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Introduccion

Cambios en el nivel de vida y costumbres de las sociedades desarrolladas y

en desarrollo, debidos a fendmenos como la globalizacién y la “coca-colonizacién”,
son responsables del aumento en la prevalencia de la diabetes no insulino-
dependiente (o tipo 2), convirtiéndose en un grave problema econdémico-social. La
diabetes tipo 2 es el resultado de un defecto en las células beta generalmente unida
a la resistancia a la acciéon de la insulina. El descubrimiento de las bases
moleculares de un subtipo de diabetes monogénica (MODY), ha facilitado el estudio
y comprension de la funcion de la célula beta-pancredtica en la homedstasis de la
glucosa y por extension de la diabetes.
Esta tesis doctoral pretende centrarse en el estudio del gen responsable de la forma
mas frecuente de diabetes tipo MODY, el factor de transcripcién HNFla. Mediante el
uso de modelos murinos, hemos intentado responder a aspectos importantes de la
funcion de HNF1a en células beta. Saber donde, cuando, y cdmo regula HNF1la sus
genes dianas no sélo permite comprender mejor la regulacidon de la funcion de la
célula beta, sino que también es importante para el desarrollo de terapias génicas y
la diferenciacién in vitro de células beta.

Asi mismo, modelos deficientes para este factor de transcripcion han
resultado ser utiles para el estudio del rol de un activador en la regulacién
transcripcional tanto a nivel de la cromatina como del espacio nuclear, abriendo
nuevas perspectivas sobre la importancia potencial de la organizacidon nuclear en

enfermedades humanas.
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Introduccion

1. Diabetes mellitus, la epidemia del siglo XXI.

La diabetes es un desorden del metabolismo de la glucosa. Se caracteriza
por niveles altos de glucosa en sangre (hiperglicemia) de manera cronica. Proviene
del griego (di1aBnTNC, diabetes) que significa “sifon”, “lugar por donde pasa mucho
liguido”. Este término empezo6 a usarse en el siglo I y hace referencia a la poliuria y
polidipsia caracteristicas de la diabetes. (Enciclopia libre Wikipedia).

La diabetes es una enfermedad créonica multifactorial, con un alto
componente ambiental. Los cambios socio-econdmicos vividos a nivel mundial en
los ultimos 20 afios han disparado el nimero de casos de diabetes. Se prevén 220
millones de diabéticos en el 2010, con un incremento de la prevalencia del orden
del 25-50% en los proximos 10 afios (Fig.1). El sedentarismo y la dieta rica en
grasas, aspectos caracteristicos de las sociedades modernas, han disparado la
incidencia de obesidad y diabetes hasta tal punto que se estd empezando a hablar
de “diabesity”. La diabetes amenaza con ser uno de los mayores problemas
economico-sociales del siglo XXI (Zimmet et al., 2001; Zimmet 2001).

La diabetes mellitus se puede clasificar en dos grandes formas: la tipo 1 o
insulina-dependiente (IDDM) y la tipo 2 o no insulina-dependiente (NIDDM) (Alberti
and Zimmet 1998).

Ve 6=

26.5
32.9
24%

54.5
132.3

[x)
() 2%
N d{? !
[y “‘%Z,}@
ﬂ e
World 1.0
2000: 151 million 13 l;;)
2010: 221 million 33% P P
Increase 469%

Figura 1. Mapa de previsién del nimero de pacientes con diabetes (en millones) en el
2000 y 2010 (valores superiores y medios, respectivamente), y porcentaje del
incremento por pais. A partir de Zimmet et al., 2001
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Introduccion

1.1. Diabetes tipo 1 y tipo 2.

La diabetes mellitus tipo 1 (IDDM) es una enfermedad autoinmune que se
caracteriza por la destruccién selectiva y total de las células beta pancreaticas
productoras de insulina, la hormona responsable de la regulaciéon de la homeostasis
de la glucosa. (Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus, 2000). Los diabéticos tipo 1 dependen de la inyeccidn de insulina exdgena
para sobrevivir y evitar la cetoacidosis. Existen factores de riesgo genéticos, como
el locus de HLA, que interaccionan con factores ambientales (infecciones virales,
infecciones perinatales, un destete prematuro) aumentando la probabilidad de
aparicion de la diabetes auto-inmune (Atkinson and Maclaren 1994). Constituye el
10% de los casos totales de diabetes y es de aparicion temprana, generalmente
antes de los 20-25 afos (Diabetes Epidemiology Research International Group
1990). Es la enfermedad crdnica infantil mas frecuente, aunque con el aumento de
la obesidad infantil, pronto sera desplazada por la diabetes tipo 2 (NIDDM) (Fagot-
Campagna et al., 2000).

La diabetes tipo 2 es el tipo de diabetes mas frecuente (90% de los casos) y
es de aparicidn tardia (a partir de los 50 afios). Un tratamiento preventivo con dieta
equilibrada y mucho ejercicio puede ser suficiente para controlar la hiperglicemia,
aunque generalmente se acaba tratando con hipoglucemiantes orales e incluso, con
el tiempo, con insulina exdgena (Alberti and Zimmet 1998; Zimmet et al., 2001).
La diabetes tipo 2 es una compleja enfermedad del metabolismo de los
carbohidratos que se caracteriza por resistencia a la insulina y/o secrecidon de
insulina anormal (Cerasi and Luft 1967; Defronzo 1988; Becknielsen and Groop
1994). El grado de contribucion y orden de aparicién de cada uno de estos dos
defectos es tema de debate, y parece variar segun las poblaciones (Groop et al.,
1993). La diabetes tipo 2 es una enfermedad multifactorial, con un elevado
componente ambiental. El ejercicio y la dieta son determinantes en la penetrancia
de esta enfermedad, tipica de las sociedades occidentales. Asi mismo, se han
empezado a descubrir factores genéticos que confieren susceptibilidad a diabetes
tipo 2, tales como mutaciones en TCF7L2, calpain-10, PPARy y mutaciones en el
promotor P2 de HNF4a (Barroso et al., 1999; Horikawa 2000; Weedon et al., 2003;
Weedon et al., 2004; Grant et al., 2006).
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Introduccion

1.2. Diabetes tipo MODY.

En el pasado, se habian descrito casos atipicos de diabetes no insulina-
dependiente familiar en nifios y jovenes. En 1974, se definid clinicamente por
primera vez esta forma atipica de diabetes como una diabetes autosdémica
dominante, y se denomind diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young) (Tattersal 1974). La diabetes tipo MODY no es dependiente de insulina, es
de aparicion temprana (generalmente antes de los 25 afios) y tiene un componente
hereditario (al menos dos generaciones con diabetes) (Orahilly et al., 1987). Al
igual que la diabetes tipo 2, estd causada por la disfuncion de las células beta,
aunque debido a la mutacion de un solo gen.

La diabetes tipo MODY es una enfermedad autosémica dominante poco
frecuente (2-5% de la diabetes tipo 2, Ledermann 1995). Los genes cuya mutacion
causan MODY han resultado ser esenciales para el correcto desarrollo y
funcionamiento de la célula beta. Por lo tanto, el estudio de MODY permite una
aproximacion mas sencilla al estudio de la disfuncion de la célula beta en diabetes

tipo 2, a la vez que revela posibles genes candidato de susceptibilidad a diabetes.

a) MODY, una enfermedad monogénica autosdOmica dominante.

En la actualidad, MODY se define como una enfermedad monogénica
autosomica dominante y se conocen hasta el momento seis genes responsables de
este tipo de diabetes (Tabla 1). Algun factor ambiental (pubertad, embarazo,
infeccién, obesidad) puede influir en la edad de aparicion y severidad del fenotipo
diabético tipo MODY, pero el verdadero desencadenante y Unico responsable es la
mutacion en heterocigosidad de uno de los genes MODY (Fajans et al., 2001). La
existencia de mutaciones en regiones promotoras de genes MODY y mutaciones
que desestabilizan el RNA induciendo su degradaciéon, por un fenémeno de
nonsense mediated decay, sugieren que la aparicién de MODY es por un fendmeno
de haploinsuficiencia (Gragnoli et al., 1997; Vaxillaire, et al., 1999; Harries et al.,
2004). Es decir, que el fenotipo es consecuencia de la pérdida de funcién de uno de
los alelos, y no de un efecto dominante negativo, en el cual la mutaciéon en un alelo

inhibe la funcion del alelo sano.

b) Fenotipo y etiologia de la diabetes tipo MODY.

La diabetes tipo MODY, a diferencia de la diabetes tipo 2, no presenta ni
resistencia a la insulina por parte de los tejidos periféricos, ni ningln tipo de
sindrome metabdlico, como obesidad. MODY es una disfuncidn de la célula beta que

no es capaz de sensar correctamente los niveles de glucosa en sangre, y por lo
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Introduccion

tanto de secretar adecuadamente la insulina al torrente sanguineo en respuesta a

altos niveles de glucosa (Fajans et al., 2001; Owen and Hattersley 2001).

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes subtipos de diabetes MODY

MODY 1 MODY 2 MODY 3 MODY 4 MODY 5 MODY 6 MODY X
Locus
L 20 7 12 13 17cen-g21.3 2q32 Desconocido
genético < o 4 < 4 .
Gen HNF-4a Glucoquinasa HNF-1o/ TCF-1 IPF-1/IDX1 HNF-1B/ TCF-2 Neuro-D1/B2 Desconocido
Factor de Factor de Factor de Factor de Factor de
Funcién Transcripcion Enzima Transcripcion Transcripcion Transcripcion  Transcripcion
Receptor glucolitico - . - Hélice-asa-
Homeodominio Homeodominio Homeodominio o
Nuclear hélice
Frecuencia Rara 8-63% 21-64% Rara Rara Rara 16-45%
Edad de - - .
. L .. Postpuberal Nacimiento Postpuberal Adultos jéovenes Postpuberal Adultos Desconocida
diagnoéstico jovenes
Disfuncién de Disfuncion de
célula beta con célula beta de Disfuncién de
Fenotipo D!sfunC|0n de Hiperglicemia  Disfuncién de sevenda’d grayedad célula beta de .
célula beta , heterogénea. variable. Atrofia Heterogénea
humano leve célula beta grave X e gravedad
grave Agenesis pancreética. e
pancreatica en  Anomalias
homocigosis renales graves
Letalidad
embrionaria Diabetes
temprana en Diabetes por
homocigosis disfuncion de ) .
A Agénesis
células beta en e .
. homocigosis pancreatica en  Letalidad RS
Fenotipo  Fenotipo ademas do homocigosis, ~ embrionaria ClelligEeEn ¢S
murino hipersecretor e intolerancia a la temprana en I:élnljla;ssabde?a
de insulina en metabdlicas glucosa en homocigosis Gravedad mu
modelos nulos hepéticas y heterocigosis dependiente Y
e§pecmcos de renales o oo
célula beta e
genético

Los primeros genes causantes de MODY fueron descubiertos por clonaje
posicional y analisis genético por asociacion de gen candidato en familias
portadoras de la mutacion. Hasta el momento se conocen 6 genes responsables del
50-80% de las familias MODY (Stride and Hattersley 2002): un enzima glucolitico,
la glucocinasa (MODY2, Vionnet et al., 1992; Hattersley et al., 1992) y cinco
factores de transcripcidn esenciales para el desarrollo y funcionamiento de la célula
beta pancreatica, HNF4o (MODY1, Yamagata et al., 1996), HNF1oa/TCF1 (MODY3,
Yamagata et al., 1996), IPF1/PDX1 (MODY4, Stoffers et al., 1997a), HNF1p/TCF2
(MODY5, Horikawa et al., 1997), NeuroD1/Beta2 (MODY6, Malecki et al., 1999).
Recientemente, se ha descrito un nuevo locus MODY, CEL, que presenta no solo
disfuncién de célula beta sino también insuficiencia exocrina (Raeder et al., 2006).
Un 16-45% de casos MODY no tienen aun locus asociado y se los designa como
MODY X, evidenciando que aun quedan genes por descubrir con un rol esencial en
la célula beta (Chevre et al., 1998; Velho and Robert 2002). Esta heterogeneidad

genética explica la heterogeneidad clinica existente en diabetes MODY (Tabla 1).

- 30 -



Introduccion

MODY?2, junto con MODY3, es la diabetes monogénica mas frecuente. Es la
Unica causada por la mutacion de un enzima, la glucocinasa, responsable de
fosforilar la glucosa para que pueda ser procesada y sensada por la célula beta. La
hiperglucemia es leve y no presenta mayores complicaciones (Froguel et al., 1993).

Por el contrario, las mutaciones en los factores de transcripciéon suponen una
disfuncién progresiva de la célula beta que puede derivar en una hiperglucemia
severa (Horikawa et al., 1997; Stoffers 1997b; Beards et al., 1998; Chevre et al.,
1998). Mientras que IPF1 y NeuroD1, ya eran conocidos factores de transcripcion
importantes para el desarrollo y funcionamiento del pancreas (Stoffers et al.,
1997a), los Hepatocyte Nuclear Factor, previamente conocidos como reguladores
del higado como el nombre indica, supusieron una gran sorpresa en el campo del
pancreas (Cereghini, 1996). Algunos pacientes MODY con mutaciones en IPF1 vy
HNF1B padecen un cierto grado de agénesis pancreatica, revelando un posible rol
de estos factores en el desarrollo del pancreas (Stoffers et al., 1997b; Gautier et
al., 2002; Maestro et al., 2003).

En el caso de MODY1 (HNF4a) y MODY3 (TCF1/HNF1la), el fenotipo consiste
en un defecto severo de secrecion de insulina que aparece a partir de la segunda
década de vida (Byrne et al., 1995; Byrne et al., 1996), pero no hay evidencia de
que exista un defecto de la organogénesis pancreatica. Ambas formas tienen un
fenotipo muy parecido (Byrne et al., 1995; Byrne et al., 1996), sugiriendo que

estos dos reguladores podrian estar compartiendo una misma red transcripcional.
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2. Hepatocyte nuclear factor 10 (HNF1la)

2.1. HNF1a es un factor de transcripcion de Ila familia

homeodominio atipico.

HNFlo se describi6 por primera vez en higado como regulador
transcripcional de importantes genes hepaticos como la albumina, la al-antitripsina
o el fibrindgeno, recibiendo el nombre de Hepatocyte Nuclear Factor 1o (HNFla)
(Courtois et al., 1987; Cereghini et al., 1988a; Tronche et al., 1989; Mendel and
Crabtree 1991). Su asociacién, junto con HNF4a y HNF1pB, casi diez anos mas tarde
con diabetes tipo MODY por clonaje posicional fue totalmente inesperado y abrid
todo un campo en el estudio de la funcién de la célula beta-pancreatica (Yamagata
et al., 1996).

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de HNF1la estan altamente
conservadas en humano, rata y ratéon. En humano, el gen que codifica HNF1a,
lamado TCF1, se encuentra en el brazo largo del cromosoma 12 y consta de 10
exones que codifican una proteina de 630 aa (Fig.2A).

HNFla consta esencialmente de 3 dominios funcionales: el dominio de
dimerizacion N-terminal, el dominio de unién a DNA (con un motivo POU y una
region homeodominio), y el dominio de transactivacion C-terminal rico en serinas y
prolinas (Fig.2A) (Bach et al., 1992).

Para poder unirse al DNA, HNFla debe homodimerizar o heterodimerizar con
HNF1B (MODY5) y a su vez formar tetrameros con la proteina DCOH (Fig.2B)
(Mendel et al., 1991). HNF1a y HNF1p presentan una elevada homologia proteica,
especialmente a nivel del dominio de dimerizacion (75% de similitud) y unién a
DNA (96% de similitud) y divergen a nivel del dominio de transactivacion (47% de
similitud) (Mendel et al., 1996). Ambas proteinas reconocen con igual afinidad una
secuencia palindrémica de DNA altamente conservada (nGTTAAT) que suele
encontrarse préxima al inicio de transcripcion de los promotores dependientes de
HNFla (Frain et al., 1989).Una particularidad de la estructura de HNFla y HNF1pB
que la distingue de otras proteinas homeodominio es la existencia de una insercion
de unos 21 aa entre la segunda y tercera hélice del cldsico homeodominio (Bach et
al., 1992).

El estudio de las mutaciones que causan MODY3 ha permitido entender
mejor las caracteristicas moleculares de HNF1la (Yamagata et al., 1996; Gragnoli et
al., 1997; Frayling et al., 1997; Glucksmann et al., 1997; Hansen et al., 1997;
Yamada et al., 1997; Vaxillaire et al., 1999; Boutin et al., 1999).
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Se han hallado mutaciones en los 3 dominios funcionales, aunque tienden a
aglomerarse en los dominios de dimerizacidon y union a DNA (Fig.2A). La tercera
parte de las mutaciones esta representada por deleciones, inserciones o
sustituciones de nucleétidos, que interrumpen o modifican el marco de lectura,
dando lugar a una proteina aberrante no funcional. Los otros dos tercios de
mutaciones se deben a sustituciones de nucledtidos que modifican un aminoacido
critico de la proteina (missense o sin sentido). Este tipo de mutaciones son muy
informativas, ya que sefalan residuos de la proteina que son esenciales para la
funcién de HNFla. También se ha identificado un lugar de riesgo mutacional en el
exén 4 que corresponde a la region homeodominio (P291fsinsC) (Kaisaki et al.,
1997). Los estudios funcionales realizados con estas mutaciones sin sentido, han
confirmado que existe una disminucion de las propiedades de unién al DNA o una
pérdida de la fuerza de transactivacién (Vaxillaire et al., 1999). También se han

descrito mutaciones en el promotor de HNFla que afectan a su nivel de expresion

(Gragnoli et al., 1997).
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2.2. HNF1a es el gen responsable de MODY3.

Se conocen mas de 150 mutaciones en HNFla causantes de la forma mas
frecuente de diabetes MODY (MODY3) y que posiblemente constituyen hasta el 3%
de todas las formas de diabetes. Estas mutaciones afectan a diversas poblaciones y
culturas, y dan lugar a diabetes con una levada penetrancia a partir de edades
tempranas (antes de los 25 afios) (Yamagata et al., 1996; Gragnoli et al., 1997;
Frayling et al., 1997; Glucksmann et al., 1997; Hansen et al., 1997; Yamada et al.,
1997; Vaxillaire et al., 1999; Boutin et al., 1999). El fenotipo clinico consiste en
una falta de respuesta apropiada a los niveles altos de glucosa en sangre por una
falta de secrecién de insulina y no por una resistencia a ésta ultima (Herman et al.,
1994; Byrne et al., 1996; Lehto et al., 1997). Esta disfuncién de la célula beta es
progresiva y puede derivar en una diabetes severa con todas las complicaciones
tipicas de la diabetes tipo 1 y 2, como problemas microvasculares, retinopatia o
disfuncién renal (Isomaa et al., 1998). Los pacientes MODY3 también presentan
problemas tubulares renales que se traducen en glicosuria (Menzel et al., 1998).

No se ha podido demostrar aun de forma clara una susceptibilidad
consistente a diabetes tipo 2 clasica por parte de variantes genéticas de HNF1q,
excepto en el caso de una poblacién india nativa de origen canadiense, Qji-Cree.
Esta poblacién aislada es la Unica portadora de la mutacién en HNF1la (S319) que
otorga susceptibilidad a diabetes tipo 2 (Hegele et al., 1999)

Una particularidad de los pacientes MODY3 es que son sensibles a las
sulfonilureas (Pearson et al., 2000). Las sulfonilureas actlan sobre el receptor
SUR1, provocando el cierre del canal potasico ATP-dependiente de la célula beta
pancreatica. Esto ocasiona la depolarizacion de la membrana con la consiguiente
entrada de calcio extracelular a través de los canales de calcio voltaje-dependiente
y la consiguiente exocitosis de los granulos de insulina. Esta sensibilidad evidencia
que la disfuncion de la célula beta es anterior a la fase final de secreciéon de
insulina, y no corresponde a la sintesis y/o sensibilidad a esta ultima (Fig.5).
Gracias a este descubrimiento cientifico, pacientes con MODY3 han podido sustituir
el tratamiento con insulina por estos farmacos, convirtiéndose en un ejemplo de
como los estudios moleculares en modelos murinos pueden traducirse en beneficios

clinicos.
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2.3. Patron espacial y temporal de expresion de HNF1o.

A pesar del fenotipo esencialmente diabético en pacientes MODY3, HNF1la se
expresa en varios tejidos. HNFla es una proteina de expresidon nuclear, y se
encuentra en hepatocitos, tubulos proximales renales, endotelio duodenal,
estdbmago y pancreas tanto endocrino como exocrino (Fig.3) (Blumenfeld et al.,
1991; Pontoglio et al., 1996; Nammo et al., 2002; Maestro et al., 2003). También
se detecta expresion de HNFla en el saco vitelino (Blumenfeld et al., 1991). Sin
embargo no se ha detectado expresion en células ductales u cualquier otro tipo de
célula pontencialmente precursora, sugiriendo que HNFla se expresa
mayoritariamente en células diferenciadas (Fig.4K) (Cereghini 1996; Nammo et
al., 2002; Maestro et al., 2003).

Figura 3. Patrdn de expresion de HNF1a en
ratdn adulto. Inmunotincién nuclear (en rosa)
de HNFla en higado (A) rifién (B) vy
pancreas (E-L). (C-D) La tincibn es = 4
especifica, porque no hay tincién nuclear en K o | L.
hepatocitos de ratdon adulto HNF-1a(-/-). (E- -
L) HNFla se expresa en todas las células
endocrinas del pancreas. Doble
inmunotincién de insulina (E) glucagoéon (F) = ¥ . Ve
somatostatina (I), y péptido PP (3) (en HI§IF—1a -y _HNF-1a _
verde) y HNFla (G,H,K,L) (en rosa). Con '

puntas de flecha se sefialan células que

coexpresan la hormona y HNFla. HNFla no

se expresa en ductos (flecha) Barra=40pm. A

partir de Nammo et al, 2002

Es importante resaltar que los niveles de expresién de HNF1la en las células
endocrinas, y en particular las células beta, es especialmente bajo respecto al resto
de tejidos, sugiriendo que la concentracién de HNF1a en célula beta esta altamente
regulada (Fig.4G y 4L) (Nammo et al., 2002; Maestro et al., 2003)
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Se ha descrito que durante el desarrollo del higado, rifidn y pancreas, los
patrones de expresion de HNFla y HNF1p son casi opuestos (Cereghini et al.,
1988b; Cereghini et al., 1990; Ott et al., 1991; Lazzaro et al., 1992; Cereghini
1996; Maestro et al., 2003). Mientras que HNF1p se expresa en las células
precursoras, como las células ductales del pancreas, los niveles de expresion de
HNFloa aumentan mas bien con la diferenciacién celular, desplazando HNF1B de la
célula madura (Maestro et al., 2003). Mas concretamente, en el ratdn, el pancreas
se especifica y diferencia a partir del endodermo definitivo a partir de E9 (Edlund
2002). HNF1a, por inmunohistoquimica, ya es detectado en los primeros estadios,
aunque el nivel de expresién es bajo y va incrementando progresivamente a
medida que van apareciendo las células endocrinas y exocrinas, donde HNFla

alcanza su plena expresion (Fig.4A-J) (Nammo et al., 2002; Maestro et al., 2003).
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Figura 4. Patron de expresion de HNF1a durante el desarrollo de pancreas de raton. (A-I)
Inmunotincion de HNF1a (en rosa) en diferentes edades embrionarias. No se detecta
HNF1a hasta E10.5. La expresion de HNF1o va en aumento a medida que el pancreas se
desarrolla, aunque el nivel de expresidn es siempre mayor en el exocrino (rosetas
acinares). Las flechas sefialan ductos que no expresan HNF1a. En E9.5 y E10.5 se delimita
el esbozo pancreatico con una linea discontinua. A partir de Nammo et al, 2002. (3) Doble
inmunotincion de HNFla (rojo) y Nkx 2.2 (verde) en un embrién E10.5. HNFla se expresa
mas en el pancreas dorsal (d.p.) que en el ventral (v.p.) gu: intestino; li, higado. (K-L)
Doble tincion de HNF1la (verde) y HNF1p (K,rojo) o insulina (L,rojo) en pancreas E15.5.
HNF1a no se expresa en la células ductales precursoras, HNF1B-positivas, sino en las
células diferenciadas hormona-positiva. A partir de Maestro et al, 2003
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En consonancia con estos patrones de expresion, a diferencia de los modelos
deficientes para HNF1B, el ratén nulo para HNFla no es ni letal embrionario, ni
presenta problemas graves de morfologia o agénesis pancreatica, sugiriendo que
HNF1la no juega un papel esencial en el desarrollo temprano del ratén (Pontoglio et
al., 1996; Lee et al., 1998; Barbacci et al., 1999; Haumaitre et al., 2005).

En conclusién, el patron de expresion de estas dos proteinas es compatible
con el hecho de que HNF1p estaria implicado en la especificacidon e inicios de la
morfogénesis, mientras que HNFla tendria una funcién mas tardia durante el
desarrollo en la diferenciacion terminal y mantenimiento de las caracteristicas
funcionales de las células donde se expresa (Cereghini et al., 1992; Lazzaro et al.,
1992).

2.4. HNF1a regula genes importantes para la funcion de la célula

hepatica y beta-pancreatica.

Los modelos murinos deficientes para HNF1la han sido de gran ayuda para el
estudio de la funcion de HNF1a en la célula beta y por lo tanto para la comprension
de la disfuncion de la célula beta existente en pacientes MODY3.

No obstante, a diferencia del humano, el ratén heterocigoto para la mutacion
en HNF1la no es diabético y el ratdn homocigoto presenta un fenotipo mas complejo
y severo que el humano. A pesar de las diferencias fenotipicas humano-raton, el
ratdbn homocigoto puede entenderse como un modelo para comprender la funcidon
de HNFlo en la célula beta que a su vez es relevante para comprender mejor el
fenotipo MODY3.

a) Fenotipo de los modelos murinos deficientes para HNF1o.

El ratdon homocigoto deficiente para HNFloa (Hnfla”") presenta infertilidad,
enanismo, disfuncién hepatica, problemas renales y diabetes (Pontoglio et al.,
1996; Lee et al., 1998).

Los ratones Hnfla”" pesan 40-80% menos que sus hermanos salvajes. A la
segunda semana de vida, sufren caquexia progresiva, atrofia muscular vy
disminucion de la grasa subcutanea que reduce dramaticamente su viabilidad, con
un indice de mortalidad del 50% al mes de vida. El Unico tejido que presenta
anomalias macroscopicas es el higado con hepatomegalia (un incremento del 50%
en tamafio respecto a hermanos control) y un grado variable de esteatosis (el
higado estd vacuolado y es muy graso), a partir de la segunda semana de vida.
Estos animales padecen una disfunciéon hepatica severa, con elevados niveles de

colesterol y transaminasas en suero, y fenilcetonuria. La disfuncion hepatica es el
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resultado de la expresion deficiente de genes implicados en el metabolismo de los
acidos biliares, del colesterol, de los lipidos y el sistema detoxificador, entre otros.
Algunos genes dependientes de HNFloa destacables en higado, confirmados por RT-
PCR e inmunoprecipitacion de cromatina, son Pah, Cyp2j5, albumina, ol-
antitripsina, fibrindgeno, transtiretina, Hao3 y Fxr (Pontoglio et al., 1996; Shih et
al., 2001; Parrizas et al., 2001; Odom et al., 2004). También padecen poliuria,
glicosuria, aminoaciduria y otros sintomas tipicos del Sindrome tubular renal de
Fanconi. En la segunda quincena de vida, los ratones nulos para HNFla presentan
una hiperglicemia crdnica, resultado de una disfuncién de la célula beta (Lee et al.,
1998; Pontoglio et al., 1998).

b) HNF1lu regula la expresion de genes pancreaticos que explica la

disfuncion de célula beta.

Los ratones nulos para Hnfla padecen hiperglicemia crénica por una falta de
secrecion de insulina adecuada a los niveles de azlcar en sangre. Aunque existen
ciertas discordancias segun el modelo utilizado, ni la masa de célula beta relativa al
peso corporal, ni la expresion de insulina estan mayormente afectadas (Pontoglio et
al., 1998; Shih et al., 2001). Estudios realizados en ratones Hnfla”" y lineas
celulares derivadas de insulinomas que sobreexpresan un mutante dominante
negativo de Hnfla han demostrado que la disfuncion de la célula beta es en parte
debida a un problema del metabolismo glucidico y oxidativo de la mitocondria que
no es capaz de transformar la glucosa en ATP, mediante la glicdlisis y el ciclo de
Krebs (Wang et al., 1998; Pontoglio et al., 1998; Dukes et al., 1998). En la célula
beta normal, el incremento del ratio ATP/ADP inhibe los canales de potasio
dependientes de ATP, provocando la depolarizacion de la membrana y la entrada de
calcio en la célula beta a través de los canales de calcio voltaje-dependientes. El
incremento de calcio intracelular a su vez induce la secrecién de insulina por
exocitosis. (Deeney et al., 2000) (Fig.5).

Una evidencia que el problema es previo a la depolarizacion de la
membrana, es que células beta derivadas de insulinoma (Ins-1), que
sobreexpresan un mutante dominante negativo de HNFla, pueden aumentar los
niveles internos de calcio en respuesta a KCl (Wang et al., 1998).

Estudios de expresiéon en ratones nulos para HNFla han demostrado que
genes importantes para sensar la glucosa y convertirla en ATP estdn severamente
afectados en la célula beta (Parrizas et al. 2001, Boj et al., 2001; Shih et al.,,
2001). Entre los genes mas afectados se incluyen el transportador de glucosa
Glut2, responsable de introducir la glucosa en la célula beta, y el enzima piruvato

cinasa (Pklr). Estudios realizados en nuestro grupo y otros laboratorios,
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demostraron por inmunoprecipitacion de cromatina, que HNFla ocupa los
promotores de estos genes y que su expresion varia en islote pero no en
hepatocitos nulos para HNF1a, evidenciando una funcion tejido-especifica de HNF1a
en islote (Parrizas et al., 2001; Boj et al., 2001; Shih et al., 2001; Odom et al.,
2004).
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Figura 5. Modelo de secrecion de la insulina P e s
en célula beta. La glucosa es internalizada a Nb33.,.(‘3'3)
través del receptor de glucosa GLUT2 vy ~»Malate Ciclo de
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Krebs para generar ATP. El aumento del ratio CGlutamine Gadt (.2.7)

ATP/ADP inhibe los canales de potasio ATP-
dependientes, despolarizando la membrana de la clula beta. Los canales de calcio
dependientes de voltaje se abren y el aumento de calcio intracelular induce la exocitosis
de los granulos de insulina. En el nucleo estan detallados los factores de transcripcion
responsables de MODY que regulan la expresion de proteinas importantes para la
secrecidon de insulina. A partir de Fajans et al 2001 N Engl J Med.

A la derecha, detalle esquematico de los principales pasos de las vias metabdlicas de la
glicdlisis (flechas en negro), gluconeogénesis (flechas en verde) y ciclo de Krebs (flechas
en azul) responsables de la generacion de ATP a partir de glucosa. Los genes
dependientes de HNFlo estan resaltados en rojo, entre paréntesis se indica cuantas
veces se reduce la expresion génica en islotes de ratdn Hnfla”-, determinado a partir de
un array de expresion Affymetrix. GLUT2 y Pkir, dos cldsicos genes dependientes de
HNF1lo , estan encuadrados. Toda la via de produccion de ATP a partir de la glucosa esta
severamente afectada en ausencia de HNFla en islotes. Datos no publicados del Dr.
Servitja.

Asi mismo, estudios Affymetrix de andlisis de expresién a escala gendmica
en islote, realizados en nuestro laboratorio (Servitja et al., no publicado), han
demostrado que existe un gran numero de genes dependientes de HNFla que
intervienen en el metabolismo de glucosa, como Glut2 (Sic2a2), Pkir, Pfk, Pgkl1,

Pdk1, evidenciando que la disfuncién de la célula beta por falta de HNFlo esta
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causada por un defecto global a nivel de toda una via metabdlica, la cual cumple
una funciéon especifica de célula beta, responsable de sensar los niveles de glucosa
en sangre (Fig.5).

HNFlo se expresa en otros tejidos aparte de la célula beta, que también
podrian tener un papel importante en la regulaciéon de los niveles de azlcar en
sangre, e incluso indirectamente en la secrecion de insulina. Las células alfa-
pancreaticas secretan glucagdn, la hormona antitesis de la insulina, de manera que
podria influir en la funcion y desarrollo de las células beta. Las células
enteroendocrinas del duodeno son responsables de la secrecion de incretinas, como
GLP1 o GIP. Las incretinas estimulan la secrecion de insulina e inhiben la secrecion
de glucagon mediante su union a receptores de GLP1 que se encuentran en la
membrana de las células beta, alfa y delta (Thorens and Waeber 1993; Holst 1994;
Kieffer and Habener 1999).

c) Modelos de sobreexpresion de mutantes de HNF1lo dominantes

negativos.

Segun el modelo utilizado, existe cierta disparidad en el fenotipo deficiente
para HNFlo. En particular, los sistemas tanto in vitro como in vivo de
sobreexpresion de mutantes de HNF1la con efecto dominante negativo, es decir la
proteina mutada impide que la enddgena salvaje sea funcional, presentan un
fenotipo bastante diferente a los modelos de ablacién del gen (knock-out). Por
ejemplo, asi como los ratones Hnfla”~ no parecen presentar anomalias
morfométricas importantes en el islote (Lee et al., 1998; Pontoglio et al., 1998;
Parrizas et al., 2001), varios dominantes negativos describen una reduccion
marcada de la masa de células beta, que afecta a la arquitectura del islote (Wang
et al., 1998; Hagenfeldt-Johansson et al., 2001; Yang et al., 2002; Yamagata et al.,
2002; Wobser et al., 2002). Estos estudios describen problemas de proliferacion e
induccion de muerte celular, que concuerdan con anomalias ultraestructurales,
como estrés de reticulo endoplasmatico o hinchamiento de las mitocondrias. Incluso
detectan una reduccién en los niveles de expresion del gen de la insulina, los cuales
tampoco son significativos en el ratén con una mutacién nula (Wang et al., 1998;
Hagenfeldt-Johansson et al., 2001; Yang et al., 2002; Yamagata et al., 2002;
Wobser et al., 2002).

- 40 -



Introduccion

2.5. HNF1oa forma parte de una red transcripcional especifica de

célula beta.

Los islotes Hnfla”~ muestran una disminucién importante de los niveles de
expresion de toda una serie de factores de transcripcién, como por ejemplo Hnf3y,
Hnf4y, Hnf4a y Shp, de gran relevancia potencial o conocida para el desarrollo y el
correcto funcionamiento de la célula beta (Boj et al., 2001; Shih et al., 2001). Esta
dependencia transcripcional de HNFla es especifica de célula beta, ya que los
niveles de expresion de estos reguladores no varian en ausencia de HNFla en
higado, duodeno o rifién (Boj et al., 2001; Shih et al., 2001). Todo esto sugiere que
en la célula beta existe una compleja y Unica red transcripcional sensible a
pequefias variaciones de alguno de sus componentes, como el fenotipo MODY
sugiere (Fig.6).

Beta-cell
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Figura 6. Red transcripcional de la célula beta. Los promotores génicos estan
representados como rectangulos con una flecha gruesa sobresaliendo. La union
directa de un factor de transcripcién a un promotor estd representada por una flecha
fina. Todas las interacciones han sido demostradas in vivo bioquimicamente. HNFla
forma parte de una red transcripcional especifica de célula beta en la que estan
implicados otros factores MODY, como HNF4a o Pdx1. A partir de Servitja and Ferrer,
Diabetologia 2004

En particular, un elegante trabajo de Boj et al. demostré que existia una
interdependencia, especifica de islote, entre los dos genes MODY, Hnfla (MODY3) y
Hnf4a (MODY1). Ya se sabia con anterioridad que HNF4oa regula la expresion de
HNFlo en higado (Tian and Schibler 1991; Li et al., 2000). La caracterizacion de
una mutacion causante de MODY3 que afecta al dominio de unién de HNF4a a la
regiéon promotora de HNFla, sugeria que esta regulacidon también podia darse en
célula beta (Gragnoli et al., 1997; Hansen et al., 2002). Boj et al. descubrieron la

existencia de un promotor alternativo P2 para HNF4a, dependiente de HNFla y
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activo sélo en célula beta, de manera que se cerraba el loop regulatorio HNF1la-
HNF4a especifico de célula beta (Boj et al., 2001).

Se hipotetiza que esta regulacidon cruzada entre los dos factores MODY
podria actuar como un mecanismo de memoria celular que mantiene la expresion
de los dos factores de transcripcion, y consecuentemente de todos sus genes diana
en las células beta diferenciadas. Otra posible regulacion cruzada seria entre Pdx1
(MODY4) y HNF1la (MODY3), ya que un estudio sugiere que los islotes Hnfla”
tienen reducida la expresidn de Pdx1l y los islotes Pdx1*" tienen reducida la
expresion de HNF1a (Shih et al., 2001; Shih et al., 2002).

Estas interdependencias génicas, especificas de célula beta, sugieren que los
niveles de expresion de cada uno de estos factores de transcripcion deben estar
altamente regulados, ya que pequefias fluctuaciones, como la pérdida de la

expresion de un alelo, pueden desestabilizar el sistema causando diabetes.

2.6. Posible rol epigenético de HNF1la durante la diferenciacion

final de la célula beta

La funcion de HNFla parece iniciarse en un momento determinado del
desarrollo embrionario. De acuerdo con las observaciones de Boj et al., la
dependencia de los genes diana de HNFla, tales como Glut2, HNF4a, HNF3y y
HNF4y, sélo aparece inmediatamente después de que la célula beta se diferencie
(Fig.7). Esto plantea la posibilidad de que HNF1la pueda tener un rol epigenético
en este estadio, marcando los genes propios de célula beta madura vy
manteniéndolos activos para conservar las caracteristicas diferenciales propias del
linaje de célula beta. (Boj et al., 2001).

Actualmente disponemos de algunos conocimientos acerca de cémo HNF1la
regula la cromatina de sus genes diana. Se sabe que HNF1la recluta directamente a
la zona promotora de sus genes diana modificadores de cromatina como las histona
acetiltransferasas (HAT) CBP y P/CAF, los cuales son potencialmente responsables
de la hiperacetilacion de las colas de histona de sus dianas (Soutoglou et al., 2000;
Soutoglou et al., 2001a; Parrizas et al., 2001). La hiperacetilacion modifica la
conformacion de la cromatina de los genes y crea superficies que favorecen la
union de proteinas que en conjunto promueven la activacidon transcripcional
(Agalioti et al, 2000; Agalioti et al., 2002; Pokholok et al., 2005; Gorisch et al.,
2005). En concordancia con el reclutamiento de reguladores de cromatina, en
ausencia de HNF1o, los genes diana estan hipoacetilados y metilados en el DNA,

cerrando la conformacién de la cromatina e impidiendo la unién de otros
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coactivadores a la region promotora y por lo tanto impidiendo la transcripcion
(Pontoglio et al., 1997; Parrizas et al., 2001).

Se piensa que las modificaciones de histonas y metilacion de DNA no sélo
tienen una funcidn reguladora de la activacién transcripcional a corto plazo, sino
que ademads pueden participar en el mantenimiento de la memoria celular
marcando positiva o negativamente los genes de una célula epigenéticamente. Ello

plantea la pregunta de cual es el posible papel de HNFla en este tipo de regulacion.
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Figura 7. Rol regulativo de HNF1la durante el desarrollo. (A-B) Analisis por RT-
PCR de pancreas total de ratén hnfla*/* y hnfla’/-, a partir de las edades
embrionarias indicadas, de genes regulados por HNFla. La expresion de hnfda,
hnfdy, hnf3y, glut2 y pkir depende de HNF1a a partir de la aparicion de las
primeras células pancreaticas diferenciadas, en E15.5. (C) Doble inmunotincion
de Glut2 (en verde) e insulina (en rojo) en pancreas total de hnfla** y hnfla”-
de las edades embrionarias indicadas. A partir de E15.5 se empiezan a encontrar
las primeras células beta diferenciadas insulina-positivas que no expresan Glut2
en ausencia de HNF1a (marcadas con una flecha). En E18.5 la dependencia
génica de HNF1a es total, sugiriendo un rol regulador epigenético de HNF1a a
partir de la diferenciacién terminal de la célula beta. A partir de Boj et al, PNAS
2002.
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3. La regulacion de la transcripcion génica.

Gracias a la secuenciacion del genoma humano, se ha podido estimar que
disponemos de unos 20,000-25,000 genes codificantes (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004), y un numero aun indeterminado de
transcritos no codificantes. Asi mismo, se ha observado que el porcentaje de DNA
codificante es minoritario, y cuanto mas complejo es el organismo, mayor es el
porcentaje de DNA no codificante presente en el genoma (Venter et al., 2001). En
los Ultimos anos se ha empezado a vislumbrar parte del rol regulador de este DNA
no codificante, revelando la gran complejidad de la organizacion y regulacidon de
nuestro genoma.

La transcripcion del genoma eucariota esta regulada por diferentes niveles
jerarquicos, integrados e interdependientes (Fig.8). A fin de simplificar su
discusion, pueden distinguirse el nivel de la secuencia primaria de DNA, un nivel de
la estructura de cromatina y por ultimo un nivel en el que interviene la organizacion

nuclear (van Driel et al., 2003).

3.1. Regulacion de la transcripcion a nivel de la secuencia primaria
de DNA

El DNA estd compuesto por secuencias transcritas y regiones intra- e
intergénicas que contienen una amplia variedad de secuencias reguladoras de la
transcripcién y del plegamiento en conformacién secundaria y terciaria de la fibra
de cromatina. Esta distincidon es en realidad compleja, ya que si bien antiguamente
se pensaba que la mayor parte de las secuencias transcritas codificaban secuencias
de proteinas, en los Ultimos afios se ha hecho patente que una importante fraccion
del genoma codifica transcritos no codificantes, muchos de los cuales tienen a su
vez un papel regulador de la expresion génica (Costa 2006; Mattick et al., 2006).

La regulacion de la transcripcion a nivel de la secuencia primaria de DNA
consta de dos elementos esenciales, las secuencias reguladoras de DNA (entre ellas
los llamados enhancers/silencers y promotores), y las proteinas con dominios de
union a DNA (factores de transcripcion secuencia-especificos) que reconocen estas
secuencias y se unen especificamente a ellas. El objetivo final es el reclutamiento y
activacion de la maquinaria transcripcional, cuyo miembro principal es la RNA
polimerasa II (van Driel et al., 2003; Kadonaga 2004).
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Figura 8. La transcripcidn esta regulada a diferentes niveles jerdrguicos
indrmarmente relacionados entre ellos. En un primer nivel, los factores de
transcripcion, como HMF e (dvalos rojos), reconocen vy se unen especificamente a
una secuencia reguladora consenso de DMA (rectdngulo verde v secuencia ATGC)
en la regidn promotora de un gen (rectangulo negro), Estos factores reclutan
modificadores de cromatina, por ejemplo los HAT (en naranja), que en un segundo
hivel de regulacidn, alteran la conformacidn de la cromatina v [a vuelven apta para
la transcripcion (reclutamiento del complejo de [a RM& polimerasa II, hexagonos
yverdes), Utmarmente se ha visto gue estas modificaciones de crom atina afectan el
posicionamiento de los genes en el ndcleo, Un nuevo nivel de regulacidn ests
surgiendo, la localizacidn génica respecto a dominios nucleares (en rosa, azul,
marrdn o negral, tales como la heteraocromatina centromérica (dominio negra) .

a) Las secuencias reguladoras de DNA.

Los elementos de DNA reguladores de la transcripcidn suelen encontrarse
bien en las proximidades del inicio de transcripcion en la region promotora, bien en
una region mas distal, en cuyo caso son conocidos con términos como enhancer,
silencer, o locus control region (Fig.9). Estas secuencias pueden estar altamente
conservadas entre diferentes organismos. El sustrato basico de estos elementos lo
constituyen motivos de secuencia de tipicamente 6-20 pares de base que son
reconocidos selectivamente por proteinas especificas (van Driel et al., 2003;

Kadonaga 2004). El elemento de unién de HNFla mencionado previamente es un
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ejemplo clasico (Tronche et al., 1997). Frecuentemente, diferentes motivos de DNA
reconocidos por distintas proteinas estan situados en proximidad, formando en
conjunto un elemento de secuencia regulador (van Driel et al., 2003; Kadonaga
2004).

Célula A Célula B

B

H_J Hr_J H_J H_J
enhancer promotor enhancer promotor
enhancer
OFF ON

H_J
promotor

Figura 9. Las secuencias de DNA estdn agrupadas en clusters, constituyendo las
regiones reguladoras del gen (enhancer y promotor). Cada secuencia reguladora (figuras
geométricas pequefias) es reconocida especificamente por un factor de transcripcion
determinado (figuras mas grandes). Un gen se expresa si la célula dispone de la
combinacién de factores de transcripcion necesarios. Como a la célula A le faltan 2
factores (en blanco con linea discontintda), el gen no se puede expresar (OFF). Se han
descrito interacciones proteina-proteina entre los factores de transcripcion que se unen a
regiones reguladoras distales, de manera que se forma un complejo enhancer-promotor
estable, indispensable para la activacion de la maquinaria transcripcional.

b) Los factores de transcripcion secuencia-especificos.

Los factores de transcripcidon secuencia-especificos son modulares, con un
dominio de unién al DNA de estructura caracteristica que los define, uno o varios
dominios de activacion, y segun el factor, dominios de dimerizacion y regulacion.
Ejemplos de familias de factores de transcripcion son la familia homeodominio, a la
que pertenece HNF1la, helix-turn-helix, zinc finger, leucine zipper, helix-loop-helix.
La unidén del factor de transcripcion a su diana inducira el reclutamiento de toda una
serie de coactivadores y remodeladores de cromatina que modificaran la
conformacion de la cromatina y permitirdn la unién y activaciéon de la maquinaria de
la RNA polimerasa II (Ptashne et al, 1997; Kadonaga 2004) (Fig.8). Se han llegado
a describir interacciones proteina-proteina entre factores de transcripcion unidos al

inicio de transcripcion y a regiones reguladoras de DNA distales (enhancer-
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promotor separados por varias miles de pares de base), de manera que se forma
un complejo enhancer-promotor estable, indispensable para la activacién de la
maquinaria transcripcional (Fig.9) (Thanos et al, 1995; Hatzis and Talianidis
2002).

c) La combinacidén de factores de transcripcion secuencia-especificos

otorgan especificidad a la expresion génica

Estudios in vitro sugieren que los factores de transcripcion, por si solos, no
definen la especificidad transcripcional que cabria esperar. La especificidad en la
expresion de un determinado gen se basaria mas bien en la existencia de multiples
secuencias de unién a DNA, agrupadas en las regiones reguladoras, de manera que
sO6lo en presencia de la combinacion de factores de transcripcion adecuada,
actuando la mayoria de veces en sinergismo, podria darse la expresion del gen
(Kadonaga 2004). Asi pues, el conjunto de secuencias de DNA que integran la
region promotora de un gen determina si este gen puede o no transcribirse en
funcion de si la célula dispone a su vez de todos los factores de transcripcion
secuencia-especificos necesarios para unirse al DNA y reclutar y activar la
maquinaria de transcripcion al nivel se ese gen (Fig.9).

Esta regulacion a nivel de la secuencia primaria de DNA implica que los
factores de transcripcion secuencia-especificos transmiten la informacion genética
desde las secuencias de DNA hasta la maquinaria de transcripcion, representando
un grado mas de control de la expresidon del genoma eucariota. Conocer la
composicion de secuencias reguladoras de DNA de un gen significaria poder

determinar cuando y donde va a expresarse ese gen.

d) Los genes estan distribuidos en el genoma de manera no aleatoria

Otra relacion destacable entre la secuencia primaria del DNA vy la regulacion
transcripcional viene dada por la existencia de agrupaciones no aleatorias de genes
a lo largo del genoma.

Los genes parecen agruparse segun el grado de expresion, la funcidn celular
o el momento de expresion durante el desarrollo. En algunos casos, los genes estan
regulados por una misma region reguladora, o LCR (region controladora de locus),
que asegura la expresién coordinada de los genes integrantes del grupo. Ejemplos
de esta organizacién gendmica a nivel de la secuencia primaria son los genes Hox,
los genes de histonas, las interleucinas (IL-5, -13 y -14) y las a- y B-globina (Li et
al., 2000; Cai et al, 2006).

Por otra parte, también se ha visto que el genoma humano esta organizado

en regiones ricas y pobres en genes con unas caracteristicas cromatinicas y
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citogenéticas determinadas. (Gilbert et al., 2004). Las regiones ricas en genes
tienden a replicar antes, tienen una conformacion de cromatina mas abierta y
forman una estructura citoldgica mas laxa (las bandas T). Sin embargo, las
regiones pobres en genes son mas compactas y pueden separarse de las regiones
ricas en genes por densidad (Gilbert et al., 2004). Estas diferencias estructurales al
nivel de la fibra de cromatina influyen en la organizacién nuclear del genoma, de
manera que regiones ricas en genes y por lo tanto mas decondensadas tienden a
formar dominios situados fuera de los territorios cromosémicos, mientras que las
regiones pobres en genes tienden a localizarse mas en la periferia nuclear (Gilbert
et al., 2004; Shopland et al, 2006). Estas diferencias en compactacion y
distribucion nuclear son independientes de la actividad génica, aunque se postula
que los dominios ricos en genes de conformaciéon abierta podrian crear un ambiente
mas favorable a la transcripcién y por lo tanto que esta organizacion gendmica
podria reflejar una presion evolutiva para mantener ciertos genes agrupados en los

cromosomas

3.2. Regulacion de la transcripcion a nivel de la cromatina.

Una de las funciones de los factores de transcripcion es reclutar
modificadores y remodeladores de histonas, que modifican la cromatina de manera
que se vuelve apta para la transcripcién. Estas modificaciones de histona son muy
diversas y también siguen una serie de reglas complejas determinantes para la
transcripciéon, afladiendo otro nivel de informacién al genoma, independiente del

codigo genético en si.

a) La cromatina, la configuracion secundaria del DNA.

El DNA se pliega alrededor de proteinas nucleares, llamadas histonas,
conformando una estructura secundaria, la cromatina. En un principio se creia que
el Unico rol de las histonas era estructural para compactar el DNA para que quepa
en el nlcleo y protegerlo de dafios externos, como los rayos UV. Mas adelante se
descubrié que estas proteinas también tienen un rol regulador dinamico esencial
para procesos bioldgicos, tales como la reparacion de DNA, la mitosis, la
recombinacion, la replicacion y la transcripcion (Bradbury 1992; Grunstein 1997;
Zhang and Reinberg 2001).

Las histonas son una de las proteinas eucariotas mas conservadas. El DNA
da 2 vueltas (147bp) alrededor de la parte C-terminal globular de un octdmero de
histonas (2 de cada histona H2A, H2B, H3 y H4), mientras que la parte N-terminal

que forma la llamada cola de la histona, protruye al exterior y queda accesible para
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interaccionar con otras proteinas (Pruss et al., 1995). Las colas de histona son la
region de estas proteinas que sufren mas modificaciones covalentes post-
traduccionales (Fig.10b-c). Estas modificaciones han resultado ser determinantes
para la estructura de la cromatina y para la regulacion de la transcripcion.

Cada octamero de histonas envuelto por DNA corresponde a una subunidad
basica de cromatina, llamado nucleosoma. Los nucleosomas estan unidos entre si
por DNA linker (de unién). Existe una estructura caracteristica de nucleosomas
espaciados de forma mas o menos regular por DNA linker formando “un collar de
perlas”, que es la fibra de cromatina de 11 nm. El DNA linker es el mas accesible a
proteinas como DNAsas y factores de unién a DNA. Ademas de las histonas del
nucleo o core, existe la histona H1 que contacta aproximadamente 20 pb
adicionales del nucleosoma. Al menos in vitro, los nucleosomas pueden adquirir un
nivel superior de compactacién formando una fibra de 30nm. La fibra de 30nm
puede plegarse a su vez adoptando configuraciones terciarias con diferentes grados
de compactacion hasta el maximo nivel que es el cromosoma metafasico (100-
130nm) (Fig. 10a) (Felsenfeld and Groudine 2003).

A
- Nuclear membrane
Chromatin
~ fibel

iber *\. 4
Interphase Chromatin fiber : Ff 3
nucleus {3,'} nm dia.) 7 )

1 \_' ‘“c- b

N

core

\"‘i histones
H3
H4

DMA, H2B
H2A

' Nuclear matrix

Figure 10. Estructura de la cromatina. (A) El DNA
estd envuelto alrededor de octameros de histonas
(H3, H4, H2A, H2B) formando unidades e ack
estructurales: los nucleosomas. El conjunto de © mer
nucleosomas forman la cromatina que puede :g’gK
compactarse diferentes grados, formando la fibra de g«
cromatina, para entrar en el nucleo.

(B) Estructura 3D de un nucleosoma. La doble hélice de DNA envuelve la parte globular
de las histonas (azul, H3; verde, H4; amarillo, H2A; rojo, H2B), mientras que las colas
sobresalen para ser modificadas (recuadro rojo). (C) Representacion esquematica de un
nucleosoma, mostrando los diferentes tipos y posiciones de las modificaciones de
histonas que puede tener cada cola. El circulo rojo es la acetilaciéon de lisinas (acK), el
circulo blanco la metilaciéon de argininas (meR), el circulo azul la metilacién de lisinas
(mekK), el cuadrado verde la fosforilacion de serinas (PS) y el cuadrado amarillo la
ubicuitinacidén de lisinas (uK). A partir de la pagina web del Dr. D.Allis y Turner, Cell
2002.
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b) La cromatina esta organizada en diferentes grados de

compactacion altamente dinamicos.

Existe evidencia de que la cromatina nuclear en interfase puede exhibir un
grado de compactacién altamente dinamico y variable segun la regién y tipo
celular. Mientras que en ausencia de compactacion la distancia entre dos puntos
separados por 1000 bp seria de 340nm (3 bp/nm), se han descrito distancias
interlocus en nucleos en interfase que muestran grados de compactacion de 1:45
(135 bp/nm) en levadura y de 1:100 (300 bp/nm) o 1:400 (1200 bp/nm) en
mamifero en cromatina activa e inactiva, respectivamente. (Zink et al, 2004;
Bystricky et al., 2004). A modo de referencia, la fibra de 30 nm representa un
grado de compactacion de 1:40, de modo que dos puntos separados por 10,000 bp
estarian situados a 85 nm.

Por otra parte se sabe que la fibra de cromatina no es estatica. Estudios
realizados en levadura demostraron que los genes se mueven en el espacio nuclear
siguiendo movimientos oscilatorios dependientes de energia (Heun et al., 2001). La
mayoria de los genes no se desplazan mas de 200 nm y pueden alcanzar hasta
500-600 nm, representando 1/3 del didmetro del nicleo de una levadura (Heun et
al., 2001). Estudios en células humanas confirmaron un desplazamiento génico
similar de entre 500 y 1500 nm, representando 1/10-1/25 del didmetro total
(Chubb et al., 2003). Teniendo en cuenta que el nucleo de mamifero es 5-10x
veces mayor que el de levadura y que el coeficiente de difusidon es 4x veces menor,
los genes de mamifero parecen estar mas restringidos en el espacio nuclear (Chubb
et al., 2003). Sin embargo en ambas especies, la movilidad de un locus esta
afectada por su localizacidn nuclear y actividad génica. En efecto, los genes
situados en la periferia del nlcleo o asociados al nucleolo, tanto en levaduras como
mamiferos, muestran una menor capacidad de movimiento. (Heun et al., 2001;
Chubb et al., 2003). Asi pues, un locus activo puede desplazarse hasta 1000 nm,
mientras que un locus inactivo no se mueve mas de 200 nm del punto de referencia
(Zink et al, 2004; Mliller et al, 2004)

La forma exacta en que se organiza y pliega la cromatina en dominios de
orden superior es controvertida (Fig.11) (Horn and Peterson, 2002; Muller et al.,
2004). Existen diferentes modelos de plegamiento de la fibra de cromatina. El
modelo “/oop/scaffold” se basaria en la existencia de un andamio proteico (scaffold)
que sirve de base para que la fibra de cromatina se pliegue formando lazos (loops)
a su alrededor. EI modelo del cromonema, sin embargo, propone que la fibra de
cromatina se plegaria sobre si misma de forma helicoidal dando lugar a diferentes

grosores de fibra en funcion del grado de plegamiento sobre si misma. Por ultimo,
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el modelo “random walk” postula que la fibra de cromatina iria tanteando
aleatoriamente el espacio nuclear y agrupandose con las regiones cromosomicas de
mayor afinidad formando asi los dominios de orden superior. (Miller et al, 2004).
Apoyando este Ultimo modelo, se ha descrito que las regiones ricas en genes vy las
regiones totalmente pobres en genes (desiertos génicos), a pesar de estar
intercaladas en el genoma, se distribuyen diferencialmente en el ndcleo, de manera
que las regiones ricas en genes se agrupan entre ellas y los desiertos génicos se
asocian juntos mirando siempre hacia la periferia (Shopland et al, 2006).

Chromonema Madel

Figura 11. Model os de
plegarmiento de la fibra de
cromatina, Bl modelo del
Cromonema propone un
plegarmiento de la fibra de
cromatna  sobre s misma
helicoidalmente dando lugar a

.. diferertes grosores de fibra. El

Loon | Scaffold Model modelo del “ooplscaffold” se

basa en la existencia de un
andamio proteico (en el centro)
alrededor del cual la fibra de
cromatna se pliega formando
lazos, & pardr de Mdler et al,,
2004

c) El cédigo de las histonas.

Las histonas pueden acetilarse, metilarse, fosforilarse, ubicuitilarse o
sumoilarse en determinados residuos aminoacidicos. El hallazgo de los enzimas que
inducen cambios de este tipo ha permitido comprender el papel decisivo que juegan
muchas de estas modificaciones en la regulacién transcripcional (Struhl 1998). Se
sabe que pueden tener repercusion en la compactacion de la cromatina, disposicion
de los nucleosomas y por consiguiente en la accesibilidad del DNA para ser unido
por factores de transcripcion secuencia-especificos (Fig.10C) (Krajewski et al.,
1998). La acetilacion de histonas puede neutralizar cargas positivas y la
fosforilacion puede afiadir cargas negativas al polimero de cromatina provocando
cambios electrostaticos que influyen en la estructura y estado de condensacién de
la cromatina (Clark et al., 1993; Wei et al., 1999). Las modificaciones de histonas,
como la metilacion de lisinas y argininas, la sumoilacion de H4, o la acetilacién de
lisinas, también representan puntos de atraccion e interaccién proteina-proteina de
coreguladores que influyen en el nivel de compactaciéon de la cromatina y en la
actividad génica (Fischle et al., 2003; Shilo and Eisenman 2003; Wysocka et al.,
2005) (Fig.12).
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Estudios in vitro han demostrado que las modificaciones de histona
interaccionan entre ellas, de manera que se pueden inhibir o actuar
sinergisticamente. Por ejemplo, la fosforilacion en la serina 10 de la histona H3
favorece la acetilacion de las lisinas 9 y 14 de la histona H3 (marcas activadoras),
mientras que inhibe la metilacién de la lisina 9 (marca tipicamente represora)
(Zhang and Reinberg 2001). A su vez la hiperacetilacién de H3 favorece la
metilacion de H3-Lys4, adoptando asi la cromatina su configuracion 6ptima para
reclutar coactivadores y factores de transcripcidén. Por el contrario, la metilacién en
H3-Lys9 y H4-Lys20 inhibe la hiperacetilacion de las dos histonas cerrando la
conformacion de la cromatina a un estado caracteristico de la heterocromatina

constitutiva (Zhang and Reinberg 2001).
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Figura 12. El cddigo de |as histonas., Cada estado de |a cromatina (especificado en los
recuadros verdes) viene definido por una combinacidn especifica de modificaciones de
histona (triangulo azul, acetilacidn de lisinas; circulo amarillo, fosforilacion de serinas;
biew dgono rojo, metilacidn de lisinas; hexdgono naranja, metilacidn de argininas), Estas
modificaciones reclutan a su vez una combinacidn de coreguladores (rectangulo azul
celeste, HAT; dvalo negro, HP1; dvalo rosa, complejo polycomb), DMA metiltransferasas
(DM& metilado, hexagonos marrones) ¥y remodeladores de cromatina gue afectan a la
conformacidn de la cromatina influyendo en el estado de activacidn del gen. Las
modificaciones de histona interaccionan entre ellas, hien sinergisticamente como en gl
caso de la acetil acidn de H3 v |a metlacidn de H3-Lys4, bien antagonisitcamente como
en el caso de la metlacion de H3-Lys2 vy la acetilacidn de H3, Estas modificaciones son
mas o menos reversibles, de manera que un gen puede alternar estados OM y OFF, o
estabilizarse en un estado concreto, como |a heterocromatina constitukiva, A partr de
Lachner et al, 2002 1 Cell Sei,
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Una misma modificacidn puede tener diferentes consecuencias. Por ejemplo
la fosforilacion en H3-Ser10 esta implicada en la condensacién de los cromosomas
durante la mitosis, pero también en la apertura de la cromatina para la
transcripcion (Wei et al., 2000). Se ha propuesto que es la combinacién de
determinadas modificaciones de histona, junto con el reclutamiento especifico de
los coreguladores, los que determinan la respuesta concreta de un gen en una
célula concreta (Fig.12). Sumado al hecho que, a diferencia de la acetilaciéon y
fosforilacién, la metilacidon de histona, al igual que la de DNA, es posiblemente una
marca muy estable, se postuld que las modificaciones de histona representan un
codigo, el cédigo de las histonas, que ayuda a mantener el patréon de expresion de
la célula diferenciada, también conocido como la memoria celular (Strahl and Allis
2000; Jenuwein and Allis 2001; Turner 2002).

Uno de los motivos por el cual se ha considerado que la metilacion de
histonas es una marca estable es que no se conocia ninguna actividad demetilasa.
Se hipotetizaron diferentes estrategias para eliminar esta marca, como por ejemplo
la sustitucion de histonas o la escision peptidica de la cola de histona metilada. Sin
embargo, recientemente se han descubierto los primeros enzimas demetiladores de
histonas, LSD1, los miembros de la familia Jumonji, o PAD (Shi et al., 2004; Wang
et al., 2004; Metzger et al., 2005; Chen et al., 2006), demostrando que esta marca

también es reversible y dinamica.

d) Heterocromatina vs eucromatina.

Existen dos grandes tipos de conformacion de cromatina, la heterocromatina
y la eucromatina. Cada una de ellas estd definida por una combinacion de
modificaciones de histona, reconocida por proteinas con dominios de unién
altamente especificos para estas modificaciones (bromodominios y cromodominios)
(Fig.13B). Estos cofactores (activadores, represores y remodeladores de
cromatina) seran los efectores que otorguen la conformacién y caracteristicas de la

cromatina (Daniel et al., 2005).

La eucromatina o cromatina transcripcionalmente activa.

La eucromatina engloba las regiones del genoma que se transcriben
activamente o que potencialmente pueden o van a transcribirse. Los genes activos
se caracterizan por tener las lisinas de las histonas H3 y H4 acetiladas a lo largo de
todo el gen (Roth et al., 2001). Esta hiperacetilacién se hipotetiza que abre la
estructura de la cromatina por neutralizacién de cargas eléctricas, pero también

sirve como superficie para la unién de remodeladores de cromatina que desplazan

- 53 -



Introduccién

los nucleosomas a lo largo del DNA, volviendo las secuencias reguladoras de unién

a DNA accesibles a factores de transcripcion (Eberharter and Becker 2002) (Fig.12

y 13).
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Figura 13. Caracteristicas gernerales de la eucromatina, heterocrom atina consttutiva vy
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Tahla resumen con las principales caracteristicas de la eucromatina v los diferentes tipos
de heterocromatina, & partr de &rney y Fisher, 2004 1 Cell Scs

Otra propiedad que puede observarse en la eucromatina es la metilacion de
ciertos residuos de arginina y lisina. La metilacién en argininas, junto con la
fosforilacién en H3-Ser10, son marcas que han sido asociadas a la transcripcion de
genes inducibles, dependientes de receptores nucleares, como el de estréogenos
(Cheung et al., 2000; Stallcup 2001; Nightingale et al., 2006). En algunos casos, la
metilacion en la arginina H4-R3 parece preparar el gen para la transcripcion, de

manera que solo necesita ser hiperacetilado para inducirse rapidamente (Huang et
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al., 2005; Balint et al., 2005). Este tipo de activacion génica requiere que ambas
marcas, metilacién en arginina y acetilacién, sean reversibles y altamente
regulables (Katan-Khaykovich and Struhl 2002; Cuthbert et al., 2004).

La metilacion en lisinas, por el contrario, es una marca considerada mas
general y estable (Lachner et al., 2003). La metilacion en la lisina 4 (H3-Lys4) es la
forma de metilacion de lisinas de histona mas claramente asociada con actividad
transcripcional (Fig.12 y 13). Se conocen diferentes complejos metiladores de H3-
Lys4, como TrxG en Drosophila o MLL1 en mamiferos (Poux et al., 2002; Dou et al.,
2005). Tal como se menciona anteriormente, mas recientemente se han
identificado enzimas cuya actividad catalitica estriba en desmetilar H3-Lys4 (Shi et
al., 2004; Huang et al. 2006). Existen tres niveles de metilacion, mono-, di- y
trimetilacion, que se distribuyen diferentemente a lo largo de los genes
transcripcionalmente activos. La dimetilacion de H3-Lys4 (H3-Lys4me2) se
encuentra mas o menos a lo largo de todo el gen, con un pico en la region
promotora proximal del inicio de transcripcidén y el primer exon, mientras que H3-
Lys4me3 esta generalmente muy restringida al inicio de transcripcion y suele darse
cuando el gen esta plenamente activo (Santos-Rosa et al., 2002; Schubeler et al.,
2004; Pokholok et al., 2005). Por ello se hipotetiza que la trimetilacion es una
marca mas determinante y decisiva para la transcripcion. Se ha propuesto que la
dimetilacion en H3-Lys4 podria mantener el gen en un estado de transcripcion
basal, y la trimetilacion de H3-Lys4, junto con la hiperacetilaciéon de las histonas
induce la activaciéon intensa del gen (Fig.12) (Santos-Rosa et al., 2002; Schubeler
et al., 2004; Pokholok et al., 2005).

Existe probablemente una interrelacion estrecha entre la metilacion vy
acetilacion de histonas. La acetilacién de las histonas es un fendmeno altamente
dindmico que depende del equilibrio entre la acetilacion mediada por histona
acetiltransferasas (HATs) y la desacetilacion mediada por histona desacetilasas
(HDAC) (Katan-Khaykovich and Struhl 2002). Cualquier factor que rompa este
equilibrio serd determinante para la expresion final del gen. Los factores de
transcripcion, como HNF1a, la propia acetilacion de histonas y la metilacion en H3-
Lys4 son posibles reclutadores de HATs (Soutoglou et al., 2001b; Martin et al.,
2006). Conviene mencionar de todos modos que esta relacién es compleja, ya que
de la misma manera que la metilacién en H3-Lys4 puede reclutar HATs, complejos
remodeladores de cromatina (NURF) o coactivadores (WDR5) que influyen en la
actividad transcripcional (Wysocka et al, 2005; Wysocka et al., 2006), también
puede interferir en el reclutamiento de complejos inhibidores de la transcripcion
como HDAC (NurD) y HMTases de H3-Lys9 (Suv39h1l) (Nishioka et al., 2002)
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También se ha descrito que las regiones codificantes de los genes activos
estan enriquecidas en H2B ubicuitilada y lisinas metiladas en H3-Lys36 y H3-Lys79.
Se hipotetiza que estas marcas son importantes para la correcta elongacion de la
transcripcion mediada por la RNA polimerasa II (Ng et al., 2002; Schaft et al.,
2003; Schubeler, et al., 2004) (Fig.13).

Aparte de las modificaciones de histona, los genes activos también se
caracterizan por tener una variante de histona diferente, la H3.3. Esta variante de
H3, esta mas frecuentemente hiperacetilada y metilada en H3-Lys4, y se piensa
que asegura el mantenimiento de la estructura caracteristica de la eucromatina

incluso después de la mitosis (Chow et al., 2005) (Fig.13).

La heterocromatina o cromatina transcripcionalmente inactiva

Existen dos tipos de heterocromatina. La heterocromatina constitutiva de las
regiones centroméricas y pericentroméricas, y la heterocromatina facultativa del
cromosoma X inactivado y de los genes eucromaticos silenciados (Fig.12 y 13).
Estos dos tipos de heterocromatina tienen en comin que son de replicacion tardia,
estan hipoacetilados, no estan metilados en H3-Lys4 y la cromatina esta altamente
compactada, volviendo casi inaccesible a los factores de transcripcion el sitio de
union a DNA. Sin embargo las marcas de metilacion de histona y las proteinas
corepresoras que reclutan estas marcas varian segun el tipo de heterocromatina
(Fig.12 y 13) (Arney and Fisher 2004).

La heterocromatina constitutiva

Es una de las estructuras de cromatina mas estudiadas y caracterizadas.
Estd altamente compactada, se encuentra caracteristicamente (si bien no
exclusivamente) en las regiones centro- y pericentroméricas, y es pobre en genes.
Una propiedad fundamental de estas regiones heterocromaticas es que inserciones
al azar de secuencias transgénicas en su seno desencadenan una
heterocromatizacion del transgén y su silenciamiento por un fendmeno de
variegacion por efecto de la posicion (PEV, position-effect variegation) (Karpen and
Allshire 1997; Schotta et al., 2003).

La heterocromatina constitutiva esta compuesta por secuencias repetitivas
de DNA en tandem muy ricas en AT, lo cual junto con su alto grado de
compactacion, permite su identificacion como subdominios nucleares supertefiidos
con marcadores como DAPI, Topro3, o Hoescht. Se sabe que estas secuencias
repetitivas se transcriben mediante la maquinaria RNA;, dando lugar a ¢,\RNAs
(small heterochromatic RNAs) que hibridan con el DNA por complementariedad

(Csink and Henikoff 1998; Volpe et al., 2002). Este proceso recluta histona
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metiltransferasas (HMTasas) de la familia de Suv39hl a estas regiones
cromatinicas. Suv39h1 trimetila especificamente H3-Lys9, la marca mas
caracteristica de la heterocromatina constitutiva. La trimetilacion en H3-Lys9
recluta a su vez, con una elevada especificidad, el corepresor HP1 que participa en
la formacion de la estructura tan compacta de la heterocromatina (Nakayam et al.,
2001; Hall et al., 2002). Ademas la trimetilacién en H3-Lys9 induce la metilacion en
DNA, afiadiendo un grado mas de represidn a este tipo de cromatina altamente
estable e irreversible (Lehnertz et al., 2003) (Fig.12 y 13). Estas modificaciones se
propagan a lo largo de la cromatina regionalizandola en acimulos nucleares visibles
no soélo mediante tinciones DAPI (DAPI dense nuclear bodies) sino también con
inmunotinciones con anticuerpos especificos contra H3-Lys9me3 (Peters et al.,
2003).

Otra marca metil tipica de la heterocromatina constitutiva es la trimetilacién
en H4-Lys20 y la variante de histona H3, CENPA, esencial para la correcta
segregacion de los cromosomas durante la mitosis (Howman et al., 2000; Schotta
et al., 2004) (Fig.13).

La heterocromatina facultativa

La heterocromatina facultativa es la cromatina silenciada que se compacta
durante el desarrollo por un fendmeno de diferenciacion o durante la edad adulta
por un fenomeno de regulacion génica.

Clasicamente, se ha asociado la heterocromatina facultativa con la
inactivacion del cromosoma X en hembras de mamifero para compensar la dosis
génica. La heterocromatizacion del cromosoma X inactivo también se basa en la
transcripcion de un RNA no codificante, Xist, situado en el mismo cromosoma X
(Lee et al., 1999; Plath et al., 2002). Xist envuelve el cromosoma X y recluta el
complejo Polycomb PRC2 (formado por Eed, Ezh2, Suzl2 y YY1l) que trimetila
especificamente H3-Lys27, una marca de histona caracteristica de |la
heterocromatina facultativa (Plath et al., 2003). La trimetilacion en H3-Lys27 es
reconocida especificamente por miembros de la familia polycomb (PRC1) que
promueven la compactacion de la cromatina (Fischle et al., 2004) (Fig.12 y 13).
Existe una sustitucién por una variante de histona, la macroH2A, que ayuda a
compactar el cromosoma X inactivado formando una estructura nuclear
diferenciada, el corpusculo de Barr (Costanzi and Pehrson 1998) (Fig.13).

El silenciamiento génico mediado por la trimetilacion de H3-Lys27 y el
reclutamiento del complejo polycomb (PcG) no estd limitado a la inactivacion del
cromosoma X. El mismo proceso de silenciacién génica dependiente del sistema

polycomb fue inicialmente descrito como un mecanismo de represion epigenética de
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genes implicados en el desarrollo de Drosophila. En Drosophila, se conoce la
existencia de secuencias de DNA reconocidos especificamente por PcG presentes en
las regiones reguladoras de los genes diana, denominadas “Polycomb Response
Elements” (PRE), aunque en mamiferos estos elementos no estan bien establecidos
(Fig-12). El complejo PRC2 contiene la actividad catalitica necesaria para metilar
H3-Lys27, que en mamiferos corresponde a Ezh2. El complejo PRC1 reconoce
especificamente la metilacién en H3-Lys27 y se une, induciendo la compactacion y
silenciamiento de la cromatina (Cao et al., 2002; Breiling et al., 2004; Grimaud et
al., 2006). Recientemente, se ha descubierto que Ezh2 recluta directamente DNA
metiltransferasas, anadiendo un mayor grado de represién a la inactivacion via
polycomb (Vire et al., 2006). La maquinaria RNA; también estd implicada en la
estabilizacién y mantenimiento del complejo PcG a nivel de las secuencias PRE y
promotoras de los genes dependientes (Grimaud et al., 2006).

Existen varios contextos en los que la trimetilacion en H3-Lys27 y el
subsiguiente reclutamiento de los corepresores de la familia polycomb (PRC1) juega
un papel en el silenciamiento génico en mamiferos (Fig.13). Los casos mas
conocidos son los genes del cluster Hox, y los genes activos en células embrionarias
que se inactivan durante el proceso de diferenciacion celular (Cao and Zhang 2004;
Bracken et al., 2006; Lee et al., 2006). Aunque probablemente exista una
diversidad de formas de cromatina inactiva. Por ejemplo, un proceso de
silenciamiento activo eucromatico muy estudiado es la inactivacion del locus de la
transferasa terminal murina Dnnt durante la maduracién del timocito (Su et al.,
2004). En las dos primeras horas, se da una hipoacetilacién de todo el locus,
seguido por la compactacion de la cromatina y su reposicionamiento a regiones
pericentroméricas. Seguidamente, H3-Lys4 se demetila, mientras que H3-Lys9 se
di- y/o trimetila (el anticuerpo no sabe diferenciar las dos marcas). La metilacion de
H3-Lys9 se propaga bidireccionalmente por todo el locus a partir del promotor
consolidando la inactivacion. No es hasta el final del proceso de diferenciacién que
se detecta metilacién del DNA, sugiriendo que es la marca definitiva e irreversible
del proceso de silenciacion. Otros estudios de silenciamiento en linfocitos, también
sugieren que es una heterocromatizaciéon constitutiva, inducida por la union a DNA
del corepresor Ikaros, la responsable de la inactivacion de los loci silenciados en
linfocito B (Brown et al., 1997).

También se ha descrito la dimetilacién de H3-Lys9, inducida por G9a, como
una marca tipica de silenciacion de eucromatina, como en el caso de la inactivacion
del locus de la B-globina en pollo o de Oct3/4 en células embrionarias de ratén (Litt
et al., 2001; Tachibana et al., 2002; Roopra et al., 2006).
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En resumen, los datos existentes apuntan a que no existe un proceso
generalizado de silenciacion de la cromatina, sino que podria ser dependiente del
proceso celular o del locus. Asi mismo, casi todos los estudios en mamifero se han
realizado en modelos de diferenciacion celular, dejando un gran vacio respecto a la
comprensién del silenciamiento génico que ocurre cuando simplemente falta un

activador que normalmente esta presente.

La relaciéon entre metilacion de histonas y actividad génica es compleja.

Ultimamente han surgido varias excepciones a los conceptos basicos que
relacionan metilacién de histonas con silenciamiento génico, lo que complica su
comprension. Por ejemplo, se ha descrito trimetilacion de H3-Lys9 y asociacién de
HP1 en la region codificante de genes activos, sugiriendo un rol de estas marcas
tipicamente represoras en la elongacion de la RNA polimerasa II (Vakoc et al.,
2005). G9a, una metiltransferasa de H3-lisina 9 que se esperaria que cumpliese
una funcion inhibitoria, induce sinergisticamente junto con una metiltransferasa de
argeninas (CARM1) la expresion de genes dependientes del receptor nuclear de
glucocorticoides (Lee et al., 2006).

Los estudios en células troncales embrionarias han mostrado una
complejidad adicional, ya que se ha demostrado que existe un grupo de genes
activos que seran reprimidos por diferenciacion celular que ya tienen unidos
miembros de la familia PcG como marca de memoria celular (Bracken et al., 2006).
Por otra parte, genes clave para el desarrollo celular hacia un linaje celular
determinado, reprimidos en células embrionarias, tienen en sus regiones
promotoras dominios bivalentes ricos en H3-Lys4me y H3-Lys27me, de manera que
estan reprimidos pero preparados para la activacion llegado el momento (Bernstein
et al., 2006).

3.3. Regulacion de la transcripcion a nivel del espacio nuclear

a) El nicleo esta altamente organizado en dominios funcionales.

Con el desarrollo en los ultimos afios de nuevas técnicas de andlisis de
imagen y de estudio de células in vivo, hemos descubierto que el genoma eucariota
y el nlcleo que lo encierra son estructuras altamente organizadas y dindmicas que
interaccionan continuamente entre si. Los primeros estudios de microscopia
electronica realizados en el nucleo evidenciaron una estructura no homogénea con
areas poco electrodensas, de las cuales fibras de cromatina se extendian para
asociarse con pequenas acumulaciones electrodensas, los cuerpos nucleares (Swift

1959). Mas adelante se descubrié que las diferentes funciones realizadas en el
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nucleo, la replicacién, la reparacion del DNA, la transcripcion y el procesamiento del
RNA, estaban compartimentalizadas en el nucleo, al nivel de estos cuerpos
nucleares caracterizables por inmunotincién. (Fig.14) (Spector 2001; Dundr and
Misteli 2001; Cremer and Cremer 2001; Chubb and Bickmore 2003; Parada et al.,
2004; Kosak and Groudine 2004b).

FML Esxdy
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Figura 14. El nucleo estd altamente compartimentalizado en dominios funcionales, La
cromatina se distribuye en territorios discretos, los territorios cromosomicos. La RMA
polimerasa y otros componentes relacionados con la transcripcidn y el procesamiento del
EM& =2 agrupan en subdominios (Pof IF factories, Cajal body, PML body, Nuclear speckies,
et), La lamina basal rodea el ndcleo vy se ha asociado con represidn transcripcional
heterocromatina consttutiva, Mientras gue los poros nucleares, también periféricos, se han
asociado con activacidn transcripcional, Los genes se posicionan en un dominio u ofro en
funcion de su estado transcripcional . & partir de Spector, 2001 1 Cell Sci,

La membrana y lamina nuclear

El ndcleo es un organulo que consta de su propia membrana lipidica, la
membrana nuclear. La membrana nuclear externa estd en intimo contacto con el
reticulo endoplasmatico y los ribosomas, responsables de la traduccién del mRNA. A
lo largo de la membrana nuclear, existen fusiones de la membrana externa e
interna formando poros, los poros nucleares, que permiten el transito de RNAs y

otros elementos del nlcleo al citoplasma y viceversa (Stoffler et al., 1999). Se han
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asociado los poros nucleares con transcripcion activa de loci, ya que representan el
puente directo entre la transcripcion (RNA) y la traduccién (los ribosomas) (Fig.14)
(Ishii et al., 2002; Casolari et al., 2004).

La ldmina nuclear se encuentra en contacto directo con la membrana interna
nuclear. La lamina nuclear estéa compuesta por un entramado de filamentos, las
laminas A/B y C. Estas proteinas forman una capa con funcién estructural y de
anclaje de los cromosomas en interfase. Mutaciones en el gen de la lamina A,
implicadas en fendmenos de envejecimiento, vuelven el nicleo mas vulnerable al
estrés mecanico y altera la formacién de la heterocromatina constitutiva (Scaffidi
and Misteli 2006).

El nucleolo

Uno de los dominios nucleares mas evidentes y estudiados es el nucleolo. El
nucleolo es la fabrica de ribosomas. Es donde se agrupan los genes ribosémicos
(rDNA) que se transcriben con RNA polimerasa I, se procesan los rRNA y se
ensamblan las subunidades ribosomales (Scheer and Hock 1999). Los nucleos de
mamifero suelen contener 1-5 nucleolos de 0.5-5.0 pm de didametro. En humanos,
agrupaciones de cientos de copias de rDNA, dispuestos en tandem y provinientes
de 5 cromosomas diferentes se agrupan en el centro del nucleolo, conformando las
regiones organizadoras nucleolares (NORs). Los rDNAs se transcriben y se procesan
alrededor de estos centros y la maduracién y ensamblaje en ribosomas ocurre en la

region granular (Fig.14).

Cuerpos nucleares (Speckles, cuerpos de Cajal, cuerpos PML y polycomb)

Dentro del nucleo, coexisten un gran nimero de organulos pequefios (25-
100 organulos de 0.2-1.8 um de diametro), distribuidos homogéneamente por todo
el nucleo, con funciones variadas y detectables mediante microscopia electrdnica e
inmunotincidon con anticuerpos especificos contra sus componentes (Fig.14).

Los Speckles agrupan y almacenan los factores de splicing del pre-mRNA y
pueden ser identificados con tinciones para SC35 o SF2/ASF. Los Speckles son
dominios altamente dindmicos porque sus factores son reclutados hacia las
unidades de transcripcion, y viceversa (Misteli 2000).

En los cuerpos de Cajal, que pueden ser identificados con tinciones para
coilina, se sintetizan y administran los snRNPs, responsables del procesamiento del
3’UTR del pre-mRNA y de su correcto splicing (Gall 2000).

Los cuerpos PML agrupan proteinas tales como SUMO1, CBP, Sp100, que

tienen funciones en la regulacion de la transcripcion (Maul et al., 2000).
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Los cuerpos polycomb pueden identificarse con tinciones para Pc2 y Bmil, y
tal como se discute mas adelante podrian representar un dominio represor
(Hernandez-Mufioz et al., 2005; Grimaud et al., 2006; Bantignies and Cavalli
2006).

Existen ademas otros cuerpos nucleares, como los dominios OPT
(paraspeckles, Clastosomes, Cleavage bodies y Nuclear stress bodies) y muchos

otros mas pendientes de caracterizar

Compartimientalizaciéon de la actividad transcripcional

La transcripcion estd altamente compartimentalizada en el nlcleo eucariota.
La incubacion de nucleos humanos con BrUTP, un analogo del ribonucleétido UTP
que se puede detectar por inmunohistoquimica, reveldé que la transcripcién génica
se da en dominios discretos del nucleo, formando unidades transcripcionales
(Jackson et al., 1993; Iborra et al., 1996). Estos dominios se encuentran por todo
el nlcleo y se estima que existen unas 2,100 unidades (Iborra et al., 1996). El
numero de unidades transcripcionales es bastante menor al de genes activos por
célula, lo que sugiere que deben transcribirse mas de un gen en una misma unidad.
Inmunotinciones contra RNA polimerasa II revelaron que el responsable final de la
transcripcion tampoco se distribuye al azar en el nldcleo, sino que colocaliza
perfectamente con las unidades transcripcionales ricas en BrUTP (Fig.14) (Iborra et
al., 1996; Grande et al., 1997).

La naturaleza de estos dominios nucleares ricos en RNA polimerasa II esta
aun por esclarecer. Se ha propuesto que podria tratarse de una estructura formada
por auto-organizacion, altamente dindmica y que se mantiene estable por un
recambio continuo de las diferentes subunidades (Cook 2002).

Se ha propuesto también que las unidades transcripcionales estdn ancladas
a una matriz nuclear y que son los genes los que se desplazan hacia las unidades
transcripcionales y no la RNA polimerasa II hacia los loci (Kimura et al., 1999; Cook
2002). Al tratar células permeabilizadas con nucleasas, si asumimos que la
cromatina no esta suelta en el espacio nuclear sino anclada a algun tipo de
andamio proteico o la [dmina basal, la cromatina se perdera con los lavados de las
células. Si se incuba previamente estas células vivas con biotina-CTP para detectar
transcripcién por incorporacién del nucledtido marcado, en el caso de que las RNA
polimerasas II fueran reclutadas al DNA, se deberian lavar con la cromatina
digerida. Sin embargo se sigue detectando biotina-CTP por microscopia electrénica,
sugiriendo que es el DNA el que se desplaza hacia la RNA polimerasa II y se

mantiene asociado a la polimerasa anclada en la matriz nuclear (Cook 2002).
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Se ha descrito que algunos factores de trascripcion basicos como TFIIH o
TBP colocalizan con los acimulos de RNA polimerasa II. Sin embargo, otros factores
de transcripcién secuencia-especificos como el receptor de glucocorticoides o E2F,
muestran una distribucion en el nlcleo bastante mas dispersa (Grande et al.,
1997).

Los territorios cromosémicos

En el nucleo, cada cromosoma ocupa su propio espacio, formando los
territorios cromosémicos (Fig.14) (Cremer and Cremer 2001). No obstante, en las
regiones limitrofes existe entrecruzamiento de fibras de cromatina de diferentes
cromosomas (Branco et al., 2006) La distribucién relativa de los cromosomas en el
nucleo muestra una tendencia a mantenerse después de la divisidén celular y a ser
caracteristica del tipo celular (Parada et al., 2004).

En general, los territorios cromosdémicos ricos en genes tienden a
encontrarse en el interior del nlGcleo, mientras que los cromosomas mas pobres en
genes se localizan mas frecuentemente en la periferia (Parada et al., 2004).

Existe un modelo de organizacidn del nucleo basado en dos compartimentos:
los territorios cromosomicos (CT) y la intercromatina (IC) (Cremer and Cremer
2001). Cada territorio cromosémico corresponde a un cromosoma Yy consta de una
region mas condensada, visible al microscopio mediante el uso de pinturas
cromosomicas, y de una regidon mas laxa y movil, rodeando a la anterior. El
compartimiento intercromatico engloba todo lo que no es cromatina y por lo tanto
alberga los dominios nucleares, las unidades transcripcionales y otros complejos
reguladores del nucleo. Este compartimiento rodea e incluso penetra en el territorio
cromosomico para volver accesible a los loci los complejos reguladores de la
transcripcion, replicacion, splicing y reparacion del DNA (Cremer and Cremer 2001).

Se ha visto que los genes activos e inactivos estan en la superficie de los
territorios cromosomicos, mientras que las regiones heterocromaticas o no
codificantes tienden a situarse mas hacia el interior (Verschure et al., 1999; Cremer
and Cremer 2001).

Rol del nucleoesqueleto en la organizacion nuclear.

Cémo se organizan y mantienen las diferentes subestructuras y orgdnulos
nucleares, y como se mueve la cromatina en el espacio nuclear son procesos aun
poco comprendidos. Se hipotetiza que la matriz proteica, o nucleoesqueleto, podria
ser una buena candidata para estructurar y organizar el nucleo.

Un componente esencial del nucleoesqueleto son las laminas A/B y C que

conforman la ldmina nuclear y estan en intimo contacto con la membrana nuclear.
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Se ha descrito que los cromosomas estan anclados a la ldmina nuclear e incluso
varios estudios han asociado silenciamiento génico con reposicionamiento a la
lamina basal en la periferia nuclear, sugiriendo que la lamina nuclear podria tener
un rol en la regulacion de la transcripcion y el posicionamiento génico (Kosak et al.,
2002; Zink et al., 2004).

Otro componente esencial del citoesqueleto es la actina. Recientemente, se
ha descrito que la actina también se encuentra en el nlcleo e interacciona con
factores de transcripcion, complejos remodeladores de cromatina ATP-
dependientes, HATs e incluso RNA polimerasas, regulando asi la transcripcion a
diferentes niveles (Miralles y Visa, 2006). Por ejemplo, la actina regula la
localizacién subcelular de algunos factores de transcripcién y el proceso de
elongacién de la RNA polimerasa II (Miralles y Visa, 2006). Por otro lado, el
descubrimiento de una forma de miosina nuclear (NM1) ha abierto varias hipétesis
sobre un posible rol motor del nucleoesqueleto de actina, aunque aun no existe
evidencia clara de que la dindmica de la actina como polimero del nucleoesqueleto
pueda jugar un papel en el posicionamiento de estructuras subnucleares.(de
Lanerolle et al., 2005).

b) Reposicionamiento de los loci en el nlcleo segun el estado

transcripcional.

Los cromosomas son estructuras 3D altamente dindmicas. En los ultimos
aflos han surgido un gran numero de estudios que apuntan a que el
posicionamiento de loci respecto a sus territorios cromosomicos y los dominios
nucleares puede tener una gran importancia para la actividad génica.

El reposicionamiento génico inducido por un determinado estado

transcripcional puede tener diferentes puntos de referencia.

Reposicionamiento radial

Tal como se apunta anteriormente, el analisis FISH de cromosomas en
nucleos humanos revelé que un cromosoma pobre en genes (crs.18) se localiza
preferentemente en la periferia, asociado a la lamina basal, mientras que un
cromosoma rico en genes (crs.19) se sitla mas céntricamente en el nucleo (Croft et
al., 1999). Esto sugiere una organizacién radial del genoma en funcién de su
densidad génica y en consecuencia de su actividad transcripcional, ya que las
regiones mas ricas en genes son las mas activas transcripcionalmente.

Zink et al. demostraron que cuando el gen CFTR esta activo, el locus tiende
a internalizarse, mientras que genes flanqueantes inactivos se mantienen asociados

a la periferia nuclear, y en particular a la ldamina basal. Un aspecto importante de
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este estudio es que este comportamiento diferencial se da entre loci situados a 85
kb de distancia, indicando un reposicionamiento delimitado. Por otra parte, el uso
de inhibidores de las HDAC (TSA), que aumentan la acetilacidon de histonas, indujo
un reposicionamiento del gen hacia el interior del nlcleo, pero no dio lugar a
activacién transcripiconal. En definitiva, demostraron que la localizaciéon radial en
funcion de la actividad génica es gen-especifico, y depende de la conformacién de
la cromatina, pero que no es por si sola suficiente para determinar la activacién de
la transcripcion (Fig.15) (Zink et al., 2004).

Otro ejemplo de asociacion entre periferia nuclear y represion transcripcional
es la regulacion de la expresién de los loci Ig murinos durante el desarrollo
linfocitario. En los progenitores linfocitarios, los genes IgH e Igx inactivos se
encuentran asociados a la lamina basal. Con el proceso de diferenciacién a linfocito
B, ambos genes se relocalizan hacia el interior del nlucleo permitiendo la expresion
del gen IgH. El bloqueo de la diferenciacién inhibe esta relocalizacion y la
subsiguiente activacion del gen. Sin embargo, el internamiento no es decisivo para
la transcripcion, ya que el locus Igx no se activa. Esta asociacion entre periferia y
represion es independiente de la asociacion con la heterocromatina constitutiva,
sugiriendo que la lamina basal podria tener alguna una capacidad represora (Kosak
et al., 2002). Es posible que la region préxima a la ldmina basal, mas que la
periferia nuclear en si, sea el compartimento ligado a la represion transcripional, lo
cual es importante ya que la membrana nuclear se invagina hacia el interior del
nucleo.

Resumiendo, la actividad transcripcional parece estar en parte regulada
radialmente en el nlcleo, siendo la lamina basal un dominio represor independiente
de la heterocromatina constitutiva y el interior del nldcleo un dominio permisivo
pero no suficiente para la transcripcion.

Sin embargo, es importante resaltar que paraddjicamente también se ha
asociado actividad transcripcional con la periferia al nivel de los poros nucleares. Un
estudio a nivel gendmico realizado en levaduras reveld que diferentes componentes
de los poros nucleares y proteinas asociadas al transporte nuclear (nucleoporinas y
carioferinas) estaban asociados con genes transcripcionalmente activos. Incluso
demostraron como los genes GAL, al inducirse en un medio rico en galactosa, se
asociaban con componentes de la maquinaria de transporte nuclear y se
translocaban a la periferia nuclear para localizarse en los poros nucleares. (Casolari
et al., 2004). Esta aparente discordancia podria explicarse porque en la periferia
nuclear deben coexistir dos dominios subnucleares probablemente excluyentes, un

dominio represor asociado a la lamina basal (lamina A) y un dominio activador
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asociado a los poros nucleares y los complejos de transporte de mRNA al

citoplasma que perforan la membrana nuclear.
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Figura 15. Posicionamiento espacial de los genes CFTE vy CORTELZ, (A-D) Deteccidn por
FISH (puntos rojos, sefialados con flechas) de CAFR (A y C) v CORTEL2 (B v D) en ndcleos
fijados de las lineas celulares SH-EP M14 (A y B) w HEK 293 (C vy D), La heterocromatina
perinuclear y perinucleclar se detectd por incorporacidn de BrdU durante |a replicacidn (en
verde), CFFE no se expresa en ninguno de los dos tpos celulares v colocaliza con la
periferia nuclear en ambos casos, Mientras que COETELS2 se expresa en HEK 293, donde
no colocaliza con la periferia (D), En C vy D se muestra agrandado el punto FISH v el
ambiente cromatnico que lo rodea, Barra, 5 pm. (E) Andlisis por FISH de |a localizacidn
radial de ¢FTR en los tres ipos celulares especificados, Se dividid el ndcleo en discos
concentricos del certro hacia la periferia ¥ se calculd el porcentaje de loci gue se
encontraban en cada sector (andlisis por erosidn), Se utilizaron inhibidores de la
transcripcidn (DRB) v de las histona deacetilasas (TSA), OMSOFF hace referencia al estado
transcripcional de CATR en cada tipo celular y condicidn, el DRBE redujo a la mitad el nivel
de expresidn de CFTR en Calu-3. La n indica el ndamero de loci gue se cuantificaron para
cada condicidn, Existe una tendencia del locus CFT8 a situarse en la periferia nuclear
cuando estd inactivo, La inhibicidn de su expresidn wia DRBE relocaliza TR hacia la
periferia en Calu-3, Sin embargo la relocalizacidn hacia el centro del ndcleo en HEK 293 v
SH-EP M14, inducida por una apertura de la conformacidn de la cromatina via TSA, no es
suficiente para latranscripcidn, Zink et al, 2004 1 Cell Bicl

- 66 -



Introduccion

Reposicionamiento y territorios cromosémicos.

La disposicién de la cromatina en territorios cromosémicos con agrupaciones
transcripcionales situadas en el espacio intercromatico, sugiere que los loci tienen
que tener una cierta movilidad para poder transcribirse.

Estudios realizados en nucleos humanos y de levadura han demostrado que
la fibra de cromatina es dinamica y que un gen puede desplazarse hasta 0.5um en
el ndcleo. Sin embargo esta movilidad varia segun la localizaciéon del gen, siendo
mas restrictiva cuando el gen estd asociado con la periferia nuclear (Heun et al.,
2001; Chubb et al., 2002). Estudios in vivo con modelos artificiales demostraron
gue una amplia region cromosémica heterocromatizada (90Mb) puede remodelarse
y desplegarse hacia otro dominio nuclear mediante la induccién con un potente
transactivador (VP16) (Tumbar et al., 1999)

Hay evidencias basadas en modelos naturales que indican que regiones
cromosomicas grandes pueden extenderse fuera de su territorio, como es el caso
del locus MHC (Volpi et al., 2000). El grado de alejamiento del territorio
cromosomico en forma de lazo, o looping, del locus varia segun el tejido y es
dependiente del grado de actividad transcripcional (Volpi et al., 2000). Por lo tanto,
la induccion génica con interferon-gamma aumenta considerablemente la frecuencia
de looping del locus MHC fuera de su cromosoma (Volpi et al., 2000).

Otro ejemplo de movilidad cromatinica es el caso del locus HoxB
(Chambeyron and Bickmore 2004). Este locus estd conformado por varios genes
(Hoxb1-Hoxb9) y con la diferenciacién celular, se van activando uno tras otro en el
tiempo. Correlacionando con el patrén temporal de activacion génica, la cromatina
de estos genes se modifica, se decondensa y se desplaza fuera del territorio
cromosomico para ser transcrita (Fig.16) (Chambeyron and Bickmore 2004).

Finalmente, el uso de variantes transgénicos del locus de la B-globina
permitié establecer una relacion directa entre las secuencias reguladoras de DNA vy
el despliegue del locus fuera del territorio cromosomico (Schubeler et al., 2000;
Ragoczy et al., 2003). En células eritroides, la B-globina se encuentra fuera del
territorio cromosémico, incluso antes de ser transcrita. En ausencia de la region de
control de la transcripcion (LCR), la B-globina se queda dentro del territorio
cromosomico y no se expresa. Interesantemente, si se cambia el LCR por una
secuencia de regulacién represora, el locus de la B-globina se desplaza pero hacia
un dominio de heterocromatina pericentromérica que lo inactiva (Schubeler et al.,
2000; Ragoczy et al., 2003).
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Un 4 days 10 days

Figura 16. Alejamiento progresivo del territorio cromosdrmico (ooping) del grupo de genes
Hoxg, FISH del cromosoma MMU11 detectado con pintura cromoscomica (en verde) v del
locus Hoxbl vy Hoxdd (en rojo) en ndcleos fijados de células indiferenciadas (Un) o
diferenciadas durante 4 v 10 dias, Los ndcleos se tifieron con DAPI (azul). Barra, S gm. En
células indiferenciadas, ningdn gen Hoxb se expresa, A medida gue la célula se diferencia,
van activandose progresivamente los genes SHoxb, & partir del cuarto dia, Hoxbl se expresa
y se ye como se aleja de su territorio cromosdmico, Mientras que Hoxb9 se expresa mas
tarde ¥ no se aprecia el algjamiento hasta el décimo dia. A partir de Chambeyron et al,,
2004 Genes Dev,

El territorio cromosdmico representa la cromatina mas compacta, facilmente
detectable por FISH. El reposicionamiento respecto a territorios cromosémicos
asociado a actividad génica sugiere que la cromatina tiene que adoptar una
conformacion mas laxa y abierta, y que necesita elementos externos al territorio
cromosomico para poder transcribirse, posiblemente los dominios RNA polimerasas
II. Sin embargo, todavia no se han podido realizar experimentos para determinar si
este tipo de reposicionamiento es determinante para la transcripcion, aunque
existen datos que sugieren que el looping del territorio cromosémico por si s6lo no

es suficiente para la activacién génica

Reposicionamiento génico y dominios represores.

Cuando la cromatina se despliega y los loci se alejan del territorio
cromosomico, se dirigen hacia el espacio intercromatico. En este tipo de
reposicionamiento se asume que los loci implicados se sitlan en espacios
favorables para la transcripcion. Pero también es posible el desplazamiento hacia
dominios represores como la heterocromatina pericentromérica o los cuerpos
polycomb (Osborne et al., 2004; Ragozcy et al., 2006; Grimaud et al., 2006;
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Bantignies and Cavalli 2006; Dernburg et al., 1996; Brown et al., 1997; Brown et
al., 1999; Brown et al., 2001; Francastel et al., 2001; Merkenschlager et al., 2004).

Se ha asociado en mas de una ocasién represidn transcripcional con
localizacion  del locus con dominios heterocromaticos constitutivos: la
heterocromatina pericentromérica (Dernburg et al., 1996; Brown et al., 1997;
Brown et al., 1999; Brown et al., 2001; Francastel et al., 2001; Merkenschlager et
al., 2004). Esta cromatina se puede detectar mediante hibridacién in situ (FISH) de
las secuencias repetitivas a-satélite, mediante tincién del DNA con DAPI (dominios
DAPI-dense) o por inmunofluorescencia contra H3-Lys9me3.

Uno de los casos clasicos es el locus brown en Drosophila. La insercion de
una secuencia heterocromatica en un alelo brown, provoca la heterocromatizacién
de los dos alelos y su relocalizacion a heterocromatina pericentromérica por un
fendmeno de PEV (Dernburg et al., 1996).

Otros ejemplos de silenciamiento génico por reposicionamiento a
heterocromatina pericentromérica son los loci del linaje hematopoyético que se
inactivan por un proceso de diferenciacion celular, como el locus de la B-globina
(Fig.17) (Brown et al., 1997; Brown et al., 1999; Brown et al., 2001; Francastel et
al., 2001; Merkenschlager et al., 2004). Interesantemente, se ha propuesto que la
asociacién de estos loci con dominios heterocromaticos es mediante el
reclutamiento directo de represores, como Ikaros o NF-E2p18, que se unen al DNA
y arrastran los loci a los dominios pericentroméricos (Brown et al., 1997; Francastel
et al., 2001).

Figura 17. Los genes ftranscripcionalmente inachivos colocalizan con
heterocromatina consttutiva, Doble FISH de gaglobineg (en werde) vy
secuencias  repebitivas  w-satelite gue marcan la  heterocromatina
constitutiva pericertromerica (en rojo) en nucleos interfasicos provinientes
de eritroblastos (&) o linfocitos T activados (B) humanos, ONf OFF hace
referencia al estado transcripcional del gen en cada tipo celular, Barra, 2
pm . El locus de la g-giobina colocaliza con la heterocrom atina consgtutiva
cuando el gen estd inactivo, en lirfocitos T, A partir de Brown et al,, 2001
MNature Cell Bial,
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Sin embargo este fendmeno no es de ningdn modo generalizable a la
silenciacion génica, existen casos en los que el silenciamiento génico se asocia con
reposicionamiento a la periferia nuclear y nucleolar y no con dominios
heterocromaticos. Son el caso del gen neuronal Mashl y del gen linfocitario IgH
(Kosak et al., 2002; Williams et al., 2006). Ambos genes se asocian con mayor
frecuencia a la periferia nuclear que a dominios heterocromaticos constitutivos
cuando estan silenciados en células precursoras, al contrario que en células
neuronales y linfocitos B, donde se inducen respectivamente (Kosak et al., 2002;
Williams et al., 2006). Esto sugiere que la asociacién de genes inactivos a dominios
heterocromaticos pericentroméricos podria ser un fendémeno mas bien concreto de
ciertos procesos de silenciacién, posiblemente en contextos especificos como la
diferenciacion eritrocitaria.

Otro dominio represor es el formado por las proteinas polycomb que estan
agrupadas en el nucleo formando los cuerpos PcG. Se ha descrito en Drosophila que
los genes silenciados via polycomb se asocian entre ellos a través de las secuencias
PRE, y se localizan en los cuerpos PcG en el nucleo (Grimaud et al., 2006;
Bantignies and Cavalli 2006).

Reposicionamiento de genes activos hacia agrupaciones de RNA polimerasa I1.
Recientemente, Osborne et al. han demostrado que sdélo los genes
transcripcionalmente activos colocalizan con dominios ricos en RNA polimerasa 11,
llamados factorias Pol II, que no son otros que los sitios de transcripcion descritos
anteriormente (Fig.18). En este trabajo demostraron que el porcentaje de alelos
activos por RNA FISH es el mismo que el porcentaje de alelos asociados a dominios
ricos en RNA polimerasa II por DNA FISH y que todos los alelos
transcripcionalmente activos (RNA FISH) se asocian con dominios RNA polimerasa
II (Osborne et al., 2004). Sin embargo, vieron que no todos los alelos estan
siempre transcribiéndose y que existe una correlacidon positiva entre el porcentaje
de alelos asociados a factorias Pol II y el nivel de expresidn, sugiriendo que la
transcripcion es un fendmeno discontinuo y que sélo el alelo transcribiéndose se
asocia a un dominio RNA polimerasa II. (Osborne et al., 2004; Wijgerde et al.,
1995). Curiosamente, con una frecuencia mayor de la esperada, dos genes situados
en dos cromosomas diferentes pero con funciones similares se reposicionan al
mismo dominio RNA polimerasa II para transcribirse, sugiriendo que podria existir
una especializacion de las factorias Pol II que atraen el mismo tipo de genes, segun
la funcidn o especificidad celular, para coordinar la expresién (Osborne et al.,
2004).
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Figura 18. Los genes transcripcionalmente actvos se asocian con dominios
nucleares ricos en BNA polimerasa 11 (&) BNA inmuno-FISH del transcrito de
Hbbhi-bi (en rojo) e inmunotncion de RMA polimerasa II (en verde) en
células eritroides de ratdn, (BY DMNA inmuno-FISH del locus de Eraf (en rojo)
e inmunctincidn de RMNA polimerasa II en células eritroides de ratdn (C)
Comparacion del porcentaje de alelos tfranscripcionalmerte activos detectados
por RMA-FISH (barras negras), con el porcentaje de alelos que colocalizan con
un daominio rico en RNA polimerasa II por DNA-FISH (barra gris) para cada
gen indicado, Barra, S pm. La mayoria de alelos transcripcionalmente activos
colocalizan con RMA polimerasa II. Ademds, el porcentaje de alelos gue
colocalizan con BMA polimerasa 11 coincide con el porcentaje de alelos
transcripcionalmente activos, sugiriendo que un alelo activo estd situado en
dorinios nucleares ricos en RMA polirnerasa I1, también [lamados factorias Paol
II. Apartr de Osborne et al., 2004 Mature Genet,

Otros trabajos, como el de Ragoczy et al. han confirmado la existencia de
estas factorias transcripcionales. Ragoczsy et al. demostraron que la B-globina, a
pesar de estar inactiva, ya esta asociada con dominios RNA polimerasa II no
fosforilados en la periferia nuclear de las células precursoras. Con la diferenciacion
celular, el locus se activa, se internaliza y se asocia con mayor frecuencia con
dominios RNA polimerasa II hiperfosforilados activos (Ragoczy et al., 2006). Asi
pues existirian diferentes tipos de dominios RNA polimerasa II, y un gen inactivo
pero preparado para la transcripcion podria estar asociado con RNA polimerasa II
no fosforilada. La induccién génica reposicionaria el locus de una Pol II inactiva a

una Pol II fosforilada y activa.

Recapitulando, la regulacién de la transcripcién es un proceso complejo que
integra diferentes niveles de regulacién jerdrquicos, pero a la vez
interdependientes. Las secuencias reguladoras de DNA reclutan en cis
remodeladores de cromatina y modificadores de histonas que afectan a la

conformacion y movilidad de la cromatina. Ademas existe un nivel de regulacidon
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determinado por la localizacion del locus en un dominio nuclear u otro. La forma en
que se relacionan los cambios locales producidos en genes en funcién de su

actividad y los cambios espaciales estan aun por esclarecer.
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HIPOTESIS y OBJETIVOS
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Hipotesis

Mdltiples factores genéticos y ambientales influyen en el desarrollo de la
diabetes. En particular, se han descrito defectos transcripcionales de las células
beta-pancreaticas. El caso mas claro es la diabetes monogénica tipo MODY causada
por la mutacion de un sdélo gen en heterocigosidad. La mayoria de genes MODY son
factores de transcripcion y HNFla es el mas frecuentemente mutado.

Los modelos deficientes para HNF1la no sélo nos permiten estudiar las bases
moleculares de esta patologia para el desarrollo de nuevas terapias génicas, sino
también nos ayudan a comprender el programa transcripcional responsable de la
diferenciacién y funcién de la célula beta, esencial para el correcto desarrollo de
protocolos de diferenciacién in vitro de células beta para el posterior transplante.
Por otro lado, estos modelos genéticos de deficiencia de un activador representan
un buen modelo in vivo para el estudio de los mecanismos de regulacion de la
transcripcion.

Actualmente sabemos que los factores de transcripcién reclutan
especificamente a sus genes diana modificadores de cromatina que favorecen la
union y activacion de la maquinaria transcripcional. Sin embargo existen pocos
estudios referentes a esta funcién en un contexto celular.

En este proyecto de tesis proponemos que HNFla es un regulador
epigenético que altera la cromatina y la organizacion espacial de sus genes diana
durante el desarrollo de la célula beta, estableciendo asi una memoria celular. En
su ausencia, la célula beta no alcanza la maduracién final y por lo tanto no puede
ejercer correctamente su funcion derivando en diabetes.

Mas concretamente, el trabajo se basa en dos hipdtesis:

1.- Desconocemos si la funcion de HNFloa debe ejercerse en un momento
determinado del desarrollo pancreatico o si es recapitulable en edad adulta. HNF1la
podria ejercer cambios a nivel de la cromatina de sus genes diana que establezcan
un patrén de expresion heredable en las células beta. Esta funcidon seria especifica
de célula beta y deberia ocurrir en un momento determinado del desarrollo

pancreatico.

2.- En la actualidad, se sabe que HNF1la promueve la acetilacion de histonas
en sus genes diana, aunque se desconoce si regula otras modificaciones de
cromatina importantes para la transcripcion. Por otra parte, recientemente ha
surgido un nuevo nivel de regulacion transcripcional con cada vez mas relevancia,
la organizacién nuclear y el reposicionamiento de genes respecto a dominios

subnucleares. Sin embargo, se desconoce en que medida estan ligados estos dos
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niveles fundamentales de regulacion. Tampoco sabemos hasta que punto un
activador puede influir en la localizacién nuclear de sus genes diana, teniendo en
cuenta que la organizacién espacial de los genes podria estar determinada
principalmente por el entorno cromosémico, como por ejemplo por factores como la
densidad génica Planteamos que el reposicionamiento génico puede ser
directamente dependiente de un activador. Ademas, proponemos que HNF1la podria
no solo influir en diversas modificaciones de la cromatina localmente en sus genes
diana, sino que también podria existir una representacion funcional de estas

modificaciones en el espacio nuclear
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Objetivos
Los objetivos de este trabajo de doctorado son responder a dos cuestiones

importantes sobre la funcién in vivo del factor de transcripcion HNF1la.

1) Donde, cuando y cuanto debe expresarse HNF1la para realizar su
funcion en la célula beta.

Mediante el uso de un modelo murino de expresion de HNF1la inducible por
tetraciclina y especifico de célula beta (Tg' " #RIPtTAY an un ratén deficiente para
HNF1la, planteamos responder las siguientes preguntas:

a) (Tiene la funcién de HNF1a en la célula beta autonomia celular?

b) ¢(Esta la funcion de HNFla en la célula beta restringida a un momento

determinado del desarrollo del pancreas?

c) ¢Son los niveles de expresion de HNFla en célula beta criticos para

su correcta funcion?

2) éComo afecta HNF1a la cromatina y la posicion de sus genes diana
en el espacio nuclear? ¢Qué relacion existe entre estos dos niveles de
regulaciéon?

Mediante el uso de un modelo deficiente para HNFla (Hnfla ),
estudiaremos posibles mecanismos mediante los cuales HNFla regula la
transcripcién de sus genes diana, determinando los cambios que promueve en
estos genes a nivel de la cromatina y en el espacio nuclear en hepatocitos e islotes.
En particular planteamos responder las siguientes preguntas:

a) ¢Cémo regula HNF1la las modificaciones de histona y la conformacion de

la cromatina de sus genes diana?

b) ¢Existe una distribucidon no aleatoria de estas marcas de histona en el

espacio nuclear?

c) ¢Como se distribuye HNF1a en el espacio nuclear?

d) ¢Es HNFla capaz de reposicionar de manera localizada sus genes diana a

dominios subnucleares, y como se relaciona este reposicionamiento con los

cambios de cromatina inducidos localmente?
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