.904 -1.031

En quant al quadre de gens diferencialment expressats (Taula 6), el primer que
s’observa és totes tres mostres (lbf-1, Ibf-2 i CP190) mostren variacions en I'expressid
genica respecte el control. En segon lloc s’observa que totes tres presenten gens up-
regulats (gens I'expressid dels quals ha augmentat) i gens down-regulats (gens
I'expressio dels quals ha disminuit), tot i que en tots tres casos hi ha més gens up-
regulats que no pas a la inversa. Tant és aixi que en el cas de la mostra CP190 n’hi ha
més del doble respecte els down-regulats. En el cas de I'RNAi de Ibf-1, a on hi ha molt
pocs gens diferencialment expressats, no podem descartar que sigui degut a que és la
proteina I’'RNAi de la qual ha funcionat pitjor de les tres, per tant com que el nivell de la
proteina ha baixat menys també veiem menys efectes en el microarray. Si a aixo li
sumem que estem treballant amb només dues repliques i per tant com ja hem explicat
estem sub-estimant els canvis, podriem suposar que aquest baix nombre de gens esta

significativament sub-estimat.
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Taula 6.- Gens significativament upregulats i downregulats. Nombre de gens que han augmentat o disminuit
la seva expressié en cadascun dels tres knockdowns. Es consideren gens diferencialment regulats aquells que

que fold-change és major que 1.25 o menor que -1.25 amb una probabilitat major que 0.75.

Ibf-1 Ibf-2 CP190
Up Down Up Down Up Down

14 7 43 39 114 52

Ens hem preguntat si hi havia enriquiment d’un cert tipus de gens en
particular, pero I'analisi de Gene Ontology (no mostrat) no déna cap resultat concloent:
la diversitat de grups afectats és molt alta i no n’hi ha cap de significativament molt
més enriquit que els demés. Aquest resultat era esperable donat que no creiem trobar-
nos davant de proteines que segueixin un programa de regulacié en concret o formin
part d’una via de senyalitzacid, sind que més aviat les proteines d’insulator tenen un rol

mecanistic.

En el mateix sentit ens hem preguntat si afectaven a grups de gens que formin
clusters al genoma, o simplement si afecten a regions determinades del genoma de
manera particularment enriquida. Aquest analisi de clusters no ha donat cap resultat
significatiu: no hi ha clusters de gens que estiguin diferencialment expressats en cap

dels tres experiments.
4.2.3.12.3 Co-regulacié

Atés que totes tres proteines formen un complex que podria estar treballant
regulant la cromatina de manera conjunta, ens preguntem fins a quin punt la variacié
global de I'expressié génica varia en la mateixa direccié per les tres mostres. Es a dir, si
en un knockdown un gen es downregula, també ho hauria de fer als altres dos
knockdowns, i si s'upregula també ho fara a als altres dos. D’aix0 es prediu que si

posem en un grafic cada gen sent I'eix X un knockdown i I'Y un altre, la majoria estaran
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als quadrants inferior esquerre i superior dret. A la figura 53 cada gen és un punt i cada

eix és el resultat obtingut a cada microarray per tots els gens.

1bf-2

-
CP190

-

5=0.542 5= 0.461

Ibf-1 ' Ibf-1

CP190
)

s=0.588

Ibf-2

Figura 53.- Correlacions d’Spearman entre els tres knockdowns. Cada punt representa un gen, situat al
grafic en funcié del log2 fold-change respecte LacZ de dues condicions a I'eix x i y. El color dels punts és
representatiu de la densitat d’aquests. Com més fosc més acumulacié de punts. A sota a la dreta s’indica amb
una s el valor de la correlacié d’Spearman. El primer cercle blau indica el 50% dels punts, el segon cercle el
90%, i a linia vermella correspon a una correlacié de Spearman de 1. Tots tres valors tenen un p-value de
<0.0001. A) La correlacié entre el knockdown d’Ibf-1 i Ibf-2 és de 0.542, B) entre Ibf-1 i CP190 de 0.461 i C)
entre Ibf-2 i CP190 de 0.588.
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N’hem quantificat la correlacié calculant el coeficient de correlacio
d’Spearman. En aquest test, si X augmenta i Y també o si X disminueix i Y també,
obtindrem un valor positiu entre 0 i 1. En canvi si quan una variable augmenta I'altra
disminueix s’obté un valor negatiu, entre 0 i -1. Si no hi ha cap tendéncia que fagi que Y

augmenti i disminueixi quan X augmenta, llavors el valor d’Spearman és de 0.

La correlacié entre les variacions d’expressio de gens en el knockdown de Ibf-1
i el knockdown de Ibf-2 déna un coeficient d’Spearman de 0.542, és per tant positiu
indicant una correlacio positiva. La correlacié de les variacions d’expressio de gens de la
mostra Ibf-1 respecte CP190 déna un coeficient de 0.461, i de Ibf-2 amb CP190 déna un
coeficient de 0.588. Els tres valors sén positius, per tant podem concloure que els
canvis d’expressid génica es produeixen majoritariament en el mateix sentit en els
experiments d’'RNAi de Ibf-1, Ibf-2 i CP190, suggerint que les tres proteines actuen en

conjuncio sobre la regulacié de I'expressio génica.

El valor de correlacio que hem calculat (coeficient d’Spearman) no és no
obstant el valor real de co-regulacid. Aixo es deu a que la variabilitat experimental de la
tecnica i la variabilitat de les dades baixa la correlacié maxima teorica de 1 a un valor
que desconeixem. Volem saber quant lluny esta el valor de correlacid observat del
valor maxim de correlacié que els nostres experiments permeten, i aixo ens donara una

estimacié del percentatge de co-regulacié entre dos knockdowns.

Per a tal proposit generem una estructura de dades que reflecteixi els valors
estadistics observats per cada gen als microarrays (mitjana, varianca) i de cada gen
n‘agafem un valor a I'atzar i en calculem la correlacié d’Spearman. Fem aquesta
simulacié 1000 vegades per cada gen, i la fem primer de tot sota la hipotesi que no hi
ha co-regulacié: cada gen es comporta com si no tingués res a veure amb el mateix gen

de I'altre microarray amb el qual I'estem comparant.
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Figura 54.- Valors simulats i observats de co-regulacié. Per cada parella de knockdowns, es
mostren els intérvals de valors de Spearman que ha donat cada simulacié segons les hipotesis de no co-
regulacié (verd), co-regulacié del 25%, co-regulacié del 50%, co-regulacié del 75% i co-regulacié total (blau).
La linia de punts vermella indica el valor de Spearman observat. El valor de Spearman observat entre Ibf-1 i
Ibf-2 correspon segons les simulacions a una co-regulacié de 0.7-0.76 (pvalue<0.0001); entre Ibf-1 i CP190

s’estima una co-regulacié d’entre 0.6 i 0.67 (pvalue<0.0001); entre Ibf-2 i CP190 la co-regulacié estimada és

entre 0.74i 0.79 (pvalue<0.0001).

Es a dir, provenen de dues distribucions diferents, cadescuna amb la seva
mitjana i desviacié. Amb els nous valors d’expressié simulats calculem els log2 fold
changes simulats. Aixo déna un interval de valors que representen la correlacié minima

esperable, al voltant de zero. Ara repetim la simulacié pero aquesta vegada sota la
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hipotesi que hi ha co-regulacié completa: cada gen es comporta com si formés part de
la mateixa entitat que el gen de I'experiment amb el que comparem. Es a dir, provenen
de la mateixa distribucié amb igual normal i desviacid. Aixo dona un interval de valors
de Spearman que representen la maxima correlacié que es podria obtenir teoricament
amb les nostres dades. Seguint la mateixa logica podem calcular els valors teorics de

25%, 50% i 75% de co-regulacio.

Aixi, quan comparem el valor de Spearman observat amb els valors obtinguts
de les simulacions podem inferir que entre Ibf-1 i Ibf-2 hi ha entre un 0.7 i 0.76 de co-
regulacio, entre Ibf-1i CP190 entre un 0.6 i 0.67 i entre Ibf-2 i CP190 hi ha entre un 0.74

iun 0.79 de co-regulacid (Figura 54).
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4.2.3.13 Analisi exhaustiu de la localitzacio de Ibf-1, Ibf-2 i CP190

al genoma

Sabent que es es tracta de proteines que s’uneixen directa o indirectament al
DNA i presumiblement a seqliéncies reguladores, la seglient pregunta era a on
exactament del genoma s’unien, a quants llocs i quina era la naturalesa d’aquests llocs.
Finalment també voliem saber si, ja que tenen un domini d’unié al DNA, Ibf-1 i Ibf-2
tenien afinitat per alguna seqléncia en concret tal i com és el cas de Su(Hw), dCTCF i

BEAF (Van Bortle et al., 2012; Yang et al., 2012).

Vam realitzar immunoprecipitacido de cromatina seguida de seqiienciacié de
tot el DNA immunoprecipitat (ChIP-seq) partint de cél-lules SL2 i utilitzant els anticossos
especifics de Ibf-1, Ibf-2 i CP190. Aquest experiment permet coneixer amb gran nivell
de precisid tots els llocs en que una proteina s’uneix al genoma. A més, disposem de les
dades publicades a Modencode on hi ha els resultats dels ChIPs de les altres proteines
d’insulator de Drosophila, fets també a partir de cel-lules SL2, per poder comparar els

resultats.

Taula 7.- Pics obtinguts al ChIP-Seq. Per cadascun dels ChIP-seq (Ibf-1, Ibf-2 i CP190) s’indiquen el nombre de

pics i la longitud mitja dels pics en parells de bases.

nombre de pics longitud mitja dels pics
CP190 2060 273.8 bp
Ibf-1 616 229.7 bp
1bf-2 783 274.4 bp

Com es mostra a la figura 55 i a la Taula 7, els pics obtinguts (intervals de DNA
on hi ha unid de la proteina) sén forga discrets: de mitjana estan entre els 229 bp (Ibf-1)
i els 274 bp (Ibf-2). Per qui observem més pics és CP190 (2060), seguit de Ibf-2 (783) i

Ibf-1 (616). Trobem casos on hi ha pics de les tres proteines al mateix lloc, casos on el
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pic és més intens per Ibf-1 i Ibf-2 que per CP190 i viceversa, casos on no hi és CP190 i
molts casos on hi ha CP190 pero no Ibf-1 o Ibf-2. Ens trobem sovint també amb dobles

pics: pics que en realitat sén dos pero molt junts.

A)
CP190
,_,.Lﬂ._-__L_JLL,,__JJL_ Il
Ibf-2 JL
Ibf-1 l
B)
CP190 l ; J l
Ibf-2 s J [ i
b1 | N j | N
BEAF 1 L oo ooyt ,m,l,,,u,,,m, A'.L‘_.‘ w
CTeF | DR R W
L Al A A L AL (A LA L |
Su(Hw)
| v vew wrve wr W ey 1 e v—rer- w‘-mw‘q

Figura 55.- Exemples de pics al genoma. A) Es mostren els carrils de CP190, Ibf-1 i Ibf-2 en una regid
ampliada del cromosoma 3. Els pics d’Ibf-1 i Ibf-2 coincideixen entre ells i amb pics de CP190, mentre que
CP190 té altres pics on no coincideix amb les altres dues; B) es mostren a més carrils de BEAF, CTCF i Su(Hw)
—del Modencode— on s’observa que hi ha regions on hi sén totes les proteines, i altres on es van

combinant.
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4.2.3.13.1 Localitzacio al genoma segons el tipus de regio

Analitzem la localitzacié de tots els pics en cada ChIP-Seq segons el lloc on es

troben en relacié al gen més proxim: upstream; downstream; sobreposat a I'inici 5’ del

gen o al final 3’; dins del gen.
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Figura 56.- Localitzacié segons la regi6 genomica. Es mostra per CP190 (A), Ibf-1 (B) i Ibf-2 (C) les
distribucions dels seus pics en funcié de classificar el genoma en regions segons la seva posicié respecte els
gens. 5’ gen és al voltant del TSS; 3’ gen és al final del gen; dins del gen és entre aquests dos punts siguin
introns o siguin exons; Upstream és quan la part del gen més proxima al pic és el seu 5, mentre que
Downstream és quan la regidé del gen més proxima és el final del gen. Upstream i Downstream junts

conformarien les zones intergeniques, i 3’gen, 5’gen i Dins del gen serien les regions géniques.

En el cas de CP190 trobem que la majoria es troben en posicid intergenica
upstream del gen més proxim (Figura 56-a). No obstant hi ha una gran quantitat també
a la zona del TSS i a dins del gen. Una porcié menor es troben downstream dels gens i

encara n’hi ha menys que coincideixen amb el final dels gens.

Tant si observem Ibf-1 com Ibf-2 ens trobem amb algunes diferéncies respecte
CP190 (Figura 56-b i c). La posicid preferent dels pics torna a ser upstream dels gens,
pero aquest cop la fraccid és encara més gran: practicament la meitat dels pics es
troben en aquesta regid. En segon lloc, una cinquena part dels pics estan a dins dels

gens. | en tercer lloc hi ha els pics situats downstream dels gens, una gran diferéncia
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amb CP190. Finalment hi ha aquells que es troben a I'inici del gen i un altim i minoritari

grup és el dels que es troben al final del gen.

Per tant el que veiem és que Ibf-1 i Ibf-2 es troben més sovint que CP190 a
regions intergeniques ja siguin upstream o downstream del gen més proper. CP190 en
canvi té una fraccio més important de pics situada al voltant del TSS. En tots tres casos

hi ha una part substancial situada dins del gen.
4.2.3.13.2 Posicionament sobre els gens

El seglient que ens hem preguntat és quin perfil mostren aquestes tres
proteines sobre els gens, vist que una gran part dels pics es troba al voltant del TSS,
pero que també una part important esta dins dels gens -introns i exons- i fins i tot hi ha

una part significativa al final dels gens.

= CP190
= Ibf-1
e = |bf-2
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Figura 57.- Localitzacio dels pics sobre els gens. Representacié de la localitzacié d’Ibf-1, Ibf-2 i CP190 al llarg
dels gens. L'eix de les Y és una mesura de la densitat de pics a cada punt de l'eix X, que és una

estandarditzacid dels gens de genoma.
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El que mostra aquest perfil sobre un gen estandarditzat és que tant per Ibf-1
com Ibf-2 com CP190 tenen una clara preferéncia per I'extrem 5’ (Figura 57). A partir
d’aqui la corba disminueix fins a I'extrem 3’, on fa un ultim pic, clarament més petit que
el pic inicial. Observem no obstant una diferencia entre el perfil de CP190 i el mostrat
per Ibf-1 i Ibf-2: en aquest Ultim cas el pic a 5’ no és tant marcat i el nivell mostrat per la
corba dins del gen és més elevat que en CP190, aixi com el pic a 3'. Es a dir, que Ibf-1 i
Ibf-2 semblen estar menys preferentment localitzades ben a l'inici del gen, i per contra

es localitzen més sovint al llarg del gen aixi com al seu final.

4.2.3.13.3 Ibf-1 i Ibf-2 colocalitzen quasi totalment entre elles i
amb CP190

Hem volgut saber amb exactitud quantes vegades Ibf-1 i Ibf-2 s’uneixen als
mateixos llocs al DNA. Hem dissenyat un diagrama de Venn (Figura 58) on es mostren

els pics que es solapen en cada combinacio entre les tres proteines estudiades.

CP190

Ibf-2 Ibf-1

Figura 58.- Diagrama de Venn de les tres proteines del complex. La majoria de pics d’Ibf-1 es solapen amb
Ibf-2 i CP190. La majoria de pics d’Ibf-2 també, pero hi ha un nombre important de pics no solapats (73) amb
cap altra. N’hi ha 85 d’Ibf-1 i Ibf-2 que no coincideixen amb CP190, pero el cas majoritari és que hi

coincideixin (523 + 107). CP190 té molts més pics que Ibf-1i 2 i que per tant no hi coincideixen (1440).
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El que s’observa concorda bastant amb el que s’observava als cromosomes
politénics. CP190, que té molts més llocs d’unid, solapa en una porcidé d’aquests
(30.4%) amb Ibf-1 i Ibf-2, i aquestes al seu torn coincideixen amb CP190
majoritariament (85.3% Ibf-1 i 80% Ibf-2). Entre elles, Ibf-1 i Ibf-2 es solapen
extensament. Cal tenir en compte que hi ha menys pics de Ibf-1 que de Ibf-2, potser
degut a factors experimentals. Sigui com sigui, el 99.2% dels llocs Ibf-1 estan també
ocupats per Ibf-2. Ibf-2, amb més pics, té un 22.8% de llocs on no hi ha pic de Ibf-1. Dels

llocs que coincideixen Ibf-1 i Ibf-2 entre elles, un 86% es solapen amb CP190.

4.2.3.13.4 1bf-1 i Ibf-2 colocalitzen parcialment amb les demés

proteines d’insulator

Com se sap, CP190 colocalitza a un bon nombre dels seus llocs d’'unié amb les
demés proteines d’insulator (Bushey et al., 2009; Schwartz et al.,, 2012) amb qui
coopera per dur a terme la funcio insulator (Pai et al., 2004; Gerasimova et al., 2007).
De la mateixa manera, vam voler investigar si aquest era el cas amb el nostre ChlIP-seq
de CP190 i els de Ibf-1 i Ibf-2. Vam estudiar els solapaments entre aquestes tres

proteines i CTCF, BEAF i Su(Hw) i ho vam representar en diagrames de Venn.

Al primer diagrama (Figura 59-a) s’observa com hi ha una forta colocalitzacié
de les quatre proteines CP190, Ibf-1, Ibf-2 i CTCF de 419 llocs, contra els 102 en que es
troben CP190, Ibf-1 i Ibf-2 perd no CTCF. D’altra banda, CTCF i CP190 coincideixen en
molts altres llocs on no hi ha Ibf-1 i Ibf-2 (646). Com s’observa a la figura 59-d és molt
més freqlient que CP190, Ibf-1 i Ibf-2 es trobin amb CTCF que no pas sense ella.
Aquesta colocalitzacié podria tenir algun sentit funcional o podria ser fruit simplement

que CTCF té una distribucié genomica similar a la de Ibf-1 i Ibf-2.

Al segon diagrama (Figura 59-b)es veu que la colocalitzacié de les tres
proteines del complex es déna majoritariament sense solapament amb BEAF, com
també s’observa al grafic 59-d. Al tercer grafic (Figura 59-c), amb Su(Hw) es torna a

repetir el mateix perdo encara més extrem, amb només 136 llocs comuns a les quatre
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proteines. Per tant concloem que, tot i que CP190, Ibf-1 i Ibf-2 colocalitzen
substancialment amb les altres tres proteines d’insulator, ho fan preferencialment amb
CTCF, menys amb BEAF i encara menys amb Su(Hw), subratllant el fet que Ibf-1 i Ibf-2
es troben en un punt mig de la distribucié fortament intergénica de Su(Hw) i la

fortament genica de BEAF, tal i com és el cas de la distribucié genomica de CTCF.

A)

B)

Ibf-1
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C)

Su(Hw)

D)

Nombre de pics

Figura 59.- Solapaments de les Ibf-1, Ibf-2 i CP190 amb les altres proteines d’insulator. Els diagrames de
Venn mostren el solapament de Ibf-1, Ibf-2 i CP190 amb CTCF (A), BEAF (B) i Su(Hw) (C). En aquests
diagrames les xifres indiquen el nombre de pics que es troben en cada combinacid. Els resultats es

sumaritzen en un grafic (D) en el que es redueixen les combinacions a tres possibilitats en cada cas.
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Schwartz i col-laboradors (Schwartz et al., 2012) van proposar I'existéncia de
diferents classes de binding sites agrupats per combinacions especifiques de proteines
insulator. Nosaltres mirem quants dels pics dels nostres ChIP-seq es troben a cada
combinacid (Figura 60). Per a fer-ho agafem cadasun dels pics que corresponen a cada
grup, segons els seus resultats, i mirem si sén pics pics pertanyents a Ibf-1 o Ibf-2. El
que veiem és que dels pics pertanyents al grup CP190 + CTCF, el 62% tenen preséncia
d’'Ibf-1i el 71% d’Ibf-2, corroborant la observacié que aquestes quatre proteines tenen
molts llocs en comu. Molt presents també ho estan a aquells pics que tenen CP190 +
CTCF + Su(Hw) + Mod(mdg4) (56% i 68% respectivament) mentre que la preséncia és
molt menor al grup CP190 + Su(Hw) + Mod(mdg4) (4.5% i 5.3%). Per tant concloem que
Ibf-1 i Ibf-1 estan a llocs que a més de coincidir amb CP190 amb qui formen complex,

també sén llocs on hi ha CTCF i a molts també s’hi sumen Su(Hw) i Mod(mdg4).

0

CP190
dCTCF
BEAF
Su(Hw)
Mod
(mdgd)
Sites 83 296 795 303 284 126 59 41
Sites with
1bf-1 11 0 0 0 13 78 4 23
% 13.25 0 0 0 4.57 61.90 6.77 56.09
Sites with
1bf-2 14 1 0 0 15 90 8 28
16.86 0.33 0 0 5.28 71.42 1355 68.29

Figura 60.- Quadre de combinacions de proteines d’insulator. Hem adaptat les xifres publicades (Schwartz et
al., 2012) de les diferents combinacions de proteines d’insulator. Prenent les dades dels intérvals
representats per cada pic a cada combinacié hem identificat aquells intérvals que es solapen amb intérvals de

Ibf-1 o Ibf-2.
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Hem volgut saber, en el context de totes les proteines de la cromatina de les
que hi ha publicades dades de ChIP al ModEncode, amb quines s’assemblen més Ibf-1 i

Ibf-2 en quant a posicionament al genoma.
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Figura 61.- Posicionament d’lIbf-1, Ibf-2 i CP190 respecte altres proteines de la cromatina. Utilitzant el
software ChroGPS, que posiciona en un grafic les proteines de la cromatina en funcié de la seva localitzacié al
genoma i per tant agrupa en clusters aquelles que coincideixen més i allunya aquelles que coincideixen
menys. Es mostren totes les proteines de les que es disposen les dades de ChIP al ModEncode, i els colors
faciliten la visualitzacié d’agrupaments posicionals-funcionals (en verd proteines d’activacid; en groc de
Polycomb; en blau de repressié per HP1a; en lila les polimerases; en gris les proteines d’insulator i en vermell
les tres proteines que hem analitzat nosaltres). A sobre de cada cercle s’indica I'experiment de ModEncode a
partir del que s’han tret les dades, indicant la proteina i sovint I’anticos i la linia cel-lular. La posicid de les tres
proteines que nosaltres hem analitzat, en vermell, correspon a la zona on hi ha les demés proteines

d’insulator, en gris.
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Hem utilitzat chroGPS (Reina and Rossell, 2012) per colocar els nostres ChiIP-
seq en un mapa global de totes les proteines posicionades en un grafic de dos
dimensions segons els seus llocs d’unid a la cromatina (Figura 61). En aquest grafic les
proteines tenen tendéncia a ajuntar-se segons si coincideixen més o menys al genoma,
i aix0 acaba reflectint els grups funcionals als que pertanyen. Per exemple hi ha el grup
de les proteines relacionades amb activacié, les de silenciament Polycomb, les de
silenciament HP1a, i hi ha també un grup separat de la resta on hi ha les proteines
d’insulator. Hem observat que Ibf-1 i Ibf-2 cauen clarament en aquest grup, al costat de

CP190 i de CTCF.
4.2.3.13.5 Localitzacio respecte els promotors

Hem detectat que Ibf-1, Ibf-2 i també CP190 molt sovint es troben sobre gens
que tenen més d’un promotor (Figura 62-a). Com s’ha explicat a la introduccid, aquests
s’anomenen promotors alternatius i dénen lloc a transcrits diferents tot i tractar-se del
mateix gen. Es un sistema de regulacié génica que ha d’estar finament controlat per a
que cada transcrit s’expressi al teixit i al moment del desenvolupament que i
correspon. Els mecanismes moleculars que s’encarreguen de regular-ho soén

desconeguts.

Hem analitzat la preséncia de cada pic de cada ChIP-seq als gens de Drosophila
que tenen promotors alternatius (gens amb més d’un promotor situats a més d’1 Kb de
distancia entre ells) i hem testat estadisticament si aquesta presencia és superior a la
que s’esperaria per atzar. En tots tres casos es verifica que les tres proteines tenen una
preséncia més alta a gens amb promotors alternatius del que s’esperaria per atzar
tenint en compte la proporcié d’aquest gens al genoma, amb p-valors de 1.307214e-31
per Ibf-1, de 1.606708e-38 per Ibf-2 i 2.253535e-76 per CP190 (tots tres forga inferiors

a 0.05, per sota del qual refutem I'hipotesi nula que la distribucié és a I’atzar).

Una altra observacio a partir dels ChlP-seq era que, quan Ibf-1 i Ibf-2 es troben

a promotors, molt sovint es tracta de promotors head-to-head, que sén aquells en que
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dos gens que es transcriuen en direccions oposades tenen els promotors propers

(Figura 62-b).
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Figura 62.- Localitzacié sobre promotors. A) El gen spen té dos promotors alternatius, el primer fa un
transcrit llarg amb cinc isoformes, i el segon fa un transcrit més curt amb tres isoformes, i Ibf-1, Ibf-2 i CP190
s’hi uneixen; B) Els gens spd-2 i CG32165 tenen disposicié head-to-head i tenen presencia de Ibf-1, 1bf-2 i

CP190 a I’espai entre els dos.
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S’ha vist que aquest és un cas molt freqlient a Drosophila i que BEAF esta
clarament enriquida a aquestes regions (Yang et al., 2012). Aixi s’"ha proposat que BEAF
pugui estar duent a terme una funcio ailladora en promotors que sén molt proxims i
que han de mantenir els seus propis estats d’expressié. Ens hem preguntat si aquesta

és també una caracteristica de Ibf-1, Ibf-2 o CP190.

Nosaltres hem fet una classificacié dels gens head-to-head (direccié de
transcripcio divergent) i tail-to-tail (direccié de transcripcid convergent) propers (a
menys d’1Kb de separacié uns dels altres) a Drosophila. Vam veure que efectivament
Ibf-1, Ibf-2 i CP190 es troben enriquits als espais que hi ha entre dos promotors head-
to-head en relacié al que s’esperaria per atzar (p-valors < 0.05 en tots tres casos) pero

no als espais que hi ha entre dos gens convergents tail-to-tail (p-valors > 0.05).
4.2.3.13.6 Ibf-1i Ibf-2 s'uneixen a una seqiiéncia consens

Per a saber si Ibf-1 i Ibf-2 reconeixen una seqliencia determinada a I'hora
d’unir-se al DNA, si és que s’hi uneixen directament, hem realitzat una cerca de motius
enriquits dins dels intérvals delimitats pels pics obtinguts al ChIP-seq utilitzant rGadem
(Figura 63). Com era d’esperar, alguns dels motius enriquits que trobem (Figura 63-c i
d) ja eren coneguts i identificats com a llocs d’unié d’altres proteines d’insulator
(dCTCF, Su(Hw)). Aixo és normal i valida la cerca, ja que aquestes proteines
coincideixen amb molts pics de Ibf-1 i Ibf-2 i per tant les seves respectives seqliéncies

consens es trobaran a bona part dels pics identificats per nosaltres.

També hem trobat altres seqliéncies consens que no esperavem. Un exemple
és el que s"anomena G-tract (Figura 63-e), una seqiiéncia de 10-20 Guanines seguides
que sén capaces de formar una estructura secundaria del DNA coneguda com a G-
quadruplex (G4). El rol d’aquestes G-quadruplex es relaciona amb sequéncies
reguladores de la transcripcio i de la replicacié (Bochman et al., 2012). També hi ha un
Mirror Repeat (Figura 63-f), que és una seqiieéncia formada per repeticions que son

imatges especulars 'una de I'altra i que s’ha relacionat amb la formacié de H-DNA, una
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estructura de triple helix del DNA. Els mirror repeats s’associen a regulacié de la

transcripcio i a origens de replicacio.
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Figura 63.- Seqiiencies de DNA enriquides als llocs d’unié d’Ibf-1, Ibf-2 i CP190. A) Sequeéncia no
caracteritzada amb anterioritat; B) seqiiéncia préviament identificada com a possible lloc d’unié de CP190; C)
seqliéncia d’unié de CTCF; D) seqliéncia d’unié de Su(Hw); E) G-tract i F) mirror repeat. La cerca i els logos han

estat generats amb rGadem.
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També trobem una seqliéncia que no havia estat mai descrita fins ben

recentment (Schwartz et al., 2012; Van Bortle et al., 2012) i descoberta en tots dos

estudis a través de ChlIP-seq d’altres proteines d’insulator (Figura 63-b). Ha estat

atribuit a CP190 sense basar-se en cap evidéncia molecular, per tant resta per ser

corroborada la seva afinitat. Finalment trobem una seqiéncia (Figura 64-a) que no ha

estat mai descrita i que crida la nostra atencié al mirar el quadre on es mostra el

nombre d’ocurréncies de cada seqiiencia (Figura 64-a). Apareix com la seqiieéncia més

freqiient a Ibf-1 i Ibf-2, mentre que no és de les seqliencies més enriquides de CP190.

Aix0 ens fa pensar que potser és una seqléncia reconeguda per Ibf-1 i Ibf-2 per unir-se

al DNA, 'anomenem Motiu Ibf.
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Figura 64.- Percentatge de pics en cada ChIP-seq que contenen cadascun dels motifs. Els grafics mostren el

percentatge de pics contenint com a minim un cop cadascuna de les seqiiencies trobades a la cerca.

Per a comprovar-ho realitzem un assaig in vitro, Electrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA) o gel de retard. Consisteix en correr en un gel d’acrilamida una sonda de
DNA marcada radioactivament en preséncia i en abséncia d’una proteina. Si no hi ha
unid, la sonda correra pel gel a la mateixa velocitat en tots dos casos. Ara, si hi ha unio,
s’observa que la sonda que té preséncia de proteina corre més lentament que la sonda
sola. A la figura 65 s’observa com la sonda que correspon al Motiu Ibf corre més

lentament en presencia d’extracte de proteina Ibf-1 i també de Ibf-2.

+Ibf-1 +Ibf-2

-
e
DNA lliure -

Figura 65.- Gel de retard amb el Motiu Ibf. Al carril de I'esquerra es corre la sonda de DNA sense proteina. Al
carril del mig es corre en presencia d’extracte de Ibf-1, i al de la dreta amb Ibf-2. En tots dos casos observem

un retard respecte el carril de I'esquerra, indicant unié DNA-proteina.
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Per a verificar I'especificitat de la unid repetim I'experiment (Figura 65) en
preséncia de sonda competidora (en excés) i freda (no radioactiva). Utilitzem també
una sonda que és la mateixa perd que té una mutacié de sequencia al Motiu Ibf
(competidor inespecific). Veiem com només en el cas de competicié especifica es perd
el retard en la banda, ja que la proteina s’ha unit al competidor fred, cosa que no ha
passat en el cas del competidor inespecific demostrant I'especificitat de I’afinitat de Ibf-
1i Ibf-2 per aquest Motiu. Quan hem mirat quina afinitat tenen Ibf-1 i Ibf-2 per altres
Motius trobats en la cerca realitzant el mateix experiment el resultat és que només

semblen tenir una clara afinitat pel Motiu (Figura 67).

A) Ibf-1 - + + + B) Ibf-2 - + + +

Sonda freda - - + - Sonda freda - - + -

Sonda mutada freda - - - + Sonda mutada freda - - - .
- .-

DNAlliure [y o DNA lliure e
- . -
- -

Figura 66.- Gel de retard amb el Motiu Ibf amb competidors. Hem fet un gel de retard per provar
I'especifitat de la unié de Ibf-1 (A) i Ibf-2 (B) amb el Motif Ibf. Al carril de I'esquerra s’hi corre la sonda Ibf
sense proteina, al segon carril s’hi afegeix la proteina, al tercer carril s’hi afegeix la proteina i sonda en excés i
no radioactiva, al quart carril en lloc d’aquesta sonda se n’afegeix una que esta mutada al lloc d’unié i que per

tant es pot considerar inespecifica, també freda.
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Motiu 1l 2 UE] 4 B) Motiu i1 2 #3 na
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Figura 67.- Gel de retard de diferents seqiiéncies d’unié. Per cada sequiéncia testada es mostra lliure
(esquerra) i amb proteina (dreta). La sonda #1 és una seqliéncia que conté 3 Motifs Ibf. La sonda #2 és la
seqliencia mutada que s’ha utilitzat de competidor en la figura anterior. La sonda #3 és el motiu (B) de la
figura 63 que ha estat proposat com a motiu d’unié de CP190. La sonda #4 és el motiu (F) de la figura 63, el

mirror repeat.

Quan analitzem quantes vegades coincideix aquest motiu amb els demés
motius d’insulator identificats veiem que amb qui més vegades coincideix és amb el de
CTCF, seguit del recentment descobert putatiu de CP190 i finalment pel de Su(Hw) (no
mostrat). Si analitzem els pics de Ibf-1 i 2 veiem com el Motiu hi és present
independentment de la preséncia de CP190 (Taula 8-b). En canvi si n’analitzem la
preséncia als pics de CP190, hi és en un 53.9% a aquells que coincideixen amb Ibf1 i Ibf-
2, mentre que només es troba amb un 7% a la resta, confirmant I'afinitat d’aquest
motiu pels llocs Ibf. A la Taula 8-a veiem que de mitjana hi ha al voltant de 1.5 motius a

cada pic, volent dir que en molts casos hi sera per duplicat en un mateix lloc d’unié.

Taula 8.- A) Nombre mitja de Motif Ibf a cada pic en cada ChIP-seq; B) Preséncia del Motiu Ibf en
funcié de la preséncia de CP190 i de Ibfli 2.

A)
binding sites/pic
Ibf-1 1.56
Ibf-2 1.63
CP190 1.43
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B)
% de pics amb Motiu Ibf
Ibf1/2 sense CP190 62.73
Ibf1/2 amb CP190 55.30
CP190 sense Ibf1/2 7.01
CP190 amb Ibf1/2 53.87

4.2.3.14 Activitat enhancer-blocking d’Ibf-1 i 1bf-2

Per analitzar si Ibf-1 i Ibf-2 son necessaries per I'activitat enhancer-blocking
hem fet Us dels dos mutants dels que disposem. El mutant d’Ibf-1, Albf-1, és una
delecié que també elimina el gen adjacent VhaM8.9, i és letal en homozigosi. El mutant
d’lbf-2 prové d’una insercié a dins de I'exd del gen que impedeix que es produeixi la

proteina.

Hem creuat els mutants amb diverses linies transgeniques que porten
constructes amb I'enhancer i el gen mini-white separats per un insulator que atenua
I’efecte de I'’enhancer sobre I'expressié del gen. D’aquesta manera podem monitoritzar
el funcionament de l'insulator a través de la pigmentacio dels ulls. Si una proteina que
és necessaria pel correcte funcionament de l'insulator esta mutada o deplecionada
llavors aquest no podra dur a terme I'enhancer-blocking i s’'incrementara I'expressio del
mini-white i la pigmentacié de I'ull augmenta. Per tant nosaltres volem saber si en
creuar aquestes linies transgeniques amb els mutants d’lbf-1 i Ibf-2 la pigmentacio de

I'ull augmenta.

Hem utilitzat linies que porten insulators de la regié reguladora d’Abd-B i de
les que ja se sabia que necessiten CP190 per funcionar. Hem vist que Ibf-1 és necessari
pel funcionament dels insulators Fab-6, Fab-7 i Fab-8 (Figura 68) i quant a Ibf-2 hem vist

que és necessari pel Fab-7 i Fab-8 (Figura 69). També hem combinat les mutacions de
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Ibf-1 i CP190 (Figura 68) i hem vist que, sobre I'insulator del Fab-7, hi ha una interaccié

que fa que I'efecte de la combinacio sigui més intens que cada mutacio per separat.

90  ACP190 |[Albf-1/ACP190  Albf-1

Figura 68.- Ibf-1 és necessari per I’enhancer-blocking al Fab-7. A) La linia Fab-7 té més pigmentacio a I'ull si
és mutant d’lbf-1; B) La combinacié de mutants d’lbf-1 i CP190 té més pigmentacié que el mutant d’lbf-1; C)

la mateixa combinacié també té més pigmentacié que el mutant de CP190.

-2 bf-2

Figura 69.- Ibf-2 és necessari per I’enhancer-blocking al Fab-7 i Fab-8. A) La mutacié d’'Ibf-2 augmenta la

pigmentacid de I'ull en linies amb I'insulator Fab-7 i també Fab-8 (B).

Concloem que Ibf-1 i Ibf-2 sén necessaries per I'enhancer-blocking dels
insulators de la regié reguladora de Abd-B, confirmant que aquestes dues proteines

presenten una activitat caracteristica de les proteines d’insulator.
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5.- DISCUSSIO

171



DISCUSSIO

172



DISCUSSIO

5.1 La regi6 reguladora d’Abdominal-B

5.1.1 El Fab-6i I'iab6PRE

El Complex Bitorax i més concretament la regulacié del gen homeotic
Abdominal-B ha estat un dels focus d’atencié de I'estudi del desenvolupament
de Drosophila des de fa temps (Casanova et al., 1986; Celniker et al., 1989;
Boulet et al.,, 1991). Abdominal-B és un gen model que ha permeés entendre
mecanismes fonamentals del desenvolupament antero-posterior de I'organisme
gracies a les eines genétiques de les que es disposa amb Drosophila. La
determinacio de la identitat dels segments, la colinearitat o I'expressio additiva
de gens homeotics al llarg de I’eix antero-posterior sén conceptes que han estat,
si més no parcialment, descrits utilitzant el Complex Bitorax de Drosophila com a

model.

Pero més enlla de la seva aportacié a I'estudi del desenvolupament, la
regio reguladora d’Abdominal-B s’ha revelat com un excel-lent model d’estudi
dels mecanismes moleculars que sostenen la regulacié adequada del gen a cada
segment. Aquests mecanismes permeten que una mateixa regid reguladora
d’unes 100 kb activi I’expressido d’un sol gen de manera particular a cadascun

dels cinc segments a on s’expressa.

Nosaltres hem descrit i caracteritzat alguns dels elements que
conformen aquesta regié reguladora. Fins al moment s’havien descrit els
enhancers presents a cada iab i els elements Mcp, Fab-7 i Fab-8, que contenen
insulators, PREs i PTS (Chen et al., 2005; Maeda and Karch, 2006). Mancava
doncs la informacié relativa a la separacié entre els iab-5 i iab-6 —no se n’havia
descrit amb anterioritat ni insulator ni PRE— malgrat ja s’havia especulat amb la
seva existéncia ja que era I'Gnic limit entre dos iab sense Fab descrit i si que
s’havia detectat presencia de CTCF per ChIP al lloc que ha acabat corresponent

al Fab-6 (Holohan et al., 2007).
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Els assaigs d’hipersensibilitat a la DNAsal fets al laboratori van
demostrar que hi havia varies regions hipersensibles entre I'iab-5 i I'iab-6. Aixo
no és rar tenint en compte que el Fab-7, Fab-8 i Mcp estan composats per més
d’una regidé hipersensible (Karch et al., 1994; Zhou et al., 1996; Barges et al.,
2000). La regié HS4 correspon per localitzacié a I'enhancer ja descrit 1AB-6.
Aguest ha estat caracteritzat com a element iniciador, que no és suficient per
mantenir I'expressié correcta tot al llarg del desenvolupament (Mihaly et al.,

2006).

Els treballs previs de la Silvia Pérez-Lluch al laboratori mostraven que en
assaigs de constructes transgénics on es posava I’'HS1, I’'HS2 i I’'HS3 entre un
enhancer i un promotor de mini-white, s’observava una clara disminucid de la
pigmentacié dels ulls en els dos primers casos, pero no en HS3. A més d’aquest
silenciament es va observar pairing-sensitive silencing, altra vegada tant a HS1
com HS2, i les dues activitats depenien de les proteines del grup Polycomb. Tot
aixo indicava que les dues regions tenien activitat PRE. La unié de Polycomb i de
GAGA a elements reguladors del BX-C havien estat identificades préviament com
a necessaris per la correcta funcié de silenciament al PRE del Fab-7 (Hagstrom et
al., 1997; Strutt et al., 1997; Schweinsberg et al., 2004) i també al Mcp (Busturia
et al.,, 2001). En els treballs mostrats en aquesta tesi vam demostrar per ChIP
gue tant Polycomb com GAGA s’uneixen a I’'HS1 i al 'HS2, de la mateixa manera
qgue ho fan al Mcp, Fab-7 i Fab-8. Per tant un cop demostrat que totes dues
regions eren PRE, calia veure si també tenien activitat insulator i si una de les

dues corresponia al Fab-6.

L’assaig d’enhancer-blocking en constructes transgenics té la limitacid
qgue el que es pot observar és una disminucié de I'expressido del mini-white a
través de la pigmentacid de I'ull, i aixd pot correspondre tant a un silenciament
del tipus Polycomb com a un bloqueig de I'enhancer tipic d’insulator. Tots dos
mecanismes, de naturalesa molecular diferent, porten al mateix resultat
observable. D’aquesta manera, per tal de dilucidar si HS1 o HS2 tenien activitat

enhancer-blocking a part de PRE (que és detectable pel pairing-sensitive
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silencing), vam haver de posar aquests constructes en un fons mutant de
proteina d’insulator. Els assaigs publicats amb constructes de Fab-7 i Fab-8
demostraven que aquests perdien capacitat enhancer-blocking si es trobaven en
fons mutant de CTCF o de CP190 (Moon et al., 2005; Mohan et al., 2007). Al
posar nosaltres els constructes enhancer-blocking en fons mutant de CP190 vam
observar que només I'HS1 perdia activitat enhancer-blocking (augmentava la
pigmentacié de I'ull) i en posar-lo en fons mutant de CTCF i s’observava el

mateix resultat, demostrant la preséncia d’un insulator.

D’aquesta manera quedava demostrat que I'HS1 correspon al Fab-6 i
qgue té activitat insulator i PRE, mentre que I’'HS2 només té activitat PRE i
corresponia a I'iab6PRE. El Fab-6 de fet és una regié hipersensible gran,
comparable a la del Fab-7, i es troba aproximadament equidistant de Mcp i de
Fab-7, a 13 kb i a 14 kb respectivament. El fet que el Fab-6 contingui activitat
insulator i activitat PRE no és quelcom extrany ja que Mcp, Fab-7 i Fab-8 tenen
també un insulator i un PRE. No obstant aix0, en aquests tres casos s’han pogut
delimitar en l'espai les dues activitats. Tant al Fab-7 com al Fab-8 el PRE i
I'insulator sén facils de distingir ja que es tracta de dues regions hipersensibles
diferents, tot i que adjacents i molt proximes (Hagstrom et al., 1996, 1997;
Barges et al.,, 2000). En el cas de I'Mcp no sdn dues regions hipersensibles
diferents pero igualment s’han pogut separar a través d’assaigs amb constructes
transgénics en els que s’han utilitzat diverses seqliencies dins de I’element fins
gue s’han trobat les seqliéncies minimes necessaries per a dur a terme cada

funcio (Muller et al., 1999; Gruzdeva et al., 2005).

En el nostre cas no vam poder delimitar les dues activitats. D’entrada
no és facil perqué, a diferéncia del que passa al Fab-7 i Fab-8, PRE i insulator es
trobarien dins de la mateixa regio hipersensible. Vam provar de dividir-la en dos,
pero totes dues meitats continuaven presentant pairing-sensitive silencing, de
manera que no haviem aillat bé el PRE. Aquesta és doncs una tasca que es
podria dur a terme en proxims experiments, intentar delimitar les dues activitats

dins del Fab-6 pero aquesta vegada fragmentant-lo en seqliencies més petites i
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basant-se en les dades actuals de motius consens de proteines d’insulator i de
Polycomb, per tal d’intentar anticipar els possibles llocs d’unid i la funcié de la
seqiéncia. No obstant aix0, no pensem que hi hagi d’haver forcosament una
clara delimitacié entre totes dues funcions, les proteines d’insulator i les de
Polycomb podrien unir-se a llocs molt junts (tan junts que no seria possible
separar-los en constructes transgenics) en el Fab-6 i dur a terme igualment la

seva funcié.

Posteriorment a la publicacié dels nostres resultats caracteritzant el
Fab-6 (Pérez-Lluch et al., 2008) han aparegut diversos estudis que |'utilitzaven
com a model d’estudi. Se n’ha descrit I'unié de CTCF (Smith et al., 2009); s’ha
descrit que contacta amb el promotor d’Abdominal-B i amb els altres Fabs de
manera CTCF-dependent (Kyrchanova et al., 2011); se n’ha descrit la unid
d’Argonaute2 de manera RNAi-independent (Moshkovich et al., 2011); i se n’ha
fet un estudi de delecions utilitzant el métode InSIRT (lampietro et al., 2010).
Aqguesta tecnica (/n situ Integration for Repeated Targeting) consisteix en la
recombinacido homologa de tota una regié genomica (en aquest cas l'iab-6
sencer, de 19 kb) i la seva substitucié per un lloc d’integracié del sistema ¢C31.
Un cop s’ha reemplagat, es reintegra amb la recombinasa $C31 la regié extreta
perd mutada in vitro als llocs d’interes (en el cas de I'estudi, amb delecions
parcials al llarg de l'iab-6, des del Fab-6 fins al Fab-7). Aixi es van generar

delecions tot al llarg de I'iab-6 i se’n van estudiar els fenotips.

Van generar una delecié que eliminava el Fab-6 (Fab-61) i una altra que
eliminava el Fab-6 i I'iab6PRE (Fab-62). La primera, que elimina el Fab-6, donava
lloc a una barreja de transformacions homeotiques de guany de funcié (A5 a A6)
i de perdua de funcié (A5 a A4). En el primer cas es deu a que els elements
activadors de l'iab-5 s’extenen a l'iab-6 a I'A5, i per tant té fenotip de A6. En
canvi en el segon cas, la péerdua de funcio, el que passa és que com que el
iabPRE-6 encara és funcional i ja no hi ha un insulator que en delimiti el radi
d’accid, el silenciament de I'iab-6 a I’A5 es transmet a tot I'iab-5 i llavors agafa

fenotip d’A4. En canvi la delecié que elimina tant el Fab-6 com el iabPRES, tot i
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gue de fenotip similar, té més tendéncia a la transformacié de guany de funcid,
ja que la pérdua de funcid implica el silenciament per part del PRE que en aquest
cas ha estat eliminat. Una tercera delecid, iab-6%’, que elimina només I'iab6PRE

pero no el Fab-6, no provoca cap transformaciéo homeotica aparent.

Aguestes observacions sén coherents amb els nostres resultats. Es
podria argumentar que, donat que hi ha un PRE al Fab-6, la mutacié que elimina
el Fab-6 no podria generar fenotip de perdua de funcidé a I’A5 ja que es perd el
PRE que hi ha junt a I'insulator i amb ell 'efecte silenciador. Aquest no és el cas
perqué hi ha I'iab6PRE, no afectat per la delecid, que continua silenciant i per
aixo la pérdua de funcid. Llavors, com és que quan s’elimina I'iab6PRE no hi ha
cap transformacié? Doncs segons les nostres observacions és precisament
perqué hi ha I’altre PRE al Fab-6 que sontinua fent I'efecte silenciador del domini
a 'A6. Es a dir, tot plegat suggereix un model en el que I'iab-6 conté dos PREs de
funcié aparentment redundant, un d’ells més o menys a la meitat del domini
(iab6PRE) i I'altre sobreposat o molt junt amb l'insulator que separa l'iab-6 de
I'iab-5 (Fab-6). Donada I'extrema importancia de la correcta expressio espaial
d’Abd-B pel desenvolupament de l'organisme, no és incoherent la presencia
d’elements redundants que hagin estat mantinguts per seleccid per assegurar

qgue el domini només s’expressi als segments que li corresponen.
5.1.2 Transcripcio als elements reguladors d’Abdominal-B

Els diferents dominis reguladors d’AbdB es transcriuen i ho fan de
manera colinear, es detecten els seus transcrits al segment en el que el domini
controla I'expressié del gen, que estan disposats en el mateix ordre al genoma
qgue els segments a l'organisme (Sanchez-Herrero and Akam, 1989). Aquests
transcrits sempre son en el mateix sentit de transcripcio que AbdominalB. La
funcié i naturalesa d’aquests transcrits continua essent una questié de debat.
Alguns estudis els defineixen com a transcrits discrets i separats els uns dels
altres pels insulators (Bae et al., 2002; Drewell et al., 2002). La transcripcio al

domini estaria correlacionada amb un estat actiu d’aquest que |li permetria
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controlar I'expressid d’AbdominalB, o alternativament la transcripcié seria una
conseqiiéncia de I'estat actiu del domini pero sense rellevancia per si mateixa.
S’ha correlacionat l'estat actiu dels elements PRE/TRE (que sdn presents a
cadascun dels dominis) amb el pas de la maquinaria transcripcional pel seu
damunt (Rank et al., 2002; Schmitt et al., 2005). Aix0 podria ser una de les

explicacions de la transcripcio als dominis actius i no als dominis silenciats.

Un estudi recent suggereix que al segment A8 el transcrit fa 92 kb, des
de AbdB fins a abdominalA (també en el mateix sentit de transcripcié que AbdB),
i que per tant no s’interromp la transcripcié als Fabs sind que tota la regid
reguladora es transcriu de manera continua i es crea el transcrit no codificant
iab-8 (Gummalla et al., 2012). La funcié d’aquest transcrit és la de silenciar en cis
I'expressio  d’abdominalA  mitjancant un mecanisme d’interferéencia
transcripcional. Aquesta funcié també s’havia trobat anteriorment pel transcrit
no codificant bxd que silencia en cis el gen Ultrabithorax, també al compex

Bitorax (Petruk et al., 2006; Mazo et al., 2007).

En qualsevol dels casos nosaltres vam voler comprovar que la
transcripcio també tenia lloc al Fab-6 i que es donava, com havia estat descrit
pels demés Fabs, en el mateix sentit de transcripci6 que AbdominalB (sense).
Aix0 ho vam demostrar utilitzant primers especifics per fer la retrotranscripcié
gue només serveixen de motlle per una orientacié. A larves i a embrions vam
demostrar que hi havia transcrit sense al Fab-6 perd no anti-sense, és a dir que
la maquinaria transcripcional estava passant per sobre de l'element en la

mateixa orientacié que AbdB.

L’Gs de cél-lules en cultiu ens va servir per correlacionar la transcripcié
dels Fabs amb la d’AbdB. Les cél-lules S2, on AbdB no s’expressa, no presentaven
tampoc transcripcido del Fab7, i en canvi les SG4 on AbdB si que s’expressa
mostraven transcripcié al Fab7. Per tant és coherent amb la hipotesi que la
transcripcio als dominis reguladors esta correlacionada amb I'expressié d’AbdB,

per bé que no podem concloure res sobre el mecanisme que les correlaciona.
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Hem observat no obstant que la manca de CTCF i de JIL-1 redueix
significativament la transcripcié al Fab6 i Fab7. JIL-1 esta relacionada amb
transcripciéd activa, per tant és possible que senzillament el procés
transcripcional s’hagi vist reduit perqué JIL-1 n’és necessaria. Que la manca de
CTCF també en redueixi la transcripcio pot tenir diverses explicacions. Una seria
gue sigui una alteracid indirecta ja que CTCF és important per la regulacié de
molts gens i que algun d’aquests que es veu afectat acabi alterant la transcripcio
als Fabs. Una altra possibilitat seria una afectaciod directa, en la que si l'insulator
no funciona del tot bé degut a la manca de CTCF, tampoc no es transcriu

correctament.

Que la transcripcié de I'element insulator sigui important per la seva
activitat pot ser degut a varis motius. Podria ser que el transcrit fos important
per la unid de l'insulator amb el promotor que controla o amb els altres
insulators, de manera que si s’eliminés el transcrit per exemple amb RNAi
s’hauria de veure una disfuncid de I'insulator en forma d’alteracid de I'expressié
d’AbdB al segment que correspongui a l'insulator i en conseqiiéncia una
transformacié homeotica. Perd0 també podria ser que el transcrit no sigui
important en si, sind que l'important sigui el procés transcripcional sobre
I'insulator, possiblement per mantenir-ne la cromatina en un estat descondensat
que faciliti la unié de proteines d’insulator. Finalment també cabria la possibilitat
que la transcripcié als dominis actius no sigui més que una conseqliéncia
colateral i inocua d’'un estat descondensat de la cromatina necessari pel

funcionament dels elements presents al domini.

5.1.3 JIL-1 als insulators

Hem observat que la manca de JIL-1 en mosques que contenen una
construccié transgenica amb un enhancer i un gen mini-white separats per un
insulator provoca que l'insulator funcioni pitjor, i aix0 és observable per un
increment de la pigmentacié de I'ull. El motiu pel qual JIL-1 pot afectar la funcid

insulator no és clar.
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JIL-1 ha estat tradicionalment associat a la cromatina activa donada la
seva preséncia a interbandes de cromosomes politénics, és necessaria per
mantenir l'estructura de la cromatina i és la quinasa responsable de la
fosforilacio de la serina 10 de la histona H3 a interfase (Jin et al., 1999, 2000;
Wang et al., 2001). La contribucié de JIL-1 a la regulacio de I'expressio genica no
esta clara. S’ha proposat que és necessaria per l'alliberament de la polimerasa
pausada i la represa de I'’elongacié (lvaldi et al., 2007); un altre estudi proposa
que la presencia de JIL-1 és tot al llarg del gen i que no és proporcional als nivells
de transcripcié ni a la densitat de polimerasa (Regnard et al., 2011), en canvi
observen una correlacié entre la presencia de JIL-1 i la trimetilacié de la lisina 36

de la H3, marca que s’associa a elongacié transcripcional.

A més de la serina 10, també pot fosforilar la seria 28 de la H3, i és
necessari per I'acetilacié de la lisina 27 per part de la CREB binding protein, una
marca caracteristica dels enhancers (Kellner et al., 2012). Aixi, s’ha detectat la
presencia de JIL-1, H3510ph, H3S28ph i H3K27ac a molts gens de Drosophila,
localitzant tant als promotors com als enhancers, obrint la possibilitat que JIL-1
sigui requerit per establir el contacte entre enhancer i promotor, possiblement a
través de la unié de les proteines 14-3-3 que reconeixen aquestes modificacions
de la H3. A més, la presencia de JIL-1 i aquestes tres modificacions estan
correlacionats positivament amb [I'expressid génica. Aquests contactes
enhancer-promotor dependents de JIL-1 han estat verificats per Chromosome

Conformation Capture (Kellner et al., 2012).

Un altre estudi proposa que la funcié de JIL-1 consisteix en mantenir els
limits de les regions eucromatiques i impedir I'expansié de I’heterocromatina
mediada per Su(var)3-9 (Ebert et al., 2004; Zhang et al., 2006). A més hi ha
evidéncies que JIL-1 interacciona amb un component estructural de la

membrana interna nuclear com és la Lamina DmO (Bao et al., 2005).

Totes aquestes evidencies —formacié de contactes entre promotor i

enhancer; barrera contra la heterocromatina; interacci6 amb elements
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estructurals del nucli— sén elements que posen a JIL-1 en comu amb els
insulators, sén per tant coherents amb la participacié de JIL-1 a I'activitat
insulator i poden donar pistes sobre com hi pot estar contribuint. Es possible
que JIL-1, a través de la fosforilacio de la serina 10 de la H3, no només tingui un
rol durant el procés transcripcional a I'’elongacié sind que jugui un paper en el
manteniment i formacié de super-estructures de la cromatina i aixi la seva
manca pugui alterar les interaccions entre elements génics distants, tal vegada
resultant en la incapacitat dels insulators de formar les estructures de cromatina
adients que aillin regions geniques. L'altra possibilitat és que JIL-1 actui només
promovent la formacid d’'un estat descondensat de la cromatina i sigui per

aquest motiu que quan falta els insulators funcionen pitjor.

Una conseqiéncia que hauria de tenir la falta de JIL-1 si és requerida
per a la formacié de contactes entre insulators i altres elements és al locus
d’Abd-B, ja que els diferents Fab no podrien contactar entre ells o amb el
promotor del gen. Efectivament s’ha demostrat que els mutants de JIL-1
exhibeixen una transformacié homeotica A6 a A5, que també s’observa en

delecions de l'insulator del Fab-7 (Zhang et al., 2003).

Per tal d’escatir el mode de funcionament de JIL-1 sera necessari mapar
bé al genoma els llocs de fosforilacid de la serina 10. Nosaltres hem ho hem fet a
nivell de Complex Bitorax i hem vist que hi ha fosforilacid als insulators, malgrat
gue vam haver de repetir diverses vegades I'experiment de ChIP i la majoria
d’elles no aconseguiem una senyal especifica. Si que disposem pero del mapa
dels llocs que ocupa JIL-1 al genoma, publicats a ModEncode, i hem vist com no
només coincideix amb insulators del Complex Bitorax siné que coincideix amb un
gran nombre de llocs on hi ha proteines d’insulator. Aixd0 sumat a |'efecte
enhancer-blocking que haviem vist amb els constructes posen de manifest
contundentment que d’alguna manera JIL-1 participa de I'activitat insulator. En
un futur es podrien fer experiments 3C en mutants de JIL-1 per veure si
efectivament és necessari per a que es produeixi el contacte entre insulators i

altres elements.
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5.2 Noves proteines d’insulator

5.2.1 El complex de CP190

Amb l'objectiu d’aprofundir en el coneixement del funcionament i
caracteristiques dels insulators de Drosophila, vam dissenyar un seguit
d’experiments que conduissin a identificar nous factors necessaris per a dur a
terme l'activitat insulator. L’estrategia partia d’aillar una proteina coneguda
d’insulators i analitzar amb quines proteines interacciona formant un complex
proteic. Com a proteina bait (aquella que s’utilitza per immunoprecipitar el
complex i identificar-ne els components) vam utilitzar CP190. El motiu principal
per escollir-la és que se’n coneixia la preséncia a tots els tipus d’insulator
caracteritzats fins aquell moment: Su(Hw), BEAF i CTCF (Bushey et al., 2009), i
aixo feia pensar que si hi havia algun altre tipus d’insulator no conegut fins al

moment la que tenia més possibilitats d’interaccionar-hi era CP190.

Per a purificar CP190 vam decidir expressar-la en un cultiu de cel-lules
S2, que en permetia I'expressid per induccid (evitant possibles efectes adversos
de la sobreexpressid constitutiva), la obtencié de grans quantitats de proteina
gracies al creixement exponencial de les cél-lules i la facilitat d’obtencié de
I’extracte nuclear degut a la falta de teixits extracel-lulars i cuticules. El tag al que
vam fusionar CP190 va ser el TAP tag (Puig et al., 2001), utilitzat habitualment
per fer doble purificacié (tandem purification) perd amb el que nosaltres vam fer
purificacié d’un sol pas. El fet que ja s’hagués utilitzat al laboratori amb resultats
satisfactoris va fer que ens hi decantéssim per damunt d’altres tags de
caracteristiques similars. En el nostre cas també va donar bons resultats si ens
atenim a la proporcid6 de proteines identificades que hem demostrat
posteriorment que eren veritables interactors especifics de CP190 en relacié a
les que semblaven ser interaccions inespecifiques o contaminacions,

minoritaries i de poca robustesa als analisis d’espectrometria de masses.
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Entre les proteines que esperavem trobar a la purificacié hi ha aquelles
gue ja havia estat publicada la seva interaccié amb CP190, com Map60 (Kellogg
et al., 1995; Oegema et al., 1997) i les proteines d’insulator Su(Hw), Mod(mdg4)
(Pai et al., 2004; Gerasimova et al., 2007) i CTCF (Mohan et al., 2007). La
interaccié de CP190 amb la proteina d’insulator BEAF no havia estat mai
demostrada préviament, sind que l'evidencia en que es basen els estudis
publicats per dir que CP190 i BEAF col-laboren en un mateix tipus d’insulator sén
evidéncies de colocalitzacié ja que coincideixen a molts llocs en el genoma tal
com s’ha vist per CHIP on ChIP (Bushey et al., 2009). A diferéencia del que passa
amb CTCF, Su(Hw), Mod(mdg4) i CP190, no s’ha publicat mai que BEAF formi
part dels insulator bodies a on s’aglomeren les demés proteines d’insulator a
nuclis diploides. A més la distribucié de BEAF al genoma es diferencia de les
demés en tant que la seva preséncia a promotors és forca més alta (Jiang et al.,
2009; Yang et al., 2012). La seva activitat enhancer-blocking no obstant és clara

com es va demostrar als insulators scs (Hart et al., 1997).

Podria ser doncs que BEAF sigui una proteina amb una activitat
insulator particular, molt esbiaixada cap a la regulacié de I'expressié genica a
nivell de promotor i no tant a nivell d’elements reguladors situats en regions
intergéniques. Aixi, s’ha relacionat BEAF amb gens actius transcripcionalment
tant en ChIP com per la localitzacio a interbandes a cromosomes politénics (Zhao
et al., 1995; Jiang et al., 2009). Es correlaciona amb la preséncia d’H3.3 i de
H3K4me3, marques associades a I'activitat transcripcional, i s’"ha proposat que és
necessaria per impedir la deposicié de metilacié a la H3K9, modificacio associada
al silenciament (Emberly et al., 2008), a través de la qual activaria I'expressié de
diversos gens del cicle celllular antagonitzant la regulaci6 del factor
transcripcional DREF (Hart et al., 1999). S’ha detectat que la meitat dels llocs en
que BEAF es troba a prop d’un promotor son llocs head-to-head (dos gens
proxims i de direccié oposada), suggerint que BEAF es requeriria per mantenir
alts nivells d’expressio al crear I'entorn necessari perqué cada promotor no

interfereixi amb un promotor adjacent. La manera com col-laboraria amb CP190
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no esta clara, pero el cert és que CP190 també té una forta preséncia a
promotors de gens actius (Bartkuhn et al., 2009), a molts dels quals hi coincideix

amb BEAF.

Vam detectar interaccid6 de CP190 amb Nurf-38, una pirofosfatasa
inorganica que forma part del complex remodelador de la cromatina NURF
(Gdula et al., 1998). Els insulators necessiten una estructura descondensada de
la cromatina per funcionar i per tant necessiten un complex remodelador de la
cromatina que reestructuri els nucleosomes. Un estudi en constructes
transgeénics a cél-lules i embrions va demostrar que I'efecte enhancer-blocking
dels insulators del complex Bitorax és dependent de I'acci6 de NURF sobre la
cromatina, que a més ISWI —el component ATPasa del complex— es troba
present als insulators endogens del complex Bitorax (Li et al., 2010). Si s’elimina
NURF s’observa un increment de la densitat de nucleosomes als insulators,
confirmant que NURF és necessari per mantenir un estat descondensat dels
insulators. Dins del marc d’aquestes observacions interpretem que el fet que un
component de NURF formi complex amb CP190 suggereix que com a minim una
part substancial dels insulators en els que participa CP190 —que son la majoria
dels descrits fins ara— necessiten la remodelacié de cromatina ATP-dependent
de NURF i reenforga la idea que els insulators sén actius en estats descondensats

de cromatina.

Z4 (també anomenada putzig o pzg en algunes publicacions) és una
proteina amb zinc fingers que s’uneix a interbandes a cromosomes politénics i
gue és requerida per mantenir-ne I’estructura. El seu rol concret no és clar, pero
s’ha vist que recluta JIL-1 a la cromatina (Gan et al., 2011), que interacciona amb
NURF (Kugler and Nagel, 2010) o amb DREF (Hochheimer et al., 2002). Un
interactor habitual de Z4 amb qui colocalitzen totalment a politénics és
Chromator (o Chriz en algunes publicacions), de qui s’ha publicat que esta
enriquit a llocs d’unié de CTCF (Celniker et al., 2009) i que interacciona amb una
altra proteina amb funcié insulator, L(3)Mbt (Richter et al., 2011), i que a més el

complex Z4-Chromator cooperen amb BEAF (Gan et al., 2011).
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Nosaltres hem detectat Z4 entre les proteines que interaccionen amb
CP190. A més en algunes linies hem vist que Z4 és necessaria per I'enhancer-
blocking en assaigs transgenics. La colocalitzacié que mostren a politénics és
parcial. Hem utilitzat unes mosques que no expressen Chromator que sabiem
gue es necessaria per la unié de Z4 a la cromatina (Gan et al.,, 2011) per
comprovar que ni Z4 ni Chromator sén requerides per la unié de CP190. Tot
plegat suggereix que Z4 esta interaccionant amb CP190 a alguns llocs i que
d’alguna manera la regulacié de I'estructura de la cromatina que se li atribueix,
contribuint a generar regions descondensades, és necessaria per la funcid
insulator. De la mateixa manera que JIL-1, proteina associada a cromatina
descondensada, i NURF (totes dues interactores demostrades de Z4) que
promou el moviment de nucleosomes per descondensar-la, suggereixen un
model en que els insulators —potser per la necessitat de formar super-
estructures de cromatina per posar en contacte regions distants— requereixen
baixa densitat de nucleosomes, i per aix0 es troba CP190 associat a aquestes

proteines que son les encarregades de mantenir aquesta baixa densitat.

5.2.2 Caracteritzacio d’Ibf-1 i Ibf-2

5.2.2.1 Conservacio i dominis

Entre les proteines que hem identificat formant complex amb CP190
s’hi trobaven dos gens no caracteritzats fins al moment, CG8436 i CG9740 (en la
nomenclatura que s’utilitza pels gens sistematicament anotats a partir de la
seqienciacié del genoma de Drosophila melanogaster) que nosaltres hem
anomenat Ibf-1 i Ibf-2 respectivament (per Insulator Binding Factor 1 i Insulator
Binding Factor 2). Quan les hem co-immunoprecipitat hem comprovat que no
només formen complex cadasuna d’elles amb CP190 sind també entre elles, per

tant hi ha una interaccio de totes tres.

No sén pero proteines semblants a CP190, d’entrada sén forca més

petites: CP190 fa 121 KDa, Ibf-1 27.7 KDa i Ibf-2 21.9 KDa. CP190 té dominis BTB
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i zinc finger C,H, i Ibf-1 i Ibf-2 no. En canvi Ibf-1 i Ibf-2 si que sén semblants entre
elles, amb un 18% de similaritat de seqiiencia polipeptidica essent cadascuna la
proteina més semblant a I'altra dins del genoma de Drosophila melanogaster. Els
dos gens es troben 'un al costat de I'altre al cromosoma 3 i es transcriuen en
direccions oposades, els seus TSS estan separats per 470 pb, obrint la possibilitat
de que estiguin co-regulats. El fet que els dos gens no només tinguin seqiéncies
similars sind que a més siguin adjacents al genoma suggereix que poden

provenir d’una duplicacié d’un sol gen ancestral.

Quan un gen es duplica pot donar lloc a diferents situacions (Prince and
Pickett, 2002). En primer lloc, si el nou gen ni és positiu ni negatiu per
I'organisme i és una duplicacié recent a escala evolutiva, pot donar-se
redundancia: tots dos gens fan la mateixa funcié. De vegades la redundancia pot
ser beneficiosa i quedar fixada per la seleccid positiva, sobretot en casos de gens
que s’han d’expressar en gran intensitat. El segon cas és quan aquesta
redundancia no aporta res a I'organisme, el nou gen pot degenerar a pseudogen
ja que la selecci6 només actuara sobre un dels dos. El tercer cas és la
neofuncionalitzacid: el nou gen duplicat adquireix una nova funcié. Un quart cas
és la subfuncionalitzacid. En aquesta situacid, cadascun dels dos gens originats
adquireix mutacions deleteries que afecten a sub-funcions diferents, i tots dos
gens es complementen: partir d’aqui els dos gens seran seleccionats
positivament. Aquestes sub-funcions tant poden ser dominis independents dins
de la seqliéncia del gen com elements reguladors com enhancers. Per exemple
mutacions deletéries en enhancers d’un i altre gen que fan que finalment els dos
duplicats responguin a enhancers diferents i la seva expressié en el temps o
I’espai sigui complementaria. Ibf-1 i Ibf-2 semblen sén funcionals tots dos, i no és
probable que siguin redundants tenint en compte que Ibf-2 és necessari per a
que Ibf-1 s’uneixi a la cromatina. Una neofuncionalitzacié és possible, pero
tenint en compte que totes les dades de localitzacid i interaccions sén gairebé
idéntiques no sembla que fagin funcions diferents. El més plausible sembla una

subfuncionalitzacid en la que els dos gens duen a terme la mateixa funcié pero
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alguna diferéncia a nivell de seqiéncia o de regulacié fa que tots dos es

complementin i es necessitin.

Ibf-1 i Ibf-2 sén proteines conservades, al menys, entre la majoria
d’espécies de Drosophila. El nostre analisi no ha estat exhaustiu i ha estat fet
amb metodes de cerca basics, per tant no descartem que hi hagi homolegs més
allunyats i amb no tanta similaritat de seqiiéncia que no haguem identificat. De
la mateixa manera, no hem cercat a grups ancestrals als drosofilids un possible
gen ancestral a Ibf-1 i Ibf-2. El que si que podem dir és que totes les espécies del
subgéenere Sophophora tenen homolegs de tots dos gens de manera que la
duplicacio ha de ser com a minim anterior a la formacié d’aquest grup. Inclus en

una espeécie, Drosophila ananassae, Ibf-2 ha patit una duplicacid.

El fet que no haguem trobat homoleg d’aquestes dues proteines fora de
Drosophila no és, en el marc de les proteines d’insulator, extrany. Només CTCF
té homolegs a vertebrats. De fet té homolegs a gairebé tots els llinatges de
bilaterals, i se n"ha proposat una posiciéo fonamental en la seva evolucié des de
I’explosié cambrica a partir del seu rol en la organitzacié dels clusters de gens
homeotics (Heger et al., 2012). CP190, Su(Hw) i Mod(mdg4) no tenen homolegs
més enlla dels insectes, i BEAF només té homolegs en el génere Drosophila
(Schoborg and Labrador, 2010). A BEAF se li ha suggerit un rol important i
especific en la regulacié del genoma de Drosophila degut particularitats d’aquest
com l'alta densitat génica i I'alta preséncia de promotors compartits en gens
disposats head-to-head (Yang et al., 2012). A falta doncs d’analisis més elaborats
sobre la distribucid i origens filogenétics d’lbf-1 i Ibf-2, no podem descartar que
siguin proteines que, com BEAF, tenen un rol especific en la delimitacid de

regions reguladores al genoma de Drosophila.

De fet hi ha un altre aspecte que relaciona Ibf-1 i Ibf-2 amb BEAF, que
és la presencia d’'un domini d’unié al DNA BED finger a la seva seqliéncia (extrem
N-terminal). Els dominis BED van ser identificats a partir de I'analisi de seqliéncia

de BEAF i del factor de transcripcié DREF (Aravind, 2000), tots dos compartint un
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mateix motiu d’unié al DNA pel que competeixen (Hart et al., 1999). No sdn pero

les Uniques proteines de Drosophila amb aquest motiu (Taniue et al., 2010).

Diverses proteines de recent descripcié a vertebrats contenen aquest
motiu (Andersson et al., 2010; Mokhonov et al., 2012) entre elles un homoleg de
DREF a vertebrats (Ohshima et al., 2003) i de fet hi ha proteines amb BED a tots
els eucariotes, des de plantes a fongs (Aravind, 2000). Es tracta majoritariament
de proteines d’unié al DNA —transposases i factors de transcripcid. S’ha suggerit
gue aquests dominis tenen un origen evolutiu en les transposases que aillaven
els transposons dels efectes de I'entorn cromosomal, de manera que
I'organisme hoste va acabar reclutant aquests dominis en proteines que

duguessin a terme funcions cel-lulars com aillar regions reguladores.

El fet que Ibf-1 i Ibf-2 —i tots els seus homolegs— no només continguin
un domini proteic d’unié al DNA, sind que a més aquest sigui un domini
relacionat evolutivament amb I'aillament de regions cromosomiques ens porta a
pensar que el complex que formen amb CP190 ha d’estar relacionat amb els
insulators i el reconeixement d’algun tipus de seqiéncia. Cal dir que la regi6 C-
terminal de Ibf-1 i Ibf-2 també esta ben conservada, tant entre elles dues com
amb cadascun dels seus homolegs, suggerint que conté algun tipus de domini
important per la proteina. Amb les eines de cerca de que disposem no hem estat
capacos d’identificar-ne un domini amb robustesa, caldria doncs explorar-ho

millor perqué podria donar més pistes sobre el seu mode de funcionament.

5.2.2.2 Localitzacio cel-lular d’Ibf1 i Ibf-2

Les immunotincions de cél-lules S2 mostren que Ibf-1 i Ibf-2 es troben al
nucli en aquesta linia cel-lular. També sén nuclears les immunotincions amb Ibf-
2 a tots els estadis del desenvolupament embrionari. El cas d’Ibf-1 no és clar ja
gue la senyal als embrions no mostra el patré nuclear marcat pel DAPI siné que
sembla estar disseminat per tot 'embrid. Aixo es pot deure a dues coses: o bé el
patré de localtzacié és nuclear i citoplasmatic a la vegada, o bé I'anticos s’uneix

inespecificament a proteines del citoplasma i llavors la senyal del citoplasma és
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un artefacte. Dos motius donen pes a aquesta ultima opcio: el fet que a cél-lules
S2 (que és una linia d’origen embrionari) el patrd és nuclear i no citoplasmatic, i
gue a totes les immunotincions i Western Blots que hem realitzat sol tractar-se
d’un anticos que, fora d’una estreta finestra de condicions, genera un cert soroll

inespecific.

Quant a les mitosis no podem concloure res amb robustesa. En la
majoria de tincions mostren un patroé difuminat sobre tota I'area que ocupen els
cromosomes mitotics, com si al trencar-se I’embolcall nuclear difonguessin. Ara
bé, en algunes tincions es veu una imatge més precisa de senyal al llarg del
cromosoma mitotic amb particular intensitat a la zona centromerica. De ser aixi,
el rol que podrien tenir als centromers mitotics ens és desconegut i no hi tenim
més pistes al respecte. En alguns casos es veu a més a més colocalitzant amb
CP190 als centrosomes. La funci6 de CP190 als centrosomes és encara
desconeguda, se sap pero que no és essencial per les divisions cel-lulars (Butcher
et al., 2004), i no es té coneixement que cap de les altres proteines d’insulator
tingui el mateix comportament. Per tant, en cas que sigui una localitzacié
veridica i no un artefacte degut a una inespecificitat de I'anticos, s’obren dues
possibilitats. Una és que tinguin algun paper en la formacié, manteniment o
funcié centrosomal; I'altre és que localitzin als centrosomes degut a la seva
afinitat per CP190 a la que d’alguna manera segueixin, perd que no hi tinguin

cap funcio en particular.

A nuclis de cél-lules de cervell tenyits tant amb Ibf-1 com amb Ibf-2
observem la seva preséncia a insulator bodies, a on colocalitza també CP190. Els
insulator bodies havien estat descrits préviament com a agregats de proteines
d’insulator a llocs del nucli on es formen loops de les fibres de cromatina que se
suposa que separen dominis independents d’expressié génica (Byrd and Corces,
2003; Gerasimova et al.,, 2007). S’ha trobat que també CTCF, Su(Hw) i
Mod(mdg4) colocalitzen amb CP190 en aquests punts (Pai et al., 2004;
Gerasimova et al., 2007). Per tant nosaltres ho interpretem com una evidéencia

de la participacio d’Ibf-1 i Ibf-2 en conjuncié amb CP190 als insulators.
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Les immunotincions de cromosomes politénics de nuclis de glandula
salival mostren que tant Ibf-1 com Ibf-2 s’uneixen a la cromatina. S’hi uneixen
coincidint en gran mesura amb la senyal de CP190, coherentment amb el fet que
formen un complex plegats. Ara bé, el nombre de bandes de CP190 és molt
major que el de Ibf-1 o Ibf-2, de manera que molts dels llocs de CP190 no sén
llocs a on formi complex amb Ibf-1 o Ibf-2. Inversament, la gran majoria de llocs
Ibf-1 o Ibf-2 estan ocupats també per CP190, malgrat que hi ha una petita part
en la que no és aixi. No podem treure conclusions sobre la naturalesa d’aquests
llocs degut a la dificultat d’identificar els loci a cromosomes politénics. Tot plegat
ens confirma no obstant que hi ha una extensa colocalitzacid de totes tres

proteines a politenics.

Els cromosomes politénics de larves mutants de CP190 no mostren que
hi hagi una baixada significativa de la unié de Ibf-1 o Ibf-2 a la cromatina, com si
la unié d’aquestes en fos independent. Als mutants de Ibf-2 no hi veiem cap
canvi a gran escala de la unié de CP190, tot i que com que la majoria de llocs de
CP190 no sén llocs on es formés el complex amb Ibf-2 al wild-type, podria ser
qgue hi hagués hagut una lleugera disminucié dels llocs de CP190 (aquells a on hi
hauria Ibf-2) i que a gran escala fos imperceptible. La naturalesa de la técnica fa
qgue les tincions a politénics no siguin una bona estrategia per detectar canvis
parcials o minoritaris d’'unié d’'una proteina a la cromatina. Per a estar-ne segurs
s’hauria d’adoptar una altra estratégia, com immunoprecipitacido de cromatina

en mutants seguida de PCR a llocs d’interés o seguida de seqlienciacio total.

Els politénics mutants de Ibf-2 si que revelen una davallada completa de
la unié de Ibf-1 a la cromatina. Una primera possibilitat seria que una mutacio
d’Ibf-2 fa baixar els nivells d’Ibf-1 a la cél-lula, ja sigui a nivell transcripcional com
a nivell d’estabilitat de la proteina. Aquesta possibilitat va quedar descartada
tant pels alts nivells de transcrit d’lbf-1 detectats al microarray com per Western
Blots (no mostrat) que corrobora que en mutants d’lIbf-2 no hi baixa el nivell de
Ibf-1. Aixi, s’obre la possibilitat que Ibf-2 sigui qui s’uneixi primariament a la

cromatina i Ibf-1 ho fagi a través d’lbf-2. Alternativament lbf-1 i Ibf-2 es
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necessiten muatuament per unir-se a la cromatina en interdependeéncia i
actuarien com a dimer a I’hora d’unir-s’hi. La millor manera de saber-ho seria
fent immunotincions d’Ibf-2 en politénics mutants de Ibf-1, pero malauradament

el mutant ARB1 és letal en homozigosi i no hi ha larves per comprovar-ho.

5.2.2.3 Canvis de I'expressio génica

Del fet que els insulators sén importants per la correcta disposicié de
moltes regions reguladores al genoma se’n deriva que la falta de proteines
d’insulator pot causar alteracions en I'expressié génica. Com que no estan
funcionalment lligats ni a I'activacio ni a la repressid sind més aviat a la separacié
entre dominis diferencialment expressats, ens podem esperar que aquestes
alteracions siguin en tots dos sentits: gens que augmenten I'expressid

(upregulats) i gens que la redueixen (downregulats).

Dels resultats que obtenim amb els Microarrays fets amb RNA de
cultius cel-lulars S2 tractats amb RNAi de Ibf-1, Ibf-2 i CP190 observem que
aquest és efectivament el cas. El nombre de gens diferencialment expressats
varia en cada cas i és subjecte principalment a dues fonts de variabilitat. Per un
canté hi ha els efectes intrinsecs de I'eliminacid de la proteina. Per altre hi ha
I’eficacia en I'’eliminacié d’aquesta amb I'RNAI. Teoricament els experiments han
estat fets de manera que tota la resta de fonts de variabilitat siguin iguals per a
totes tres condicions. Pero la segona font, I'eficacia de I’'RNAI, no és quelcom
gue es pugui controlar completament ja que depén de caracteristiques del
fragment de dsRNA utilitzat, de la seva integracié a les cel-lules i de la seva

captacio per la maquinaria RNAI.

D’aquesta manera el knock-down de Ibf-1 és el que menys efecte ha
tingut sobre el seu transcrit. Molt probablement en conseqiiéncia a aix0 és
també la condicié que menys gens diferencialment expressats causa. La xifra de
gens diferencialment expressats és de totes maneres relativa al llindar de
robustesa que s’esculli, i aquesta robustesa estadistica ha quedat limitada des

del moment en que només estem tenint en compte dos répliques de
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I’'experiment, ja que la tercera la vam haver d’eliminar perque per algun factor
experimental no controlat va comportar-se de manera massa diferent a les

altres dues.

Ibf-2 i CP190 van tenir un knock-down efectiu que va reduir els nivells
de transcrit més de quatre vegades. CP190 va alterar I'expressido de molts més
gens que no pas Ibf-2. Aixd0 és un resultat que ens podiem esperar atés que
CP190 es troba a molts més llocs del genoma com hem vist a politénics i per tant

la seva manca es fa notar a molts més gens.

Cal subratllar el fet que en el knockdown d’lbf-1 augmenta la
transcripcio d’Ibf-2, i en el de Ibf-2 augmenta la transcripcié d’lbf-1. Podria
extreure-se’n doncs que, de normal, actuen com a reguladors negatius I'un de
I'altre. Sabem que si no hi ha Ibf-2 no hi ha unié d’Ibf-1 a la cromatina, per tant
en aquest cas Ibf-1 també seria un regulador negatiu del seu propi gen. En la
hipotesi que els dos gens tinguessin funcions redundants, I'augment d’expressio
d’un d’ells a falta de I'altre podria ser entés com a un mecanisme compensatori.
No obstant aquesta opcié no és la més probable, d’entrada perque si Ibf-2 és
necessari per la unié a cromatina d’lbf-1, no té cap efecte compensatori

I'augment de la transcripcié d’aquest.

Una altra perspectiva d’analitzar aquests augments de transcripcid és
no interpretant Ibf-1 i Ibf-2 com a reguladors negatius o positius sind
simplement com a organitzadors de l'estructura de la cromatina a regions
reguladores. Convé recordar que aquests dos gens estan en disposicié head-to-
head: comparteixen la mateixa regié a 5’ del gen, a on s’acostumen a trobar els
promotors proximals o altres seqliéncies reguladores. D’aquesta manera, en la
hipotesi que aquestes dues proteines actuen com a dimer a la cromatina, el que
estaria passant és que a I'eliminar-les es produeix alguna malfuncié en la seva
regulacid que faria que s’expressin més del normal. En un plantejament
hipoteétic, si hi hagués algun enhancer a I’entorn dels dos gens i un insulator a 5’

dels gens que n’impedeix |’activacié inapropiada, al faltar una de les dues
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proteines Ibf-1 o Ibf-2 I'insulator deixaria de funcionar i els promotors dels gens

respondrien a I'activacié per part de I'’enhancer.

Una prediccié que es podria fer del fet que CP190, Ibf-1 i Ibf-2 formin
un complex és que els gens que es vegin afectats en tots tres casos ho seran en
la mateixa direccié. Es a dir —al marge dels gens que estan afectats per CP190 i
no per Ibf-1 o Ibf-2— aquells que estan afectats pel complex estan co-regulats ja
que les tres proteines actuen en conjuncié per dur a terme una mateixa funcid.
Hem comprovat i verificat aquesta hipotesi calculant una correlacié d’Spearman
per a cada parella de microarrays, essent 0 gens de correlacié i 1 maxima
correlacio. Ara bé, cal tenir en compte que les condicions experimentals generen
una variabilitat que fa que aquesta correlacid maxima teorica d’1 no sigui la real
donades les nostres dades. Es van generar simulacions amb els parametres
estadistics dels arrays reals per tenir una estimacié d’a quin interval de valors
d’Spearman correspon la maxima correlacié, sota I'assumpcié de corregulacié
total, i la minima correlacié, sota I'assumpcié que no hi ha co-regulacié en
absolut. D’aquesta manera es va concloure que en totes les comparacions (Ibf-1
amb Ibf2; Ibf-1 amb CP190; Ibf-2 amb CP190) hi havia co-regulacié significativa.
Concloem doncs que Ibf-1, Ibf-1 i CP190 cooperen funcionalment en la regulacié

génica d’un conjunt de gens en la mateixa direccid.

Els resultats de I'analisi de clustering als cromosomes tenia I'objectiu de
saber si els gens alterats es trobaven a prop entre ells al genoma agrupats en
clusters funcionals. El resultat va ser negatiu, volent dir que les proteines el
complex afecten a gens tot al llarg del genoma independentment de si formen
part d’'un cluster, apropant-les més al seu rol mecanistic i d’organitzacio
cromosomal que no pas a un rol funcional en la regulacié d’un tipus de gens
particular. Coherentment amb aquesta observacié, I'analisi de Gene Ontology va
revelar una gran diversitat de grups de gens, no mostrant cap grup de gens

particularment més enriquit que la resta.
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5.2.2.4 Localitzaciod al genoma d’lbf-1, Ibf-2 i CP190

Les tincions de cromosomes politénics ja ens havien donat alguna
informacio a gran escala de la distribucio de les tres proteines del complex al
genoma i del solapament entre elles, pero la resolucid que ofereixen els
politénics és limitada i per conéixer al detall la localitzacié al genoma vam
utilitzar ChIP-Seq. El ChIP-Seq és una técnica que ha esdevingut en els ultims
temps d’ampli Us en el camp de I'estudi de la cromatina, degut principalment a
I’'avang en les tecnologies de seqiienciacid. Té algunes aventatges sobre el CHIP-
on-ChlP, la informacié que s’obté és completa i abarca tot el genoma ja que es
seqiencia tot, enlloc de dependre de I'abast de sondes d’un microarray. En
conseqiiéncia, I'amplitud dels pics d’enriquiment s’ajusta més a la localitzacié
real de la proteina sobre la cromatina, sén pics més discrets i la resolucio

augmenta.

La qualitat de les seqliencies que vam obtenir va ser bona, I'amplitud
mitjana dels pics en els tres experiments es va mantenir forca constant i
discreta. Observem que, coherentment amb les observacions a politénics, la
proteina que presenta més unions a la cromatina és CP190, i Ibf-2 en presenta
més que Ibf-1. Aquesta diferéncia entre Ibf-1 i Ibf-2 no descartem no obstant
gue sigui deguda a la ja comentada menor especifitat de I'anticos d’Ibf-1, que
com en la resta d’experiments realitzats ha funcionat pitjor que el d’Ibf-2. En una
primera visié general dels pics sobre el genoma ja s’observen un seguit de trets
gue han hagut de ser examinats amb més detall. Per exemple, el posicionament
de les proteines del complex a promotors head-to-head, o la diversitat de
coincidéncies amb les demés proteines d’insulator. Un tret que s’observa amb
freqliéncia sén els pics desdoblats, caracteristics d’Ibf-1 i Ibf-2. Podria ser un
artefacte de la técnica o podria ser que hi ha llocs d’unié molt propers que
semblen un sol intérval amb pic desdoblat. EIl motiu pel qual s’observen amb
freqliéncia s’haura d’estudiar millor analitzant la naturalesa de la unié d’lbf-1 i
Ibf-2 al DNA, fins a quin punt es necessiten I'una a l'altra i si s'uneixen totes dues

al DNA o només una i I'altra a aquesta.
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CP190 és menys intergenica del que es deia al CHIP-on-ChlIP de Bushey
et al. (Bushey et al., 2009) perd més que no pas el que es deia al de Bartkuhn et
al. (Bartkuhn et al., 2009). Es efectivament una proteina amb alta preséncia a
regions intergeniques, gairebé la meitat de tots els seus llocs. L'altra meitat es
reparteix sobretot en voltants del TSS i interior dels gens. La fraccid més

minoritaria es troba al voltant de I'extrem 3’ dels gens.

En comparacid, Ibf-1 i Ibf-2 —amb una localitzacié gairebé idéntica
entre elles— tenen molta més tendéncia a les regions intergeniques, al voltant
del 60% de llocs. Aixd indicaria una tendéencia més pronunciada a unir-se a
elements reguladors distals en detriment dels promotors i elements reguladors
proximals. De la fraccid genica, destaca en primer lloc el posicionament dins dels
gens, observacio que podriem lligar a un possible rol en promotors interns o
promotors alternatius, sense obviar una forta preséncia també al voltant dels

TSS i una minoritaria als extrems 3’.

Aguest posicionament lleugerament diferent en regions géniques de
CP190 respecte Ibf-1 o Ibf-2 és també el que interpretem del grafic sobre un gen
estandaritzat, en el que CP190 té un pic més alt a 5’, i per contra la corba Ibf-1 i
Ibf-2 supera a la de CP190 dins del gen. Tot plegat suggereix algun rol d’lbf-1 i
Ibf-2 a l'interior dels gens. La significativa correlacid positiva de la preséncia de
les proteines del complex a gens que contenen promotors alternatius suggereix
gue aquest rol podria tenir a veure amb la regulacié de I'expressié d’'un mateix
gen per diferents promotors. Aquesta regulacié diferencial, que té una dimensié
temporal i també espaial dins I'organisme, duu a |'expressié de transcrits
diferents i és de vital importancia pel desenvolupament (Schibler and Sierra,
1987; Ayoubi and Van De Ven, 1996) i és fins i tot més freqient que I'splicing
alternatiu (Pal et al.,, 2011). La manera com Ibf-1 i Ibf-2 podrien regular
I'expressio de gens amb promotors alternatius és quelcom que s’hauria
d’investigar més a fons. Tenint en compte que es tracta de proteines d’insulator,

és plausible un escenari en el que determinessin I’activitat d’un o altre promotor
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a través de loops de cromatina que connectessin I'enhancer amb el promotor

adequat a cada moment del desenvolupament.

Ibf-1 i Ibf-2 colocalitzen majoritariament amb CP190, amb qui formen
complex. No obstant aix0, també colocalitzen amb les altres proteines
d’insulator, encara que menys. D’entre elles, amb qui més coincidéncies
mostren és amb CTCF, que com Ibf-1 i Ibf-2 mostren un patré de localitzacio
repartit entre 'intergenic i el génic, amb una mica més de la meitat a intergénic
(Bushey et al., 2009). De totes les combinatories possibles entre proteines
d’insulator descrites (Schwartz et al., 2012), amb la que més freqlientment
coincideixen és amb la combinacié CP190 + CTCF, seguida de CP190 + CTCF +
Su(Hw) + Mod(mdg4). En tercer lloc i vindria la situacid en que només hi sén
elles i CP190, i després la combinacié CP190 + BEAF. El solapament amb CTCF no
és, malgrat tot, prou extens com per considerar que Ibf-1 i Ibf-2 formarien part
d’un sub-grup d’insulators CTCF. Aixi, considerem que Ibf-1 i Ibf-2 formarien un
nou sub-grup d’insulators amb la seva propia xarxa de llocs d’unié en conjuncid
amb CP190. Degut a que ni son insulators de naturalesa intergénica com els de
Su(Hw) ni tampoc tan intensament génica com els de BEAF, coincideixen amb un
major grau amb la xarxa d’insulators de CTCF. Les interaccions fisiques i
funcionals de Ibf-1 i Ibf-2 amb les demés proteines d’insulator resten, de

moment, per explorar.

Entre els motius de DNA enriquits als intérvals genomics de les
proteines del complex hi hem trobat motiu no descrit en la literatura i hem
demostrat que Ibf-1 i Ibf-2 s’hi uneixen in vitro de manera especifica. Sén, al
menys en els assaigs in vitro, capaces d’unir-s’hi de manera independent l'una
de l'altra. Aquesta observacié entra en aparent discordancia amb la incapacitat
qgue hem observat d’Ibf-1 per unir-se a la cromatina en mutants d’Ibf-2 i
viceversa. Es a dir, que tot i que totes dues tenen afinitat per aquest motiu per
separat, Ibf-1 no s’hi uneix a menys que hi hagi present Ibf-2 i Ibf-2 no s’hi uneix
si no és en preséncia d’Ibf-1. Aquest és un subjecte que s’hauria d’estudiar més a

fons in vitro, realitzant EMSA amb combinacions de les dues proteines.
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Una altra questié que queda per aprofundir és fins a quin punt Ibf-1 i
Ibf-2 sén necessaries per a que CP190 s’uneixi a la cromatina als llocs en que
coincideixen totes tres. Hem vist a politéenics mutants d’Ibf-2 que CP190
continua mostrant un extens patré de bandes, pero la pregunta que ens estem
fent sobrepassa amb escreix la resolucié dels politénics. Es a dir, en el cas que
CP190 perdés alguns dels seus llocs d’unié degut a la manca d’'lbf-1 i 2,
possiblement no ho podrem detectar per politénics ja que CP190 té molts altres
llocs d’unié al genoma i identificar banda per banda seria una tasca no només
complicada siné també imprecisa. A més, és plausible que no sempre que Ibf-1 i
2 coincideixen amb CP190 fossin aquestes dues les que s’uneixen al DNA i CP190
a elles. Pot ser també que, al menys en alguns casos, sigui CP190 qui s’uneix al
DNA i Ibf-1 i 2 a CP190. | aqui aflora una de les imprecisions de la técnica del
ChIP-Seq: els reads significativament enriquits respecte I'input sén tractats com
a llocs de la cromatina on hi ha la proteina en qiiestid, pero aixo pot ser degut a
que 1) la proteina s’uneix a aquella seqiiéncia de DNA, o 2) la proteina esta
unida a una proteina o complex que directa o indirectament estan units a
aquella seqliéncia. En el cas de Ibf-1, Ibf-2 i CP190, molt possiblement els pics
identificats sén una barreja dels dos casos. Una opcid per discriminar aquells pics
en els que la proteina s’uneix al DNA dels que la proteina s’hi uneix a través
d’altres proteines és només tractar com a llocs d’unié bona fide aquells en que hi
ha el motiu consens d’aquella proteina, tal com es proposa en un estudi recent

(Van Bortle et al., 2012).

En qualsevol cas fdra interessant estudiar per ChIP fins a quin punt
CP190 necessita Ibf-1 i 2 per unir-se a la cromatina. Si es fa per ChIP, en mosques
mutants o en cél-lules S2 amb RNAI, es poden escollir llocs concrets del genoma
en base a les dades que ja tenim d’unié i en base a la preséncia del motu

consens que hem identificat per llavors analitzar el comportament de CP190.

Hem detectat també enriquiment d’altres motius, com els de CTCF i
Su(Hw). Donada l'alta freqliencia de solapament amb aquestes proteines, era

guelcom que ja esperavem, i que en certa manera valida la cerca de motius que
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hem realitzat. Hi ha un motiu enriquit que ha cridat la nostra atencié perqué ha
estat recentment descrit en dos articles que l'interpreten de manera diferent.
Per una banda, Schwartz et al. (Schwartz et al., 2012) suggereixen que es tracta
d’un motiu d’unié de CP190 al DNA, mentre que Van Bortle et al. (Van Bortle et
al., 2012) el defineixen com un segon —i menor— motiu d’unié de CTCF.
Nosaltres hem vist que ni Ibf-1 ni Ibf-2 s’hi uneixen in vitro. | tant nosaltres com
els dos estudis mencionats el troben enriquit a molts pics de CP190. Per tal
resoldre-ho s’hauria de fer un EMSA amb CP190 i CTCF amb aquest motiu per tal
de veure si alguna de les dues hi té afinitat, tenint present la possibilitat gens
menyspreable que sigui en realitat el motiu d’unié d'una altra proteina

d’insulator encara per descriure.

Analitzar el funcionament i mecanismes de proteines d’insulator no és
evident, d’entrada perqué el que fan —separar regions reguladores— és un rol
mecanistic dins del nucli, i no esta per tant lligat a un grup de gens en particular
0 a una via de senyalitzacid en particular siné que afecta a regions molt diverses,
i llavors a nivell de fenotip no té per qué donar indicacions clares. La manera que
s’utilitza és en assaigs amb constructes transgenics per determinar la contribucid
a I’enhancer blocking, que és una caracteristica dels insulators. Nosaltres hem
vist que Ibf-1 i Ibf-2 sdn necessaries per l'activitat enhancer-blocking dels
insulators del Complex Bitorax, que son els més estudiats de Drosophila. Aixo,
juntament amb la seva extensa i clara colocalitzacié al genoma amb els llocs on
s’uneixen les altres proteines d’insulator (inclosos els insulator bodies al nucli),
juntament amb la seva capacitat d’unir-se al DNA, i juntament amb I'alteracié de
I’expressid genica que provoca la seva manca, considerem que Ibf-1 i Ibf-2 sén
dos proteines d’insulator, considerant proteines d’insulator aquelles que
s’uneixen als insulators i que la seva funcié principal n’és el correcte

funcionament.

S’ha d’estudiar amb profunditat la manera com aquestes proteines
contribueixen al funcionament dels insulators. D’entrada, se n’ha d’estudiar el

per qué de la interaccié amb CP190. Es creu que CP190 fa d’engranatge entre les
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proteines d’insulator unides al DNA i aix0 genera loops i barreres entre regions
reguladores. Si aquest fos el cas, podria ser que Ibf-1 i Ibf-2 s’unissin al DNA a
través del reconeixement del seu motiu consens i que amb la interaccié amb
CP190 acabessin formant loops entre diferents llocs que tenen aquest motiu.
Una altra possibilitat és que CP190 s’unis als seus propis llocs d’unio, i que es
formés un loop amb els llocs d’unié Ibf a través de la interaccié entre les tres.
Podria fins i tot ser que aquest escenari també es donés amb CTCF i que les Ibf
interaccionessin amb CTCF. En qualsevol dels casos seria molt informatiu fer
experiments d’interaccions intra- i inter-cromosomiques (els anomenats 3C i
totes les seves variants) comparant wild-type i mutant de cadascuna de les
proteines conegudes d’insulator, per aixi determinar quina és la contribucié de
cadascuna a la formacid de contactes entre seqliencies. Una altra possibilitat és
el ChiA-PET, en que es determina la contribucidé d’una proteina en particular a la

formacié de xarxes de contactes entre seqiiencies.

En el cas de Ibf-1 i Ibf-2, com sén els insulators que estan regulant?
Analitzant els seus llocs d’unié hem detectat un fort enriquiment a promotors
head-to-head proxims. La seva preséncia a aquests llocs podria deure’s a la
necessitat que té el genoma de mantenir aillada la regulacié d’'un i altre
promotor malgrat la proximitat (com s’ha suggerit per BEAF). Un altre lloc on es
troben preferentment és a gens amb promotors alternatius. En aquest cas,
potser utilitzant el mateix mecanisme perd0 amb un escenari diferent,
s’encarreguen de mantenir separada la regulacid dels diferents promotors d’un
gen. Aixi, s’hauria de veure si degut a la manca d’lbf-1 i Ibf-2 es produeixen
canvis en l'expressio relativa dels diferents transcrits sorgits dels diferents
promotors. Si es confirma, s’hauria d’intentar saber com els mantenen aillats. Si
és a través de loops que deixen fora el promotor que no ha d’estar actiu (o
viceversa) es podria veure per 3C. Podria ser perd que no fos a través de les
formacié de loops que actuen, sind reclutant altres proteines que desconeixem.

Es per aix0 que en un moment donat pot ser necessari purificar i analitzar el
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complex format per Ibf-1 i Ibf-2 i veure amb qui més interaccionen a part de

CP190.

Coneixer el funcionament d’aquestes dues proteines no només pot
contribuir a ampliar els coneixements sobre com funciona el nucli de les cél-lules
de Drosophila sind que contribueix a la comprensid de la regulacié del genoma
huma. Les proteines d’insulator de Drosophila, tret de CTCF, no s’han conservat
fins a vertebrats, pero la seva funcid i mecanismes d’accio si. CTCF a vertebrats
també ailla regions reguladores formant loops i interaccions inter-
cromosomiques, i com Ibf-1 i Ibf-2, s’ha vist enriquida a gens amb promotors
alternatius (Kim et al., 2007). La manera com els regulen i en general com
funcionen els insulators podria ser similar i és, per varis motius, més accessible
I’estudi de la genética molecular a Drosophila que a vertebrats. Donada la gran
importancia que tenen els insulators sobre el desenvolupament de I'organisme

sera important continuar aprofondint en el coneixement de Ibf-1, Ibf-2 i CP190.
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10.

11.

12.

13.

L’element Fab-6 de la regid reguladora del gen homeotic Abdominal-B,
gue separa els dominis iab-5 i iab-6, conté seqiiéncies corresponents a
un insulator i a un Polycomb-response element (PRE). L'insulator
presenta activitat enhancer-blocking dependent de CP190 i CTCF.
L'element iab6PRE, situat al domini iab-6 de la regié reguladora
d’Abdominal-B, només conté seqliencies corresponents a un PRE i no a
un insulator.

Els insulators de la regié reguladora del gen Abdominal-B Fab-6 i Fab-7
es transcriuen, i ho fan en la mateixa direccid de transcripcido que
Abdominal-B. Només es transcriuen si també ho fa Abdominal-B, quan
esta silenciat també ho estan els insulators.

JIL-1 és necessaria per l'activitat enhancer-blocking del Fab-6 i Fab-7.
CP190 forma complex amb les proteines d’insulator CTCF, Su(Hw) i
Mod(mdg4) i també amb les proteines Nurf-38 , 24, Ibf-1 i Ibf-2.

Z4 és necessaria per I'activitat enhancer-blocking del Fab-6 i Fab-7.

Ibf-1 i Ibf-2 sén proteines similars i conservades dins de Drosophila i
tenen un domini conservat BED zinc finger d’unid al DNA.

Ibf-1 i Ibf-2 sén proteines de localitzacié nuclear que s’uneixen al DNA
amb afinitat per un motiu consens.

Ibf-1 i Ibf-2 es necessiten muUtuament per unir-se a la cromatina. Totes
dues s’uneixen a la cromatina independentment de CP190.

Ibf-1 i Ibf-2 colocalitzen extensament amb CP190 a la cromatina i
parcialment amb les demés proteines d’insulator.

Ibf-1, Ibf-2 i CP190 estan enriquides a gens amb promotors alternatius i
a parells de gens proxims amb promotors divergents.

Ibf-1, Ibf-2 i CP190 sén necessaris per la correcta expressio de gens de
cél-lules S2, a qui co-regulen en la mateixa direccié.

Ibf-1 i Ibf-2 tenen activitat insulator en assaigs enhancer-blocking a

mosques adultes als Fab-6, Fab-7 i Fab-8.
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