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Les génes de type B-globine sont régulés durant le développement de telle sorte que
e-globine est exprimée chez I'embryon, les y-globines chez le foetus et B-globine chez
I'adulte. Tous ces génes sont regroupés dans le méme locus et leur spécificité
développementale est obtenue en partie par la compétition des génes pour l'activation par
une région régulatrice située en amont du locus et appelée région de contrdle du locus
(LCR). Le LCR a une activité activatrice (enhancer) trés puissante. Contrairement aux
enhancers classiques, le LCR a également a un effet de décompaction de la chromatine du
locus et peut de ce fait conférer une expression indépendante de la position d'intégration
dans le génome & un géne de globine chez les souris transgéniques. Dans le but de mieux
comprendre les interactions entre le LCR et les régions régulatrices du géne de B-globine,
nous avons étudié des souris portant des transgénes ot le LCR et divers éléments du géne
de B-globine dirigent 'expression d'un géne rapporteur lacZ. Nous démontrons que
l'insertion des séquences lacZ dans le transgéne interfére avec 1'expression indépendante
de la position et que l'activité enhancer du LCR est toujours présente, méme si elle est
influencée par la position. La structure de la chromatine du LCR, mesurée par
I'hypersensibilité & I'ADNase I du transgene, est elle aussi influencée par la position en
présence du rapporteur lacZ. L'ajout de toutes les séquences du géne -globine au
transgéne ne peut rétablir 'expression indépendante de la position, indiquant que ce n'est
pas un manque d'élément en cis qui interfeére, mais la présence méme de lacZ. L'étude de
constructions plus complexe a pu montrer qu'un géne de f-globine complet était soumis a
des effets de position malgré la présence du LCR si une unité transcriptionnelle
indépendante codant pour lacZ compétitionne pour I'interaction avec le LCR. Nous avons
développé un modele ou le LCR doit entrer en interaction mutuelle avec un gene de
globine pour décondenser la chromatine du locus et prévenir les effets de position. En
présence de lacZ, une interaction non-productive, c'est-a-dire incapable de prévenir les
effets de position, se produit entre le LCR et le promoteur dirigeant lacZ. Pour appuyer ce
modele, des constructions ol les séquences lacZ sont remplacées par ' ADNc TIMP sont
elles aussi soumises a des effets de position, indiquant que des séquences exogenes
introduites dans le locus de globine empéche la formation d'une structure favorable a

l'ouverture de la chromatine.
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Récemment, des rapports font états de variégation de 1'expression (expression
hétérocellulaire) chez des souris transgéniques soumises a des effets de position. Afin de
mieux comprendre les effets de position et le role du LCR, nous avons étudi€ la possibilité
qu'il y ait variégation de l'expression du transgéne dans nos lignées. Nous avons noté,
par un coloration in sifu détectant 1'expression du transgéne, que certaines cellules ne
démontraient pas d'expression. Contrairement au modele de variégation de l'expression,
bien connu chez la drosophile et quelquefois rencontré chez les souris transgéniques, nous
avons noté une variation dans les niveaux d'expression par cellule d'une cellule a I'autre et
d'une lignée de souris transgénique a l'autre. Nous démontrons que le nombre de cellules
qui colorent est dii & I'expression moyenne, elle méme fixée par la position d'intégration.
La présence de cellule qui ne colorent pas est un résultat de la distribution d'expression par
cellule et d'une limite de détection de la coloration et non a un phénomene de variégation

de l'expression.

Finalement, nous avons étudié le role de EKLF, un facteur transcriptionnel
nécessaire pour la transition entre l'expression du géne y-globine et celle du gene
B-globine dans le foie foetal de la souris. Avec une construction ol il n'y a pas de
compétition génique, nous montrons que EKLF est requis pour la transcription basale du
géne et non pour son interaction avec le LCR. Nous démontrons de plus que EKLF
n'induit pas la transition puisqu'il est capable de stimuler le géne (3-globine dans le stade
foetal, avant la transition, en absence de compétition génique. Finalement, malgré la
liaison de EKLF au motif CACC du promoteur de -globine, nous démontrons que EKLF
ne stimule pas la transcription de transgénes LCR-B-lacZ, suggérant que EKLF pourrait
stimuler I'expression de la B-globine par un autre élément que le motif CACC,

probablement situé dans les s€quences codantes.
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Chapitre 1

Introduction



INTRODUCTION:

1.1 La régulation de la transcription

Plusieurs processus biologiques, comme par exemple la différenciation cellulaire, le
développement ou la transformation oncogénique, requi¢rent la modulation de molécules
spécifiques. Pour ce faire, divers moyens ont été sélectionnés & presque tous les étapes de
la production de protéines actives. Au début du processus, il y a le contrdle de la
transcription qui permet par exemple l'expression des neurofilaments uniquement dans les
neurones (1). La régulation de 1'épissage permet d'obtenir des protéines légerement
différentes au besoin. Le géne doublesex de drosophile est épissé différentiellement chez
le male et la femelle, résultant en une protéine méle bloquant la différenciation femelle ou
en une protéine femelle bloquant l'expression de génes spécifiquement méles (2). Parfois,
on rencontre une régulation de la stabilité du messager qui permet par exemple de
prolonger la durée de vie des ARNm de globine dans les érythrocytes (3). 11y a aussi des
mécanismes qui contrdlent la traduction, comme le cas du transcrit hunchback chez la
drosophile. La traduction de ce messager, est inhibée par le produit de nanos qui est
présent selon un gradient postérieur-antérieur dans I'embryon de la mouche. Ily adonc
traduction différentielle, selon un gradient antérieur-postérieur, de hunchback (2). 1l peut
aussi y avoir régulation de la stabilité des protéines; par exemple, c-fos, qui doit avoir une
action trés ponctuelle, est trés rapidement dégradé (4). On rencontre aussi des
modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation de pRB qui permet la
progression dans le cycle cellulaire (5). Enfin, des protéines peuvent étre régulées par

association comme NF-kB, inhibé par I-xB qui le retient dans le cytoplasme (6).

La régulation transcriptionnelle comporte de nombreux avantages sur les
autres processus, dont voici quelques exemples. a) Cette approche requiert moins
d'énergie. En effet, la régulation au début du processus évite des dépenses inutiles
puisque la transcription, la traduction et les modifications post-traductionnelles sont
cofiteuses en énergie. b) La régulation transcriptionnelle permet de moduler de fagon tres

fine et variée plusieurs génes 2 la fois. Comme l'expression des génes est contrdlée par



un grand nombre de facteurs protéiques plus ou moins spécialisés et que I'interrelation
entre ces facteurs peut moduler leur activité, 'expression finale de chaque géne dépendra
de la combinaison des facteurs présents. Les messages cellulaires (comme les voies de
signalisation intracellulaire) affectant l'activité de ces facteurs pourront alors influencer
plusieurs génes a la fois et la réponse pour chacun de ces génes sera spécifique. Ainsi, la
cellules pourra, par de subtils changements, moduler I'expression de toute une série de
génes d'une fagon précise, spécifique et ordonnée. c) Il y a amplification du message
lorsqu'un signal se traduit par 'activation d'un géne. Prenons I'exemple de hsp68, une
protéine anti-stress induite par un choc thermique. Lorsque la cellule subit un stress, il y a
immédiatement un signal qui stimule la transcription du géne hsp68 (7). Dans les minutes
qui suivent, plusieurs rondes de transcription se produisent, générant plusicurs
exemplaires d'ARNm pour hsp68. Par la suite, chacun de ces messagers sera traduit
plusieurs fois en protéine. Finalement, chacune de ces protéines pourra avoir une action
de chaperonine et ce a plusieurs reprise. Ainsi, le signal unique au niveau de la
transcription sera amplifié un trés grand nombre de fois pour avoir une réponse cellulaire
trés importante. La régulation transcriptionnelle comporte aussi des désavantages, comme
par exemple la lenteur du temps de réponse. En effet, la modulation transcriptionnelle
d'un géne pourra prendre jusqu'a 20 minutes avant de modifier sensiblement la quantité

du produit du gene.

Des déreglements de la transcription peuvent avoir des conséquences dramatiques.
D'ailleurs, plusieurs maladies en sont la conséquence. Par exemples, certains cancers
résultent d'une surexpression d'un proto-oncogene, certains types d'hémophilie sont
induits par une sous-expression de facteurs de coagulationet des thalassémies sont causées
par une diminution de la transcription d'un géne de globine. L'étude des mécanismes
impliqués dans la régulation transcriptionnelle, autant dans les situations "normales” que
dans les maladies, permettra d'atteindre une meilleure compréhension de cet important

processus cellulaire.



1.2 La structure de la chromatine et l'expression des génes

La transcription & l'intérieur du noyau ne s'effectue pas aussi simplement que dans
un essai in vitro. En effet, ' ADN y est assemblé en complexe avec des protéines, puis
enroulé et compacté. La machinerie transcriptionnelle doit composer avec cette réalité et la

structure de la chromatine aura une influence importante sur I'expression des genes.

1.2.1 Le nucléosome

La chromatine de tous les eucaryotes apparait comme une masse de petites particules
compactes: les nucléosomes. Au coeur de ce complexe se trouve un bloc d'histones
formant un octameére constitué de deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4 (8).
L'ADN nucléaire se love sur ce complexe: 146 pb font environ deux tours autour de
chaque bloc d'histones. Ensuite, une courte région d'ADN libre (~60 pb) sert de lien
entre un nucléosome et le suivant; on retrouve donc un nucléosome toute les 200 pb
environ. La longueur de ce lien peut varier d'un type cellulaire a l'autre. L'histone H1
peut venir se lier sur ce complexe pour stabiliser des structures supérieures. Le nucléo-
some ressemble alors & une bille d'environ 6 nm par 1 nm constitué a parts presque égales
d'ADN et d'histones (250-300 kDa au total). L'ADN assemblé en nucléosome est
environ 6 fois plus compacté que I'ADN nu et linéaire. L'ADN est toujours accessible
aux facteurs transcriptionnels et & la machinerie transcriptionnelle puisqu'il est en
périphérie du nucléosome. Toutefois, il est plus encombré et cela se refléte par exemple
sur le patron de digestion aux nucléases: I'ADN lié a la particule centrale n'est
pratiquement pas coupé par ces enzymes. De plus, le nucléosome pose un probléme
stérique A la transcription puisque 'ADN polymérase est de taille comparable a un
nucléosome. 11y a donc possibilité de transcription malgré les nucléosomes mais dans des

conditions plus difficiles (9,10).

Les histones de la particule centrale sont des protéines trés fortement conservées
chez toutes les especes eucaryotes, ce qui suggere que leur fonction est également trés

similaire. L'histone H1 montre une plus grande variabilité, elle est méme absente chez les



levures (2). On retrouve aussi d'autres protéines que les histones dans la chromatine mais
elles sont beaucoup plus rares. Il est possible que ces protéines soient impliquées dans les

repliements supérieurs de la chromatine (2).

1.2.2 Les fibres de 10 nm et de 30 nm

Dans certaines conditions, 1'observation de la chromatine au microscope électro-
nique démontre un fil perlée d'environ 10 nm de diamétre (11,12). Ce qui ressemble a un
fil est en fait ' ADN faisant le lien entre les nucléosomes, eux-mémes apparaissant comme
les perles. L'histone H1 n'est pas requise pour obtenir cette fibre de 10 nm. En
augmentant la force ionique et en présence de I'histone H1, on peut obtenir une fibre
d'environ 30 nm de diamétre (13). Cette structure est formée a partir de la fibre de 10 nm
qui s'enroule de fagon & former une hélice solénoide de nucléosomes. Environ 6
nucléosomes composent chaque tour de 1'hélice. Le facteur de compaction de 'ADN
passe alors & ~40 (si on déroulait ' ADN d'une fibre de 30 nm d'une longueur donnée,

on obtiendrait une hélice d'ADN 40 fois plus longue).

1.2.3 Repliements supérieurs

Le degré de compaction de I'ADN dans le noyau est estimée a plusieurs centaines ou
méme quelques milliers de fois. Il faut donc que des repliements supérieurs viennent
s'ajouter aux fibres de base. Plusieurs auteurs décrivent des structures ressemblant a des

super-billes qui pourraient étre formé par un enroulement de fibre de 30 nm (14,15).

Il faut toutefois faire attention et ne pas prendre ces modeles pour des
représentations fideles de la réalité. En effet, les fibres de 10 nm et de 30 nm sont obtenus
in vitro et pourraient étre des artefacts de préparation. D'autres études montrent des
structures passant d'un agencement en zigzag ouvert a un zigzag fermé et finalement a une
structure hélicoidale & mesure que la force ionique augmente (16,17). Plusieurs modeles
ont été proposés pour chercher une structure organisée mais une analyse poussée des
images générées avec de la chromatine in vivo indique qu'il n'y a pas de preuves solides
pour une structure organisée, hélicoidale ou autre. Un des modeles les plus probables

suggere que la taille du lien d'ADN influence la rotation du nucléosome par rapport au



précédent (18). In vivo, cette taille n'est pas stable, ce qui fait qu'aucune structure unifice
n'est obtenue. Au mieux obtient-on de courtes régions hélicoidales ouvertes tournant &
droite, d'autres tournant & gauche et des régions plus irrégulieres. Le degré de compaction
dans cette fibre irréguliere n'atteindra probablement pas 40 puisque le repliement n'est pas
aussi parfait que dans la fibre de 30 nm. Toutefois, il devrait étre bien supérieur a celui de
la fibre de 10 nm. Une compaction axiale de cette fibre résulterait en une structure en
accordéon irrégulier qui pourrait ressembler aux fameuses super-billes. La compaction de
I'ADN pourrait alors monter & plusieurs centaines de fois. Peu importe le modele, la
structure supérieure réelle de la chromatine est loin d'étre résolue. Toutefois, il faut bien
comprendre que les repliements supérieurs induisent une forte compaction de ' ADN qui

réduit son accessibilité.

Le degré de compaction n'est pas identique pour tout le génome. En observant la
chromatine in vivo, deux états distincts peuvent étre décrits (2): 1'euchromatine et
I'hétérochromatine. L'euchromatine est plus relachée et est dispersée dans la plus
grande partie du noyau. On estime que le degré de repliement de I'ADN y est prés de
1000. Par contre, 'hétérochromatine est trés dense, et présente des similarités avec
I'ADN de chromosome en métaphase. Cette structure se retrouve en petits agrégats pres
de 1a membrane nucléaire et du nucléole. L'ADN y est prés de 10 000 fois plus compacté
que sous sa forme linéaire. Entre ces classifications grossiéres, la chromatine peut adopter
une multitude de structures intermédiaires. En traitant des noyaux avec de l'uracile triti€e,
l'incorporation du ribonucléotide radioactif, qui indique la transcription, se fait
principalement dans l'euchromatine. L'euchromatine comprend donc les séquences
transcrites alors que I'hétérochromatine est formée de séquences non-transcrites, de
séquences répétées et, dans les cellules femelles, du chromosome X inactivé.
L'euchromatine est donc plus active et elle est répliquée tot dans le cycle cellulaire tandis

que I'hétérochromatine est plus inerte et est répliquée tardivement.



1.2.4 Compaction de 'ADN et expression

Dans certaines conditions, un plasmide assemblé sous forme de nucléosomes est
moins bien transcrit in vitro qu'un plasmide libre (19-21). Cela peut s'expliquer par la
disponibilité de I' ADN aux facteurs de la machinerie transcriptionnelle qui est réduite en
présence des histones. L'ajout de certains facteurs de transcription avant les histones
permet la transcription (22). Ces facteurs pourraient donc lier 'ADN et prévenir
l'assemblage de nucléosomes sur cette région, permettant I'expression. D'autres facteurs
ont la capacité de déplacer les nucléosomes déja assemblés. Il est donc évident que la
transcription peut avoir lieu malgré les histones, toutefois ces observations illustrent
comment la compaction de 'ADN peut interférer avec la transcription. A l'intérieur de
I'hétérochromatine, 'ADN est beaucoup plus compacté quun plasmide simplement
recouvert de nucléosome. La structure de la chromatine a donc le potentiel de nuire
fortement a la transcription. Les genes se retrouvant sous une forme de chromatine plus
compacte seront de toute évidence plus difficilement accessibles a la machinerie

transcriptionnelle et ne pourront donc étre transcrits aussi facilement.

Puisque la structure de la chromatine influence 'expression, il est utile de pouvoir la
caractériser expérimentalement. On peut estimer le degré de compaction de la chromatine
en testant la disponibilité de 'ADN nucléaire a une digestion enzymatique. Au cours de
cette expérience, des noyaux ou des cellules sont directement traités & I'ADNase I ou
d'autres nucléases. Les séquences fortement compactés dans la chromatine seront plus
difficile d'accés et donc plus résistantes a la digestion enzymatique. Par contre, les
séquences comprises dans la chromatine plus reldchée seront plus rapidement digérées.
En estimant la quantité de nucléases ou le temps requis pour faire disparaitre un fragment
spécifique, nous pouvons donc évaluer la densité relative de la chromatine a ce locus.
Cette technique mesure la sensibilité générale aux nucléases et elle permet de comparer
le degré de compaction de régions de quelques kb (23). Il'y a autant de nucléosomes dans
les régions de chromatine & sensibilité générale que dans les régions plus compactées. La

sensibilité générale n'est donc pas causée par la perte de nucléosomes, mais plutot par le



déroulement des structures de repliements supérieurs ou alors par des contacts moins
serrés entre 'ADN et les histones. Par exemple, des modifications sur les histones (voir
1.3.5) pourraient induire de légers changements de conformation du nucléosome pour que
I'ADN soit plus exposé (24). Une autre possibilité est que I'histone H1 se dissocie de la
chromatine a haute sensibilité générale, favorisant un déroulement des structure

supérieures (25).

L'étude de plusieurs loci a démontré qu'une sensibilité générale €levée €tait toujours
associée avec les régions transcrites. Par exemple, chez le saumon, I'administration de
17-B-estradiol induit la production de vitellogénine (26). Le traitement augmente la
sensibilité générale au locus de la vitellogénine uniquement dans le foie qui est le seul tissu
exprimant ce géne. On peut aussi noter I'augmentation de la sensibilité générale du locus
de B-globine qui accompagne le début de I'expression de ce gene lors de la différenciation
des cellules MEL (27). De plus, au cours de la différenciation ou de 1'induction de genes,
le relachement de la chromatine précéde I'expression de ces génes (28). La sensibilité
générale d'un locus, ou la faible densité de compaction de la chromatine, semble donc

requise, quoique insuffisante, pour la transcription.

1.2.5 Disposition en phase des nucléosomes

Les octaméres d'histones pourraient lier préférentiellement certaines séquences
d'ADN. La disposition des nucléosomes & un locus donné n'est donc pas totalement aléa-
toire et certains nucléosomes peuvent se retrouver en phase dans toutes les cellules (23).
Le phénoméne pourrait s'expliquer par la propriété que possedent certaines séquences
d'ADN de s'enrouler (DNA bending) et donc de se retrouver préférentiellement au méme
endroit sur l'octamére d'histone: 13 ou il adopte une structure thermodynamiquement
favorable. Ce biais n'est toutefois pas trés important et 1a disposition des nucléosomes est
relativement aléatoire sur la plupart des loci. Toutefois, certains loci démontrent des
nucléosomes parfaitement en phase in vivo avec une grande précision. Ce phénomene
pourrait s’expliquer par la liaison de facteurs de transcription a des séquences spécifiques

qui induisent une disposition précise du nucléosome a proximité. Ce nucléosome se



retrouvera donc i une position similaire dans toutes les cellules et les nucléosomes
suivants seront alignés sur le premier. On trouvera donc, sur une région de quelques
centaines ou milliers de paires de bases, une position des nucléosome non aléatoire.
L'absence de nucléosome sur une séquence donnée (site hypersensible, voir 1.3.1)
pourrait aussi favoriser une localisation précise du nucléosome adjacent et induire une

disposition en phase des nucléosomes suivants.

La liaison en phase des nucléosomes a été caractérisé avec le systtme PHO chez la
levure (29a). PHO4 est un facteur de transcription qui répond & un manque de phosphate
en induisant la transcription du géne PHOS5. En présence de phosphate, il y a alignement
précis de 4 nucléosomes sur le promoteur de PHOS et liaison de PHO4 a un site entre
deux nucléosomes. Puisque les nucléosomes sont en phase, la digestion de la chromatine
par des nucléases donnera alors un patron de digestion trés précis. Le retrait du phosphate
du milieu de culture active la protéine PHO4 qui induit alors la transcription du géne
PHOS5. Le patron de digestion est alors perdu, indiquant que I'organisation des
nucléosomes est alors changée. Un autre exemple peut &tre donné au locus de l'albumine,
oll un enhancer distal est recouvert de nucléosomes en phase dans le foie, le tissu oll
l'enhancer est actif, mais non dans les autres tissus (29b). La régulation de la
transcription est donc liée & l'organisation de la chromatine. Il existe des exemples de
changements dans la structure de la chromatine en relation avec la transcription dans le
développement, dans la spécificité tissulaire, dans la différenciation et dans I'induction

génique.

1.2.6 Domaines structuraux de chromatine

L'extraction des protéines solubles, incluant les histones, de chromosomes en méta-
phase révéle de grandes boucles d'ADN reliées au squelette protéique des chromosome
('échafaud) selon un intervalle d'environ 30 a 200 kb. (30) De la méme fagon, 'ADN en
interphase est joint aux protéines de la matrice nucléaire - une structure protéique reliée a la
membrane nucléaire interne en interphase - selon des boucles similaires. Chacune de ces

boucles constitue un domaine structurel. Une théorie couramment rencontrée est que
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chacune de ces boucles constitue une unité transcriptionnelle régulée indépendamment des
autres. Cette théorie expliquerait comment les enhancers stimulent leur géne cible, parfois
localisés plusieurs dizaines de kb de distance, ct non les génes des loci a proximité (voir

MARs 1.3.2).

1.2.7 Transgénése et effets de position

L'influence de la structure de la chromatine sur I'expression des génes est révélée
par la transgénése. Cette technique consiste a introduire un fragment d'ADN, le
transgéne, dans un noyau de zygote (31a). Dans certains cas, ' ADN sera intégré dans le
génome de la cellule hote. L'insertion se fait au hasard dans le génome et un trés grand
nombre de sites d'intégration différents peuvent &tre obtenus. Lorsque le zygote est
réimplanté dans une mére porteuse, le développement reprend normalement pour former
un animal transgénique pouvant transmettre le transgéne a ses descendants. Les
drosophiles transgéniques sont réguli¢rement utilisées, entre autres avec le géne white
dont 1'expression est aisément détectable par la couleur des yeux de l'insecte (31b). Les
souris transgéniques constituent un autre modéle courant. Dans la majorité des cas, plus
d'une copie du transgéne sera intégrée. La plupart du temps, les différentes copies sont
intégrées au méme locus et sont disposées les unes a la suite des autres, téte contre queue.
1l peut arriver que l'intégration surviennent aprés la premiére division cellulaire. Si tel est
le cas, la souris fondatrice sera mosaique, c'est-a-dire que seulement une fraction de ses
cellules portent le transgéne. Aprés accouplement de la souris fondatrice, il est possible
d'obtenir des animaux normalement transgéniques si la gamete a l'origine de la F1 porte le
transgéne qui sera alors transmis & toutes les cellules de l'organisme. L'expression de la
plupart des transgénes varie beaucoup d'une lignée de souris transgénique a l'autre. Ce
phénomene, appelé effets de position, serait causé par l'influence de la structure de la
chromatine au site d'intégration qui pourrait réduire et quelquefois stimuler la transcription
du transgéne (32). Puisqu'un trés grand nombre de sites d'intégration différents sont
possibles, la structure de la chromatine sera diversifiée d'une insertion a l'autre et son effet

sur la transcription sera donc variable. L'étude de l'expression de transgénes constitue
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donc un test fonctionnel pour déterminer l'effet de la structure de la chromatine sur

l'activité transcriptionnelle.

1.2.8 Variégation de 1'expression

Chez la drosophile et la levure, certaines translocations placent des genes pres d'une
région d'hétérochromatine (comme le centromere ou les télomeres), alors que ces genes
sont normalement dans des régions d'euchromatine. Dans certains cas, une partie des
cellules vont perdre l'expression du géne en question alors que les autres cellules
conserveront une expression normale (a des niveaux similaires a ceux du locus normal
avant la translocation). Ce phénomene est dii & une propagation de compaction de I' ADN
dans la région du transgéne a une vitesse variable d'une cellule a l'autre (33,34). Des que
le géne se trouve sous forme d'hétérochromatine il devient silencieux. Puisque
I'inactivation ne se fait pas au méme moment dans toutes les cellules, il y aura expression
hétérocellulaire ou variégation de I'expression. Plusieurs mutations peuvent stimuler ou
empécher la variégation (35). Certaines de ces mutations sont localisées directement dans
des génes d'histone (36) et d'autres mutations impliquent des protéines qui pourraient
jouer un r6le dans le repliement de la chromatine ou l'acétylation des histones (37). Le
lien entre la structure de la chromatine et la variégation semble donc &tre réel. La définition
fonctionnelle stricte de la variégation est une expression hétérocellulaire bimodale avec des
niveaux de transcription soit nuls dans les cellules silencieuses, soit équivalents
(maximales) dans les cellules qui expriment. Par exemple, on peut faire un rapprochement
avec un interrupteur qui peut permettre des nivaux selon une distribution bimodale: un
niveau fixe ou alors pas d'expression du tout. Lorsque le géne white est soumis a de la
variégation, on notera un oeil composé de cellules rouges et de cellules blanches 2 Ia fois
mais non de couleurs intermédiaires (38a). Par opposition, en absence de variégation, les
effets de position sur le géne white produiront une coloration uniforme de I'oeil selon un

gradien entre le blanc (faible expression) et le rouge (forte expression) (38b).

Chez les mammiféres, seulement quelques articles rapportent I'observation de

phénomenes s’apparentant  la variégation de 'expression. Dans le cas du transgéne de la
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B-lactoglobuline, dont l'expression dans les glandes mammaires révélée par hybridation in
situ & I' ARNm démontrait quelques cellules n'exprimant pas le transgene (39). Il n'était
toutefois pas clair si les niveaux d'expression dans les cellules positives étaient équivalents
(distribution bimodale ou polymodale). D'autres études utilisent la cytométrie de flux, qui
permet de séparer les cellules selon l'intensité d'un signal d'immunofluorescence. Des
effets de position de transgénes CD2 peuvent par exemple révéler I'existence d'une
population de cellules exprimant le transgéne et d'une population silencieuse (40).
Toutefois, cette technique se fait dans des conditions ot le substrat, soit 'anticorps, est
limitant. La mesure de la quantité d'antigéne par cellule est donc biaisée, puisqu'au dela
d'une certaine limite, il n'y aura pas suffisamment d'anticorps pour détecter la différence.
De plus, ces appareils requieérent plusieurs réglages, comme par exemple une limite
inférieure de détection. La présence d'un pic de cellules en apparence silencieuses pourrait
donc étre due a une faible expression, en dec¢a de la limite de détection. Enfin, un autre
type d'expériences implique l'utilisation de transgenes lacZ dont I'expression peut €tre
détectée dans des cellules individuelles par un test enzymatique sur une coupe histologique
ou des cellules en suspension (41). Ces tests révelent parfois une coloration dans
seulement quelques cellules de la population totale, comme dans le cas d'un transgéne

{-globine-lacZ. Tl est donc possible qu'il y ait variégation pour plusieurs transgenes.

Walters et ses collaborateurs ont développé un modele dérivé de la variégation de
l'expression (42). En transfectant un geéne avec ou sans enhancer, ils ont noté€ que
l'enhancer n'augmentait pas les niveaux d'expression par cellule mais plutot la quantité de
cellules qui expriment. Leur interprétation de ces résultats était que les enhancers ne
stimulent pas le taux de transcription, c'est-a-dire la densité d'ARN polymérase sur le
géne, mais plutdt la probabilité qu'il y ait expression. Ce modéle binaire suggére que le
niveau d'expression serait fixe, peu importe la position ou les éléments de régulation
présents dans le transgéne. Les enhancers ne pourraient pas influencer ce niveau mais
pourraient par contre favoriser la formation d'une matrice de transcription active,
influencant cet "interrupteur” pour favoriser la position "allumé". Toutefois, ces auteurs

se basent sur des techniques qui biaisent leurs résultats. La sélection pour la résistance a
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des drogues conférée l'intégration du plasmide rejette toutes les clones ou l'expression
serait faible en raison de la structure de la chromatine au site d'insertion. Donc, seuls les
quelques clones ol I'expression est élevée seront sélectionnés. Si I'expression est plus ou
moins distribuée selon un gradient d'intensité, alors il y aura toujours quelques clones qui
atteindront ces niveaux. Avec la présence d'enhancer, I'expression moyenne sera plus

élevée et plus de clones seront sélectionnés. Le modéle binaire pourrait donc étre erroné.

1.3 Eléments de régulation de la chromatine

1.3.1 Sites hypersensibles

Parfois, de trés courtes séquences (quelques centaines de bases) sont hypersensibles
3 la digestion de la chromatine par 'ADNase I, c'est-a-dire qu'elles seront coupées
beaucoup plus rapidement que les régions de sensibilité générale. L'apparition de ces
sites hypersensibles (43) est régulée au cours du développement, dans chaque type
cellulaire et selon l'induction des génes. Plusieurs sites hypersensibles sont associés a la
transcription de génes 2 proximité. Par exemple, le site hypersensibles situé dans
I'enhancer & 3 kb en 5' du géne CD34, un marqueur des cellules précurseur
hématopoiétique, n'est présent que dans ce type cellulaire et disparait des que la cellule
s'engage dans une voie de différenciation (44). De facon similaire, I'induction de
'hormone glycoprotéine par I'AMPc provoque l'apparition d'un site hypersensible au
locus codant pour cette protéine (45). Dans plusieurs cas, la liaison de facteurs de
transcription 2 ' ADN induit les sites hypersensibles. Pour recréer in vitro un site hyper-
sensible du locus de B-globine de poulet sur un plasmide, il faut ajouter un extrait
protéique de globules rouges avant les histones (2). Si I'extrait est ajouté aprés les
histone, aucun site hypersensible n'apparait, suggérant que les protéines de ’extrait
doivent lier ' ADN pour créer le site. Des expériences in vivo ont aussi été faite sur des
souris transgéniques et des cellules en culture. Par exemple, la liaison des facteurs NF-E2
et GATA-1 au site hypersensible HSS4 du locus de B-globine humain est requise pour
I'hypersensibilité (46,47). Le patron de digestion suggére qu'un nucléosome a été déplacé

par la liaison de ces facteurs. Il est d'ailleurs généralement admis que la plupart des sites
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hypersensibles sont dépourvus de nucléosomes. Par exemple, dans le minichromosome
de SV40, il y a un site hypersensible et on peut directement voir en microscopie €lectro-
nique que cette région est libre de nucléosome (48). L'étude des sites hypersensibles a
démontrée que la plupart d'entre eux sont associés avec des régions régulatrices comme
des promoteurs, des enhancers, des origines de réplication ou des régions de contrble de

locus (LCR) (43).

1.3.2 Régions d'attachement a la matrice (MARS)

Des régions d'attachements a la matrice (MARs) ou a I'échafaud (SARs) peuvent
étre caractérisées biochimiquement in vitro comme étant des séquences d'’ADN liant les
protéines de ces structures (voir 1.2.6) (30). Il est aussi possible d'isoler les s€quences
liées & la matrice in vivo. Les séquences pouvant lier la matrice selon ces deux techniques
seront considérées comme MARs. Plusieurs MARSs sont a la fois des SARs, il est donc
possible qu'il s'agisse des mémes éléments. Pourtant, la matrice et I'échafaud sont des
structures trés différentes. Elles ont toutefois quelques caractéristiques en commun,
comme leur richesse en topoisomérase II. Il n'y a pas de séquence consensus pour les
MARs, mais on y retrouve souvent des séquences riches en A/T, des palindromes, des
éléments de déroulement de 1'ADN, des origines de réplication, de I' ADN courbe et des
sites hypersensibles. Plusieurs protéines lient les MARs comme SAT1B, CDP/Cux et
hnRNP-U mais elles sont encore peu caractérisées. La fonction biologique réelle des
MARs reste a élucider. Dans plusieurs cas ces éléments aident a I'expression des
transgénes, suggérant qu'ils jouent un rdle dans la régulation de la transcription. Souvent,
les MARs contribuent & la stimulation d'enhancers indépendants sans toutefois avoir
d'activité de stimulation par elles-mémes. C'est le cas du MAR et de 'enhancer du gene
de la chaine lourde de l'immunoglobine | qui doivent entrer en synergie pour stimuler le
géne (49). Les MARs du géne de la kératine 18 peuvent prévenir les effets de position,
probablement en empéchant la propagation d'hétérochromatine (50). Toutefois, il faut
faire attention en interprétant ces résultats puisque d'autres éléments peuvent avoir cette
activité. Par exemple, Stief et al. ont publié que les MARs du lysozyme de poulet pouvait

protéger le géne des effets de position (51). Toutefois, leur construction incluait une
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région de contrdle de locus (LCR) (52) (voir 1.3.7) qui a aussi cette activité. Plusieurs
autres MAR n'ont pas vraiment d'activité. Par exemple, les MARs de KIT ne protege pas
contre les effets de position (53). Les MARs pourraient donc étre des frontieres

structurelles dont l'effet réel sur la transcription est encore mal compris.

1.3.3 Méthylation de 'ADN

Dans les génomes de vertébrés, entre 2 et 7% des cytosines sont méthylées (54).
L'étude de la méthylation de I'ADN démontre qu'elle se retrouve presque toujours
dans des dinucléotides 5'-CG-3'. Ce biais ne semble pas une coincidence puisque 50 a
90% des CG sont méthylés (55). Or, la fréquences du dinucléotide CG dans le génome
est cinq fois plus petite que celle prévue par une distribution au hasard des nucléotides et
ces CG sont largement localisés en 5' de génes (56). Il est envisageable que la
méthylation des flots CG régule la transcription de ces génes. Cette hypothese a pu €tre
vérifiée expérimentalement: 1) Le traitement de I'ADN nucléaire avec la nucléase
micrococcale reliche premiérement de I'ADN hypométhylé (2). Conséquemment, les
région les plus accessibles (2 haute sensibilité générale) et donc transcrites sont enrichies
en ADN hypométhylé. 2) Des études de transfection ont démontré que la méthylation
pouvait inhiber l'expression d'adénovirus 12 (57). Apres transfection avec de I'ADN
viral, seules quelques cellules exprimaient les genes viraux. Il a pu étre montré que
'ADN viral était hypométhylé dans les cellules qui exprimaient et hyperméthylé dans les
autres. De plus, la transfection d'ADN méthylé in vitro résultait toujours en une absence
d'expression. 3) L'induction de la déméthylation par diverses techniques (traitement au
5-azacytidine qui remplace les cytidine dans 'ADN mais ne peut pas étre méthylé, des
anti-sens qui inactivent I'ADN méthyl transférase (58) ou encore la transfection de
v-Ha-Ras qui induit une cascade qui inactive le méme enzyme (59)) provoque l'expression
de plusieurs génes qui étaient auparavant silencieux, comme par exemple MyoD (60) ou
C21 (58). Ces changements peuvent provoquer plusieurs modifications cellulaires comme

la différenciation ou la transformation.
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Il est possible de mesurer la méthylation de 'ADN a un locus précis par le patron de
digestion d'enzymes de restriction sensibles & la méthylation. Il a ét€ noté que les génes
exprimés sont hypométhylés par rapport a des séquences silencieuses. Par exemple,
I'ADN du géne ovalbumine est méthylé dans les tissus n'exprimant pas le géne et
hypométhylé dans l'oviducte (61). D'ailleurs, I'hétérochromatine, incluant les télomeres,
les centroméres, les s€quences répétitives et le chromosome X inactivé, est plus riche en
séquences méthylées (2). De facon générale, on note une hyperméthylation accompagnant
l'inactivation d'un géne, mais il n'est pas clair si la méthylation induit l'inactivation ou si

elle se produit par la suite.

La répression de la transcription par la méthylation de ' ADN pourrait se faire par au
moins deux mécanismes. Premiérement, l'interaction entre plusieurs facteurs de trans-
cription et leur site de liaison sur 'ADN est inhibée par la méthylation du site. C'est par
exemple vrai pour CREB (62) et le facteur de transcription major late d'anénovirus (2).
Ce n'est toutefois pas toujours le cas: Spl peut lier son site qu'il y ait méthylation ou non.
Le deuxiéme mécanismes fait intervenir des protéines spécialisées: MeCP1 et MeCP2

(63). Ces protéines peuvent lier les CG méthylés et, de ce fait, inhibent la transcription.

La méthylation de I'ADN est aussi utilisée comme marqueur d'allele lors de
I'empreinte génétique parentale de certains génes (64). Dans ces rares cas, la méthylation
est parfois présente sur l'allele exprimée, parfois sur I'alléle silencieuse et elle peut méme
varier d'une région du géne 4 l'autre. La régulation de la méthylation est donc une fagon

pour la cellule de réguler I'expression génique.

1.3.4 ['acétylation des histones

A lintérieur de la chromatine, les histones sont elles aussi affectées par des
modifications covalentes. Pour I'histone H1, responsable de 1'enroulement de la fibre de
10 nm en structure plus complexe, il y a phosphorylation juste avant la mitose et
déphosphorylation juste apres (65). I est possible que cette modification induise en partie
la condensation des chromosomes. Pour les autres histones, les modifications se

produisent principalement sur des résidus lysine, normalement chargés positivement.
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Apres méthylation ou acétylation des histones, la charge négative de ces résidus est
perdue (66). Ces modifications ont donc pour conséquence de réduire la basicité des
histones ce qui provoque des changements d'interaction avec ['ADN, fortement acide.
Ces changements pourraient diminuer la densité de la compaction en formant des contacts
moins étroits entre les nucléosomes et ' ADN ou en changeant la capacité d'enroulement et
de pliage (bending) de I'ADN (67). Il est aussi possible que les groupements acétyls
nuisent 2 la liaison de 1'histone H1 ou d'autres protéines non-histones, interférant ainsi
avec le repliement supérieur de la chromatine. In vitro, I'histone HI ne peut induire la
condensation de la chromatine si les histones sont acétylés. L'acétylation des histones
favorise aussi la liaison de certains facteurs de transcription comme par exemple Gal4 (63)

et TE(IIDA (69), ce qui pourrait directement stimuler la transcription.

De fagon générale, on note que 'acétylation des histones est basse dans I'hétéro-
chromatine (70). Il est aussi possible de tester 'acétylation des histones a des loci
particuliers en immunoprécipitant spécifiquement les histones acétyl€es et en vérifiant si
I'ADN du locus d'intérét est enrichi dans le précipité par rapport au surnageant. Avec
cette technique, on note que les histones recouvrant les séquences transcrites, comme celle
du locus de B-globine dans les érythrocytes d'embryons de poulet, sont davantage
acétylées (71). D'ailleurs, plusieurs protéines impliquées dans la transcription portent une
activité d'acétylation des histones. Par exemple, TAF(II)230/250, des composantes de la
machinerie basale de transcription et Gen5Sp, p300/CBP et P/CAF, des co-activateurs
interagissant avec des facteurs de transcription a domaine d'activation acide comme CREB
ont toutes une activité acétyl transférase (72). L'acétylation des histones pourrait donc
directement aider a la transcription en ouvrant la chromatine et en rendant I'ADN plus

disponible.
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1.3.5 Systémes de régulation de la structure de la chromatine

1.3.5.1 Répression de la transcription par inactivation de la chromatine

Plusieurs éléments d'ADN semblent pouvoir affecter en cis la chromatine environ-
nante. Chez la levure, des transgenes intégrés pres des télomeres sont souvent silencieux
et cet effet diminue avec la distance (73). Le phénomene est probablement df a la
formation d'hétérochromatine se propageant a partir des télomeres. Une protéine, Raplp,
lie spécifiquement des séquences répétées des télomeres. Par la suite, les protéines Sir3p
et Sir4p interagissent avec Raplp et aussi avec les histones H3 et H4 (74,75). Il s'en suit
une polymérisation de protéines Sir3p et Sirdp sur les nucléosomes qui se propage le long
de la chromatine. Des mutations dans la région des histones impliquées dans l'interaction
avec les protéines SIR inhibent l'inactivation du locus. La modification des histones par
acétylation pourrait empécher l'interaction avec les protéines Sirp et la formation
d'hétérochromatine. La chromatine ainsi prise au pi¢ge ne peut étre transcrite et elle
devient extrémement résistante aux sondes moléculaires comme les nucléases. Le méme
phénomeéne se produit prés du locus d'accouplement chez la levure qui doit étre maintenu
silencieux. En plus d'autres facteurs, Raplp, Sir3p et Sirdp sont également impliqués
dans I'inactivation de ce locus par polymérisation sur la chromatine. Un autre systeme est
l'inactivation du chromosome X qui débute au locus "centre d'inactivation du
chromosome X" (XIC) et se propage le long de la chromatine (76). Le processus débute
lorsque le XIC est transcrit et que le messager produit, Xist, vient se loger sur le locus. A
partir de ces exemples, un modeéle générale d'inactivation peut étre proposé. Il faut un
événement déclencheur comme la liaison d'une protéine ou d'un ARN a un site précis.
Ensuite, A partir de cet élément, 'hétérochromatine pourra se former et elle se propagera le

long de 'ADN. Son effet sera atténué & mesure que I'on s'éloigne du site déclencheur.

Chez la drosophile, un autre phénoméne survient lors de l'inactivation de certains
homéogénes par les protéines du groupe Polycomb (Pc-G) (77). Les loci concernés
contiennent plusieurs séquences, encore mal caractérisées, appelées éléments de réponse

aux Pc-G (PREs). Un modele suggére que les protéines Pc-G lient ces PREs et forment



19

entre elles un complexe. Il en résulte des petites boucles d'ADN séquestré, formant une

chromatine inactivée, quoique moins dense que le cas de la polymérisation aux télomeres.

1.3.5.2 Stimulation de la transcription par activation de la chromatine

Certains systemes comportent des facteurs protéiques qui influencent la structure de
la chromatine de fagon a favoriser la transcription. Par exemple, le complexe SWI/SNF
induit une réorganisation active des nucléosomes dans les cellules HeLa. Chez la levure,
ce complexe est impliqué dans 1'expression de plusieurs génes et des mutations dans les
génes SWII, 2 ou 3 ont des effets pléiotropiques semblables a ceux de mutations dans
I'ARN polymérase II (78). SWI/SNF peut induire la liaison de facteurs de transcription a
I'ADN (79). Par exemple, GAL4 requiert SWI/SNF pour lier son site dans le promoteur
de GALI (80). Pour chacune de ces activités, I'hydrolyse d'ATP par une des sous-unités
du complexe est requise. L'énergie libérée par cette réaction serait utilisée pour déplacer
les nucléosomes et permettre la liaison de facteurs de transcription. A ce jour, comment

SWI/SNF est dirigé spécifiquement vers les loci qu'il active n'est pas résolu.

1.3.6 Isolateurs

D'autres séquences pourraient agir en isolateurs, n'affectant ni positivement ni
négativement la transcription comme le font les enhancers mais bloquant la propagation de
I'hétérochromatine. Chez la drosophile, les éléments transposables gypsy et les structures
de chromatine spécialisées (scs) du locus de Asp70 en sont des exemples (81). Placés de
chaque coté d'un transgene, ces deux éléments sont capables d'annuler les effets de
positions (82,83) et, insérés entre un enhancer et un géne rapporteur, ils inhibent
l'activation (82,84). Cette inhibition est polaire, c'est-a-dire qu'elle ne se produira pas si
l'enhancer et le géne sont placé du méme c6té par rapport a l'isolateur. L'activité de gypsy
provient de sites de liaisons pour le suppresseur d'hairywing (su(Hw)) (85) et elle requiert
la présence de la protéine su(Hw) et mod(mdg4). Le modele proposé est que la liaison de
la protéine su(Hw) sur ' ADN va ancrer cette séquence de telle sorte que la structure de la
chromatine d'un c6té de cette limite ne peut influencer 'ADN se trouvant de 'autre c6té.

Toutefois, si le géne codant pour mod(mdg4) est muté, alors 1'isolateur n'est plus polaire.
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Chez ce mutant, un site su(Hw) n'a pas besoin d'étre entre l'enhancer et le géne et peut
agir de lI'extérieur. Cette particularité met en doute l'interprétation que gypsy est un
isolateur et suggeére qu'il pourrait &tre un inhibiteur d'enhancer. En effet, puisqu'il peut y
avoir inhibition de l'extérieur, c'est que 1'enhancer est inactivé par su(Hw) et non qu'il est

dans un domaine de chromatine différent que le gene.

Les scs, quant a elles, sont localisées au locus de choc thermique 87A7 ou sont
disposés le gene hsp70 proximal, scs, gene Asp70 distal et scs' (86). On voit donc qu'un
des deux géne est entouré de séquences scs. Au coeur des scs, on retrouve une région
protégée contre les sondes moléculaires telle ' ADNase I et, de chaque c6té, des sites
hypersensibles (82). Le patron de digestion de ces sites est modifi€ suivant un choc
thermique, de méme que la structure de la chromatine de tout le locus. Les scs peuvent
isoler un géne white et le protéger des effets de position (82). Les scs sont liés par des
protéines BEAF-32 que l'on retrouve localisées aux jonctions entre des bandes sur des
chromosomes polyténe (24). Ces chromosomes, retrouvés dans les glandes salivaires de
drosophile, sont visibles en microscopie en raison de leur grande amplification par
réplication, de telle sorte qu'il est possible d'avoir plusieurs centaines de brin d'ADN
juxtaposés les uns aux autres (2). Des régions plus condensées forment des bandes
foncées visibles en microscopie optique, séparées par des régions plus relichées et plus
péles. Les protéines BEAF-32 pourraient donc étre impliquées dans des frontieres de

domaines de chromosome et dans des domaines transcriptionnel.

Chez I'humain, un site hypersensible constitutif (HSS5) se retrouve devant le locus
des globine du type . Dans une expérience de blocage d'enhancer, ce site agit comme un
isolateur (87). La séquence homologue chez le poulet, dupliquée plusieurs fois et disposé
de chaque c6té d'un géne rapporteur, est capable d'empécher les effets de position (88).
Des expériences plus détaillées permettront de déterminer si ce site constitue également une

barriére de locus.
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1.3.7 Les régions de contrdle de locus (LCRs)

Certaines séquences, appelées régions de controle de locus (LCRs), peuvent
prévenir les effets de positions, mais a la différence des isolateurs, une seule copie du
LCR est requise dans le transgéne. La définition fonctionnelle d'un LCR est une séquence
qui permet 1'expression d'un transgeéne lié en cis quelque soit le site d'intégration et ce de
facon proportionnelle au nombre de copies intégrées (9). Lorsqu'un LCR est introduit
dans un transgéne, chaque copie intégrée est transcrite a son plein potentiel quelque soit le
site d'intégration, l'expression devient donc indépendante de la position et proportionnelle
au nombre de copies. On suppose que les LCRs peuvent induire une ouverture de la
chromatine, permettant l'expression du transgéne malgré les effets de position. D'ailleurs,
plusieurs expériences démontrent que les LCR affectent la structure de la chromatine (voir

1.4.4). La plupart du temps, les LCRs sont constitués de sites hypersensibles.

Le premier LCR découvert et le mieux caractérisé a ce jour est le LCR du locus de
B.globine (89-91). Ce LCR sera décrit en détail a la section 1.4.4. Plusieurs autres LCR
ont été identifiés pour un grand nombre de génes encodants des protéines variées:
TCR-o, MHC classe I (B7) et classe II (Ea), adénosine déaminase, hormone de
croissance, tyrosinase, myosine, S1003, CD2, phosphoénol-pyruvate carboxy-kinase,
kératine 18, C/EBPP etc. (50,92-101). Les lymphomes de Burkitt sont causés par une
translocation qui place le proto-oncogene c-myc sous le contrdle du LCR de la chaine

Jourde d'immunoglobuline (102).

CD2 est un marqueur des lymphocyte T. Le géne CD2 s'étend du 15 kb et un
transgéne contenant le géne avec 5 kb de séquences flanquantes en 5' et 9 kb en 3' est
exprimé de fagon indépendante de la position (103). Des sites hypersensibles ont été
découverts en 5' et en 3' du géne et des analyses de délétion ont pu démontrer que les sites

1,5 kb en 3' du signal de polyadénylation constituent un LCR (104).

Le lysozyme de poulet est un enzyme antibactérien présent dans l'oviducte mature et

dans les cellules de la lignée myéloide (105). Le locus du géne encodant cette protéine est
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constituée d'une région a haute sensibilité a ' ADNase I dans les cellules exprimant le gene
(106). En amont du promoteur se trouvent au moins deux enhancers qui co-localisent
avec des sites hypersensibles et, dans le cas du distal, un MAR. Lors de la différenciation
des macrophages, la chromatine du locus est remodelée de telle sorte que les nucléosomes
deviennent en phase dans la région de l'enhancer proximal et sont repositionnés sur
I'enhancer distal alors qu'un site hypersensible apparait au promoteur. Des souris
transgéniques pour le locus de lysozyme entier expriment le transgene de fagon
indépendante de la position (107). Par contre, la délétion d'un seul des enhancers
provoquera des effets de position, bien que 1'expression soit toujours spécifique au bon
type cellulaire et régulée dans le développement. Les effets de position sont accompagnés
par une perte du réarrangement de la chromatine, générant une structure de la chromatine
hétérogene d'une lignée de souris a l'autre. L'ensemble de ces enhancers constitue donc

un LCR.

1.4 Les globines humaines du type

1.4.1 Description des globines du type B

Les globines sont des protéines spécifiques aux cellules érythroides qui lient un
groupement héme et s'assemblent en tétramere pour former I'némoglobine. Ce complexe
est responsable des transports gazeux dans le sang. Chaque tétramere est constitué de
deux sous-unités du type o et deux sous-unités du type 3. Chez I'humain, les globines de
type B sont e-globine, produite dans le sac vitellin embryonnaire, Ay-globine et
Gy-globine, toutes deux exprimées dans le foie foetal, et 6-globine (trés faiblement) et
B-globine, présentes dans la moelle osseuse adulte (108) (voir Figure 1). Dans la famille
des o-globines on retrouve {-globine chez l'embryon et a-globine chez 'adulte. Au
cours des derniéres années, la régulation transcriptionnelle des genes encodant ces
protéines et les mécanismes régulant les transitions d'une globine a l'autre ont constitué un

domaine de recherche intense (109).

Toutes les globines du type B se retrouvent au méme locus sur le chromosome 11

(110,111). La disposition des génes dans le locus est dans le méme ordre que leur
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expression dans le développement (5'-e-Ay-Gy-6-B-3'; voir Figure 2). Tous les génes sont
relativement petits (environ 4 kb) et ils sont tous compris dans une région de moins de 60
kb. De facon, similaire, les génes encodant les o-globines se retrouvent au méme locus

avec {-globine en 5' et deux genes a-globine en 3.

1.4.2 Les hémoglobinopathies

Plusieurs maladies génétiques sont associées avec des mutations dans le locus de
B-globine, principalement les thalassémies, la persistance héréditaire de I'némoglobine

foetale (PHHF) et I'anémie falciforme.

Les thalassémies sont causées par une réduction dans l'expression d'un ou de
plusieurs génes de globine (112). On parle d'a-thalassémies et de B-thalassémies selon
qu'il manque d'oi-globine ou de B-globine. Le phénotype peut €tre asymptomatique ou
trés sévere en fonction de la gravité de la réduction d'expression. Une importante
réduction d'un type de globine provoque un débalancement entre les chaines ol- et
B-globine. Les sous-unités surnuméraires qui ne sont pas associées en tétrameres vont
alors polymériser entre elles et la formation du précipité peut détruire la cellule, aggravant
davantage la maladie. Une foule de mutations causant des thalassémies ont €té
caractérisées. Les plus simples constituent en une délétion d'un géne de globine ou d'une
région du locus comprenant plusieurs génes. Parfois, ce sont des régions régulatrices qui
sont délétées plutdt que les génes. Dans certains cas, des translocations déplacent les
génes de globine en dehors du locus. Enfin, des mutations ponctuelles peuvent causer des
diminutions plus ou moins substantielles de globine fonctionnelles. Ces mutations
peuvent affecter des régions régulatrices dans les promoteurs ou les enhancers, des sites
d'épissages ou de polyadénylation ou encore causer des changements dans le cadre de

lecture (113).

Certaines PHHFs sont des B-thalassémies dont le phénotype est 1égérement amélioré
par l'expression des y-globines dans les stades adultes (114). Elles sont causées par la
délétions de larges fragment en aval des genes y-globine qui font disparaitre le géne

B-globine. D'autres PHHF sont causées par des mutations dans les promoteurs d'un des
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deux génes de y-globine. Dans ces cas, il y a toujours expression du géne B-globine,
donc pas de thalassémie majeures. L'anémie falciforme, quant a elle, est causée par une
mutations ponctuelle qui modifie un acide aminé de la chaine peptidique de B-globine.
Cette mutation provoque la polymérisation spontanée de la -globine dans le globule
rouge, et le polymére change la morphologie cellulaire qui prend une apparence de

faucille.

1.4.3 Svstémes utilisés pour étudier la régulation transcriptionnelle des globines

1.43.1 Lescellules MEL

Parmi les systémes utilisés pour étudier 1'expression des génes de globine, il y a les
lignées cellulaires MEL et K562 et les souris transgéniques. Les cellules MEL sont
dérivées de leucémies érythroides murines induites par le virus Friend et elles expriment
les globines de souris adultes B-minor et 3-major (voir 1.4.3.3) (115). Un traitement
chimique au diméthylsulfoxide (DMSO) ou au hexa-méthylene bi-acétamide (HMBA) peut
induire fortement I'expression de ces génes par un mécanisme de différenciation cellulaire.
Ces cellules sont considérées comme des précurseurs d'érythrocytes (CFU-Es) et

l'induction chimique lance une différenciation vers les pro-érythroblastes (voir Figure 3).

1.43.2 Les cellules K562

Les cellules K562, quant a elles, furent clonées 2 partir d'effusions pleurales d'un
patient humain atteint de leucémie myéloide chronique (116). On peut différencier
partiellement ces cellules vers la lignée mégakaryocytaire avec un traitement au
tétradécanoyl phorbol ester (117) ou vers la lignée érythroide avec l'agent cytosine
arabinoside (l'utilisation d'hémin peut aussi stimuler la production de globine sans
toutefois vraiment différencier les cellules), ce qui indique que ces cellules représentent un
précurseur précoce pluripotentiel (voir Figure 3). Les cellules K562 expriment les

globines embryonnaires et foetales (e- et y-globine).

1.43.3 Les souris transgéniques
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Le modele idéal pour étudier la régulation développementale des génes de globine est
la souris transgénique. En effet, l'utilisation de souris permet de recréer, dans un
méme systéme, les différents stades de développement. I est donc possible d'étudier la
régulation des niveaux de transcription mais aussi la régulation temporelle et tissulaire.
Chez la souris, les globines embryonnaires de type B sont ey, BhO et Bhl. Leur
expression, dans le sac vitellin, décline vers le 11e jour de développement intra utérin
(118) (voir Figure 2). Vers la méme période, les génes adultes B-minor et B-major
prennent Ia reléve dans le foie foetal, puis dans la moelle osseuse apres la naissance et
dans la vie adulte. Deux stades d'érythropoiese sont donc définis: stade embryon-
naire avant le 11e jour de développement et stade foetal-adulte aprés ce point limite.
Les érythrocytes du stade embryonnaires sont appelés primitifs et sont morphologi-

quement distinct des érythrocytes définitif du stade foetal-adulte (118).

Bien qu'il n'y ait pas de globine murine spécifiquement foetale, les geénes humains
foetaux introduits chez la souris se comportent comme les génes embryonnaires murins.
Ainsi, le sac vitellin ou le sang sera prélevé vers 10.5 jour de développement
embryonnaire seront source de tissus embryonnaires oil les globines humaines e-globine
et les y-globine seront exprimées (119,120). Pour étudier le stade foetal-adulte, le foie
et/ou le sang foetal entre le 13e et le 17¢ jour, ou encore le sang d'une souris adulte sont

les tissus qui exprimeront la B-globine humaine (120-122).

Les souris transgéniques constituent un bon modeéle pour étudier les effets de
position. En effet, l'insertion du transgéne se fait au stade de zygote, ou toute la
chromatine est condensée (31). Il ne devrait donc pas y avoir de sites d'insertion
privilégiés comme cela pourrait se produire dans des cellules en culture ol Ja chromatine
est plus variée. De plus, le transgéne sera soumis a tous les repliements et ouvertures qui
se produisent au cours du développement alors qu'un plasmide transfecté est nu lors de
son insertion et n'a pas été soumis a toutes les pressions qu'un transgéne aura a subir.
Dans le cas des érythrocytes, les effets de position devraient étre beaucoup plus importants
que dans d'autres types cellulaires. En effet, au cours de 1'érythropoitse, la chromatine se

condense fortement avant d'étre complétement inactivée lors de l'expulsion du noyau



26

(123). Donc, I'hétérochromatine devrait étre plus importante dans le développement de ce
type cellulaire. Enfin, I'obtention de souris transgéniques sans avoir recours a la sélection
avec un géne de résistance évite des biais favorisant les sites ol il y a expression du

transgéne comme cela pourrait se produire lors de transfection dans des cellules en culture.
1.4.4 Structure de la chromatine du locus de (3-globine

Dans les cellules exprimant les globines, il y a une grande régions ol la sensibilité
générale a I'ADNase I est élevée qui comprend tous les genes de globines du type [ et
plusieurs dizaines de kb de chaque c6té (124). Cette sensibilité est présente a tous les
stades de développement. En amont de chaque promoteur, on peut retrouver un site
hypersensible (125). La présence de ces sites est toutefois restreinte aux stades du
développement ol chacun des genes est exprimé. Par exemple, au stade foetal les sites
des génes embryonnaires disparaissent pour laisser leur place aux sites des génes foetaux
alors que ceux des genes adultes ne sont pas encore la. En amont du gene e-globine (a
une distance entre 20 et 5 kb) se trouvent quatre sites hypersensibles spécifiques aux
cellules érythroides (HSS1 a HSS4; voir Figure 2) (125,126). Ces sites sont stables dans
le développement et constituent le LCR (voir 1.4.4). Il y a aussi deux autres sites
hypersensibles qui ne sont quant a eux pas spécifiqﬁes aux érythrocytes. Le premier est
localisé devant le LCR (HSS5) et le second 20 kb aprés le géne de B-globine (HSS-3')
(127). Ensuite, les histones du locus sont fortement acétylées dans les cellules
érythroides. L'immunoprécipitation des histones acétylées enrichit fortement le culot en
ADN du locus (71). Le domaine d'acétylation correspond environ au domaine de

sensibilité générale.

1.4.5 Régulation transcriptionnelle locale des globines de type B

Le promoteur proximal du géne de B-globine contient trois motifs hautement
conservés: CACC, CAAT et TATA (voir Figure 4) (128). Ces motifs se retrouvent dans
tous les génes de globine et aussi dans plusieurs autres génes. Des mutations introduites
dans le promoteur proximal, seules celles modifiant ces éléments réduisent

significativement les niveaux d'expression en transfection cellulaire (129). Ces motifs
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sont donc importants pour obtenir de hauts niveaux de transcription. L'activité de ces
éléments n'est pas spécifique aux cellules érythroides car ils sont aussi fonctionnels dans
plusieurs autres types cellulaires (HeLa, 3T6) (130,131). Il existe des mutations
naturelles chez I'humain affectant le motif CACC et TATA et ces mutations provoquent
des B-thalassémies légeres chez les patients (113,132). Si ces mutations sont réintroduites
dans des promoteurs dont I'activité est testée en transfection cellulaire, on note une baisse
d'expression environ équivalente a celle observée chez les patients. Encore une fois, cette
baisse se produit aussi dans des cellules non-érythroides. Bien que le promoteur puisse
diriger une faible expression en transfection cellulaire, son activité ne semble pas
suffisamment importante pour permettre la transcription chez les souris transgéniques. En
effet, un géne rapporteur dirigé par le promoteur de B-globine était complétement

silencieux chez toutes les souris analysées (121).

En aval du promoteur se situent deux enhancers de la transcription, I'un a la jonction
du second intron et du troisieme exon et I'autre environ 500 pb en aval du signal de
polyadénylation (133). L'ajout des ces séquences stimule plusieurs fois les niveaux de
transcription du géne de B-globine ou d'un rapporteur dans les cellules MEL. L'activité
de ces enhancers est spécifique au tissu érythroide et au stade adulte. Ils peuvent conférer
a un geéne non-globine une expression érythroide et adulte (foetale-adulte chez les souris
transgéniques) (134). L'étude de souris transgéniques pour le géne (-globine complet,
incluant les enhancers, a révélé l'expression du transgéne chez un peu plus de la moitié
des souris transgéniques (120-122,135). Les niveaux d'expression étaient toutefois trés
bas, la majorité du temps en deca de 10% de celle des globines murines endogénes et ce
méme si plusieurs copies du transgéne étaient intégrées. Les enhancers sont donc

fonctionnels chez les souris mais soumis & d'importants effets de position.

De facon similaire, les génes y-globine contiennent plusieurs éléments locaux de
régulation. Environ 400 paires de bases en aval du signal de polyadénylation de Ay se
trouve un enhancer de la transcription (136). Cet élément n'est toutefois pas tres
spécifique puisqu'il est actif dans divers types cellulaire. Par contre, le promoteur

proximal comporte un enhancer spécifique au stade embryonnaire (137). Un géne de
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y-globine complet introduit dans le génome de souris transgénique sera, comme le géne de
B-globine, régulé dans le développement, donc exprimé spécifiquement dans les
érythrocytes embryonnaires, mais a tres faible niveau, selon les effets de position

(119,120).

1.4.6 Activation de la transcription des gé&nes de globine par le LCR

Les (y8p)0-thalassémies sont causées par la délétion des régions en 5' de e-globine
(114). Le phénotype de ces maladies est trés sévére: tous les génes du locus sont comple-
tement silencieux (138,139). Ces observation, couplées au fait que la région délétée
comprend des sites hypersensibles (125,126), indiquaient que des éléments de régulation
pouvait se trouver en amont du locus. Grosveld et al. ont liés une région de 20 kb
comprenant les sites hypersensibles de la région délétée directement au gene de B-globine
et des souris transgéniques ont été produites avec ce mini-locus (voir Figure 2) (140). Les
niveaux d'expression du transgéne dans les cellules érythroides de ces souris €taient
beaucoup plus importants qu'avec le géne seul. Toutes les lignées produites exprimaient
le transgéne et ce, de fagon proportionnelle au nombre de copies intégrées. Les souris
portant un grand nombre de copies intégrées étaient méme gravement anémiques en raison
du débalancement entre les chaines de a-globine et de B-globine. Deux activités
principales sont donc associées avec le LCR: a) une trés forte activation de la transcription
(activité enhancer) qui fait que le transgéne est exprimé a des niveaux prés de 100 fois plus
élevés et b) la capacité de conférer une expression indépendante de la position (activité

LCR) qui pourrait &tre associé avec une ouverture de la chromatine (voir 1.4.9).

1.4.7 L'activité du LCR est spécifiqguement érythroide

Pour caractériser le LCR, sa capacité a stimuler la transcription a ét€ testée dans
plusieurs types cellulaires (139-143). Aucune stimulation n'a été détectée dans des
cellules non-érythroides. Le LCR peut toutefois stimuler des génes non-globines dans les
érythrocytes. Dans les cellules MEL, la transcription du géne Thy-1 ou du géne de
sélection tk-neo est stimulée par le LCR (141). De la fagon similaire, des transgenes

hsp68-lacZ, hprt-lacZ ou antigéne grand T de SV40 liés au LCR et introduits dans des
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souris transgéniques sont exprimés de facon élevée dans le compartiment érythroide mais
faible et variable dans les autres tissus (144-146). Le géne a-globine peut aussi étre
stimulé par le LCR (143,147). En fait, l'insertion d'un géne dans le locus endogéne de
B-globine (entre d-globine et B-globine) permet son expression dans des cellules
érythroides (148). Les LCR est donc actif seulement dans les cellules érythroides et il

peut activer plusieurs genes différents.

1.4.8 Les genes de globine de type B compétitionnent pour l'activation par le LCR

Lorsqu'un seul géne de globine est lié directement au LCR, la spécificité
développementale du géne est perdue. Une construction LCR--globine (micro-locus,
voir Figure 2) est exprimée dans les cellules humaine K562 (qui ont plutdt la capacité
d'exprimer les globines embryonnaires) alors que le géne de PB-globine seul y est
silencieux (141). Des souris transgéniques pour une construction LCR-B-globine
expriment la B-globine aussi bien dans les cellules embryonnaires que dans les cellules
adultes (149,150). De facon similaire, un géne y-globine dirigé par le LCR chez des
souris transgéniques est toujours exprimé dans le stade foetal et, selon les séquences
introduites, fortement ou faiblement exprimé dans le stade adulte (149-151). Quel que soit
le transgeéne, I'expression d'un géne y-globine dans le stade foetal-adulte est toujours
supérieure a celle rencontrée avec le locus complet, ot le silencing des genes de y-globine
est presque total (152-154). Par contre, si les génes - et B-globine sont tous deux li€s au
LCR dans le méme ordre que dans le locus, alors la régulation temporelle correcte est
rétablie, c'est-a-dire que le géne ¥- sera exprimé seulement dans le stade embryonnaire et
le géne B- seulement dans le stade foetal-adulte murin (149,150). Ces observations
révelent d'autres caractéristiques du LCR: a) l'activation de la transcription est fonction-
nelle au cours de tous les stades; b) elle peut supplanter la spécificité développementale des
génes (encodés dans les promoteurs et/ou enhancers locaux) et ¢) un seul géne a la fois
peut étre activé puisque le LCR ne stimule pas y-globine et B-globine au méme moment.
Par surcroit, lorsqu'un géne de sélection neo est intégré a l'intérieur méme du LCR dans

des lignées cellulaires ou des souris transgéniques, non seulement devient-il fortement
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stimulé, mais il compétitionne tous les génes de globine qui deviennent completement

silencieux (155-157).

La régulation développementale des génes de globine fait donc intervenir deux
mécanismes: la régulation autonome qui se fait localement et la régulation par la stimu-
lation du LCR & travers tout le locus. En présence du LCR, le géne 3-globine est exprimé
dans le stade embryonnaire & moins qu'un géne y-globine ne puisse intercepter I'activation
par le LCR. C'est donc dire qu'a I'intérieur du locus, les génes sont en compétition pour
l'activation par le LCR. Le géne e-globine est régulé de facon autonome, c'est-a-dire qu'il
est actif dans le stade embryonnaire et que des facteurs répresseurs viennent en inhiber
l'expression dans les stades ultérieurs, méme en présence du LCR (158,159). Les genes
y-globine sont partiellement autonomes mais leur inactivation compléte dans le stade adulte
requidre la présence de séquences en 3' et du géne B-globine (152). A cet égard, il est
intéressant de noter que certaines PHHFs sont causées par la perte de ces séquences en 3',
incluant le géne B-globine (114). Donc, 1'expression du geéne 3-globine pourrait &tre
requise pour l'inactivation complete des génes y-globine par compétition pour le LCR.
Toutefois, cette hypothése est remise en question par le fait que les délétions causant des
PHHFs mettent les génes y-globine & proximité d'un enhancer (de l'autre c6té de la
jonction créée par la délétion) qui se trouve normalement a plusieurs dizaines de kb de
distance. Cet enhancer pourrait expliquer 1'expression adulte de y-globine plutdt que
I'absence de compétition (114). De plus, plusieurs B-thallasémies affectant le géne

B-globine ne provoquent pas de PHHF.

Par contre, le géne B-globine est régulé principalement par compétition: le géne est
actif tout au cours du développement lorsqu'il est lié¢ seul au LCR. Pour conférer une
spécificité adulte au géne B-globine, il faut ajouter & la construction un géne embryonnaire
ou foetal qui pourra compétitionner pour le LCR et donc empécher I'expression de
B-globine dans les stades précoces du développement. Quelque soit la disposition des
génes (LCR-y-B ou LCR-B-Y), la régulation développementale des deux genes est rétablie
assez fidelement si les deux sont présents 2 la fois. La compétition est 1égeérement moins

efficace si le géne y-globine est placé plus loin que le géne -globine (il y a une faible
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expression de B-globine dans les stades embryonnaire et foetal dans le cas du transgene
LCR-B-y). Cette observation révele que la position par rapport au LCR peut influencer
légerement la spécificité développementale mais que les éléments de régulation locaux des
génes sont les déterminants majeurs de cette spécificité. La répression autonome des
génes précoces permettrait donc l'activation du géne B-globine dans les stades adultes.
Toutefois, nous ne savons pas s'il y aurait toujours une expression embryonnaire si le

géne B-globine était placé & 60 kb de distance, comme dans le locus normal.

En plus de la spécificité développementale des genes, la distance par rapport au LCR
influence la compétition génique. Dans une construction LCR-B-globin-y-globin, il y a
expression des deux génes dans le stade embryonnaire (160,161). C'est donc dire que la
proximité entre le LCR et un géne de globine en fait un meilleur compétiteur. Cette
observation aurait pu laisser croire que l'activation provenait du LCR et se propageait par
le brin d'ADN jusqu'au géne. Ainsi, le plus prés serait le mieux exprimé. La répression
des génes de y-globine pourrait laisser passer I'activation jusqu'au géne de 3-globine dans
les stades foetal-adulte. Toutefois, de récentes expériences suggerent que cette
compétition polaire se fait plutdt par interaction LCR-géne impliquant une boucle d'ADN.
En effet, la magnitude de la compétition d'un géne de B-globine marqué, inséré dans le
locus complet, par rapport au géne de B-globine normal dépend de sa position dans le
locus (162). Or, selon un modele de propagation, peu importe la position du géne
marqué, sa capacité de compétition aurait di étre la méme du moment qu'il soit devant le
géne normal. Donc, un modéle de compétition polaire, out le LCR stimule les génes par
contact direct, suggére que la proximité d'un geéne augmente son affinité pour le LCR

parce que la probabilité d'un contact est plus grande (parce que la distance est plus petite).

Pour tester la dynamique des interactions dans la chromatine in vivo, Wijgerde et al.
ont étudié la synthése des globines de type f au moment de la transition entre les globines
embryonnaires et les globines foetales-adultes chez les souris transgéniques (au moment
oll les y-globine sont encore présentes et 3-globine est en hausse, voir Figure 1). Les
auteurs ont mesuré la quantité d'ARN pré-messagers (avant épissage) dont la durée de vie

est trés courte avec des sondes dirigées contre les introns de globine en hybridation in sifu.
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Cette technique permet d'observer l'expression a un instant précis (163,164). Différentes
cellules exprimaient soit seulement y-globine, soit seulement $-globine ou alors les deux.
Les cellules qui n'exprimaient que y-globine avaient toutefois des messagers €pissés de
B-globine. Donc, le LCR peut activer les deux génes consécutivement et faire des "flip-
flops" de 1'un & I'autre, mais & un instant donné, un seul géne est transcrit. Les cellules o
un signal d'ARN pré-messager a été détectée pour y-globine et B-globine venaient
probablement tout juste de faire une transition entre les génes et la dégradation du premier

n'était pas terminée alors que la synthése de l'autre était déja commencée.

1.4.9 LeLCR de B-globine et la structure de la chromatine du locus

1l est possible d'étudier divers loci de B-globine en construisant des hybrides entre
des cellules lymphoides de patients et des cellules MEL. On peut mesurer I'expression
des globines provenant du chromosome humain de méme que la sensibilité générale et les
sites hypersensibles qui sont recréés dans l'hybride en culture. Par contre, lorsque
I'hybride provient d'un patient (ydf)0-thalassémique (o1 le LCR est délété), le locus est
résistant aux nucléase (165). Il n'y a pas de sites hypersensibles aux promoteurs ni de
sensibilité générale dans le locus. La réplication, qui se fait habituellement t6t dans la
phase S (avec un locus normal), devient alors tardive, tout comme la chromatine inactive
(165). L'origine de réplication du locus est méme changée en absence du LCR (166). 1l
semble donc que le LCR soit requis pour activer la chromatine du locus, tant au niveau des

promoteurs que des séquences intergéniques.

Une autre indication que le LCR agit sur la chromatine est la différence de
comportement dans des tests de transfections transiantes versus stables. En transiant, le
LCR ne stimule un géne rapporteur que faiblement alors qu'en stable I'activation est plus
importante (142). La différence entre les deux expériences est que I'expression transitoire
provient de la transcription du plasmide libre. En stable, le plasmide doit étre intégré dans
le génome hote et il se retrouve donc assemblé en chromatine. En étudiant les sites
hypersensibles individuellement, seul HSS2 avait une activité enhancer en transiant (142),

mais tous les sites stimulaient la trancription en stable. Donc HSS2 est un enhancer
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classique alors que les autres sites ont une action différente, qui n'est observée qu'en

présence de chromatine.

Il n'y a pas encore de preuves directe que le LCR ouvre la chromatine au site
d'intégration. Sa capacité a conférer une expression indépendante de la position pourrait
étre explicable par d'autres mécanismes. Par exemple, il pourrait favoriser l'insertion
dans des loci transcrits. Toutefois, en lumiére de l'inactivation de la chromatine du locus
lors de la délétion du LCR, I'hypothése de l'ouverture de la chromatine semble plus
réaliste. Le terme ouverture de la chromatine sera utilisé indistinctement de la
capacité de conférer une expression indépendante de la position dans la suite de cette

thése.

1.4.10  Analyse des éléments composant le L.CR

Afin de déterminer quels étaient les éléments du LCR qui lui conféraient son activité,
des dissections trés précises du LCR ont été effectuées. Dans un premier temps, la
localisation grossiere des séquences importantes a été cherchée par des études de délétion.
En liant cote & cdte de courtes régions (1-2 kb) contenant chacun des 4 sites
hypersensibles érythroides et le géne de -globine dans une construction qui s'appelle le
micro-locus (voir Figure 2) on peut obtenir les mémes niveaux d'expression qu'avec le
mini-locus chez les souris transgéniques et les cellules MEL (167,168). Les régions

contenant les sites hypersensibles conservent donc ['activité du LCR.

L'étape suivante était de déterminer l'activité individuelle de chacune de ces régions.
Un trés grand nombre d'études avec des stratégies diverses ont été publiées. Certaines
placaient une seule des régions de sites hypersensibles a la fois avec le géne de -globine,
ou encore avec le locus complet. D'autres approches étaient de déléter une a une ces
régions du micro-locus ou encore du locus complet par knock out direct dans le LCR
murin ou par recombinaison homologue sur un YAC contenant le locus de B-globine
humain. Certains résultats sont contradictoires et la littérature est un peu confuse. On
peut tout de méme tirer certaines conclusions générales. Les sites hypersensibles 2, 3 et 4

peuvent empécher les effets de positions dans des blocs de plusieurs copies du transgene
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(169). Toutefois, seul HSS3 confére une expression indépendante de la chromatine
lorsqu'une seule copie est intégrée (170,171). Avec une analyse trés fine, de relativement
faibles effets de positions ont été notés dans un micro-locus ot un seul site a ét€ délété
(HSS1, 2 ou 3; voir 1.4.12.1) (172). L'activité d'ouverture de la chromatine ne provient
donc pas d'une séquence discréte mais est plus ou moins diffuse sur plusieurs sites. Le
site HSS1 est un trés faible enhancer, il contribue de fagon minoritaire a I'activité du LCR
(173,174). HSS2 peut étre considéré comme une vrai enhancer; il stimule tous les genes
de globine et sa perte réduit les niveaux d'expression environ trois fois a tous les stades du
développement (157,170,175-180). HSS3 stimule lui aussi la transcription, mais peut-
étre surtout celle de génes spécifiques. La littératures est trés confuse a ce sujet et certains
démontrent que HSS3 stimule davantage e-globine, d'autres favorisent les y-globine et
d'autres B-globine (173,180-184). HSS4 est quant a lui peu efficace en transfection dans
les cellules MEL mais presque aussi puissant que HSS2 et HSS3 chez les souris
transgéniques. Ce dernier site pourrait stimuler surtout les génes adultes (173,185,186).
Toutes ces données indiquent que le LCR, pour fonctionner pleinement, doit Etre composé
de 1a presque totalité du micro-locus. La délétion de diverses régions résulte en une perte
d'activité plus ou moins importante. L'activité globale ne peut pas étre directement divisée

en activité discretes dispersées dans la séquence.

Finalement, l'activité de chacun des sites hypersensibles a été analysée finement
pour identifier les séquences importantes et les protéines qui s'y lient. Dans tous les sites
se trouvent une région de 200-300 pb qui contient le site hypersensible. Cet élément
central (core element) retient presque toute l'activité de la région compléte du site
hypersensible (1-2 kb). Dans HSS2, cet élément central est constitué ainsi: 5' - motif G
riche (semblable A un motif CACC et 1ié par Spl et BKLF/TEF-2) - dimere de sites NF-E2
- dimeére de sites GATA-1 - sites USF (H-BP) - 3' (175,177) (une description de GATA-1
et NF-E2 sera donnée a la section 1.4.13). L'activité enhancer est principalement portée
par les sites NF-E2 mais tous les autres y contribuent également. Aucune séquences
précise n'est requise pour conférer une expression indépendante de la position. Toutefois,

la mutation de deux sites parmi Spl, GATA-1 et USF abolit cette activité
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(175,176,178,179). NF-E2 semble donc surtout important pour stimuler les niveaux de
transcription et les autres sites agissent ensemble pour créer l'activité LCR. Pour HSS3,
on trouve 5' - dimére de sites GATA-1 - dimére de motifs G riche -dimere de sites
GATA-1 - site GATA-1 - trimére de motifs G riche - site GATA-1 - motif G riche - 3'
(181). L'activation de la transcription résulte d'une synergie de tous ces sites et aucun n'a
une activité plus importante que les autres (182,183). L'expression indépendante de la
position provient d'une combinaison de motifs GC entourés de sites GATA-1; il y a donc
deux régions dans cet élément qui peuvent tous deux agir en LCR. L'analyse du site
HSS4 révele des sites de liaison pour NF-E2, GATA-1, jun/fos et des motifs G riche
(185,186). Le rdle précis de chacun de ces sites reste a tester. En résumé, tous les sites
hypersensibles sont composés de sites de liaison pour des facteurs de transcription
érythroides (GATA-1 et NF-E2) et des facteurs ubiquitaires (Spl et TEF-2, USF et
d'autres mineurs). Il semble donc que la juxtaposition de plusieurs sites crée un élément
fonctionnel. Parmi ces séquences, les sites NF-E2 sont les enhancers les plus puissants
mais toutes les autres séquences participent également a la stimulation. L'activité
d'ouverture de la chromatine est plus dispersée dans tous les éléments mais impliquent

principalement des sites pour GATA-1 et des sites G riches.

1.4.11 La structure du transgéne influence la capacité du LCR & ouvrir la chromatine

Avant le début de cette thése, le LCR était considéré comme dominant en lui-méme
sur la chromatine environnante. Depuis, des articles qui remettent en question ce modele
sont parus. Reitman et ses collaborateurs ont fait un travail remarquable en étudiant le
locus de B-globine de poulet chez les souris transgénique. Ils ont premiérement identifié
un LCR situé entre les génes BA-globine adultes et e-globine embryonnaire (187).
Ensuite, il a démontré que le LCR devenait inactif (I'hypersensibilité était dépendante de la
position) chez des souris transgéniques ol le gene BA-globine ne pouvait pas étre transcrit
parce que le promoteur n'était pas inclus dans la construction (188). Donc, il semble que
le géne transcrit doit activer le LCR pour que ce dernier puisse ouvrir la chromatine. Dans
d'autres études, il a démontré que le locus entier de poulet était exprimé de fagon

indépendante de la position (189). L'inclusion de quatre sites hypersensibles en 5' du
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locus (voir Figure 5) permet toujours une ouverture de la chromatine. Toutefois, si un
seul de ces sites était ajouté, alors des effets de position sont observés (190). Dongc, le
LCR du locus de B-globine de poulet est sensible au contenu du transgene. Peut-8tre
qu'un site hypersensible seul accapare de LCR et I'empéche de fonctionner alors que tous
les sites hypersensibles ensemble forment un holo-complexe (voir 1.4.12.1) qui

n'interfére pas avec le LCR.

D'autres études concernant le LCR de B-globine humain vont un peu dans le méme
sens. Si le LCR du micro-locus est lié au geéne Ay-globine, l'expression sera
indépendante de la position si un court promoteur est utilisé alors qu'elle sera dépendante
si c'est une promoteur long (voir Figure 6) (191). Si on rajoute davantage de séquences
en 3' du géne, ou encore le géne B-globine, au géne de y-globine le plus long on retrouve
une expression indépendante de la position (192,193). Ces résultats un peu étranges
pourraient refléter le besoin du LCR d'étre lui-méme activé par un géne de globine. Cette
activation pourrait nécessiter une unité de transcription bien particuliere. Une structure
précise des éléments du geénes pourrait étre requise. A ce sujet, voir le modéle de

l'interaction mutuelle en section 1.4.12.2 pour plus de détails.

1.4.12  Mécanismes suggérés pour l'activité du LCR

1.4.12.1 Le LCR pourrait former un holo-complexe agissant comme une seule entité
et activant 1a transcription selon une durée et une fréquence déterminée

Ellis et al. ont suggéré que les protéines liant chacun des sites du LCR pourraient
s'assembler pour former un large holo-complexe qui agirait comme une seule unité (170).
Lors de 'activation d'un géne, le holo-complexe pourrait venir a proximité du promoteur
en formant une boucle d'ADN et tenir la chromatine ouverte ou recruter des composantes
de la machinerie transcriptionnelle comme cela a été proposé pour les enhancers. Ce
modele pourrait par exemple expliquer pourquoi le LCR ne stimule qu'un seul géne a la
fois et qu'il a peu de spécificité pour un type de géne en particulier (voir 1.4.7). Il est de
plus consistant avec I'observation que la structure de la chromatine du LCR est stable dans

le développement.
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Le modele du holo-complexe est renforcé par le modele de flip-flop qui indique
qu'un seul géne 2 la fois est transcrit et qu'il peut y avoir alternance entre deux génes (voir
1.4.8). Récemment, Milot et al. ont détecté des effets de position avec cette technique
(172). En étudiant des souris transgéniques pour des constructions de micro-locus
desquels les sites hypersensibles individuels avaient été délétés, ils ont pu démontrer que
la transcription n'était pas toujours présente. En d'autres termes, les effets de position
diminuaient la fraction du temps que le LCR passait a activer le géne. Ces observations
s'expliqueraient trés bien par une modele de holo-complexe luttant contre la formation

d'hétérochromatine.

1.4.12.2 Modele de l'interaction mutuelle

Comment le LCR peut-il prévenir les effets de positions? Plusieurs résultats
suggerent que le LCR interagit avec les génes qu'il active en faisant une boucle ¢ ADN
(149,150,162). D'autres expériences démontrent que le LCR doit lui-m&me &tre en
contact avec une unité transcriptionnelle pour étre activé (188). Il serait donc possible que
le LCR entre en interaction mutuelle avec le géne qu'il active. Au cours de cette
interaction, le géne pourrait maintenir le LCR fonctionnel et, en sens inverse, le LCR
pourrait stimuler la transcription du géne (voir Figure 7). Le LCR devrait donc activer un
seul géne 2 la fois et au cours du développement cette interaction pourrait favoriser un
géne plutdt qu'un autre. Le fait que l'ouverture de la chromatine puisse €tre affectée par
I'ajout de séquences dans le transgéne pourrait alors s'expliquer par une interaction
déficiente (190,191). Les séquences ajoutées pourraient s'insérer dans le complexe formé
au cours de l'interaction et le déstabiliser. Alternativement, ces séquences pourraient

séquestrer avec le géne ou le LCR et empécher l'interaction mutuelle.

Le modele d'interaction permet d'expliquer comment ['activation de la transcription
pourrait se produire et elle peut également suggérer l'effet du LCR sur la chromatine.
Comme une boucle d'ADN est formée entre le LCR et les génes, il est possible que la
chromatine comprise dans la boucle ne puisse tout simplement pas €tre compactée selon

les repliements supérieurs. La boucle pourrait étre incompatible avec une structure
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compacte et donc prévenir la formation d'hétérochromatine. Alternativement, la
propagation de I'hétérochromatine provenant de l'extérieur du transgéne pourrait €tre

bloquée par le complexe formée par l'interaction mutuelle.

1.4.12.3 Modele de propagation de l'ouverture de la chromatine par le LCR

Un autre mécanisme par lequel le LCR pourrai ouvrir la chromatine serait un signal
de décompaction initié au LCR qui se transmet sur le brin d'ADN jusqu'au geéne activé
(décrit et critiqué par Dillon er al. (162)) (voir Figure 8). La chromatine étant alors
ouverte, le géne pourra étre transcrit & son plein potentiel. Ce modele de propagation est
toutefois plus difficile a concilier avec le fait qu'un seul géne a la fois soit activé, que le
LCR agisse également en enhancer et que le LCR doive étre activé par le géne qu'il

stimule.

1.4.12.4 Le LCR pourrait prévenir la variégation

Tel que mentionné & la section 1.2.10, il est possible que les effets de position soient
en fait dd 2 la variégation de 1'expression. Si tel était le cas, le LCR pourrait prévenir cette

variégation de telle sorte que toutes les cellules expriment le transgene.

Ce modele a été développé par Festenstein e al. qui ont montré que 1'expression
d'un transgéne CD?2 était parfois hérérocellulaire, mais jamais en présence du LCR
fonctionnel (194). Lorsqu'il y avait variégation, l'insertion était prés du centromere.
Toutefois, I'expression par cellule a été déterminée par cytométrie de flux ou par immuno-
histochimie. Ces techniques ne permettent pas de déterminer clairement si I'expression est

vraiment bimodale comme le modele de variégation le suppose.

1.4.13  Les protéines régulant les génes de globines.

1.4.13.1 GATA-1

Une foule de facteurs transcriptionnels sont impliqués dans la régulation des genes
de globine. Parmi les plus importants, il y a GATA-1, un facteur du type doigt de zinc

spécifique aux tissus érythroide et myéloide (195). Des sites de liaisons pour GATA-1
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sont retrouvés dans plusieurs promoteurs et enhancers de génes de globine (o et B)
(181,196-198) et dans plusieurs autres génes érythroides (199-201). C'est un activateur
de la transcription efficace (202), impliqué dans la régulation de virtuellement tous les
génes érythroides, et absolument requis pour la formation des érythroblastes. Le
développement des cellules portant une allele inactivée de GATA-1 est bloqué au stade de
pro-érythroblaste et il n'y a plus de différenciation mais plutdt apoptose (203,204). Les
sites GATA-1 sont importants pour les activités d'activation de la transcription et
d'indépendance de la position du LCR (176,182). Souvent, des sites consensus pour
GATA-1 stimulent la transcription de fagon synergique avec des motifs CACC ou GC
riches (201,205). GATA-1 peut former des homodiméres et/ou des hétérodimeres avec
d'autres facteurs comme Spl et EKLF (205,206). I est donc possible que GATA-1 soit
impliqué dans des liaisons protéine-protéine lors de I'interaction mutuelle entre le LCR et

les génes de globine.

1.4.13.2 NF-E2

NF-E2 est une protéine de type leucine zipper liant des sites de type AP-1 du LCR
dont l'expression se limite & quelques types de cellules hématopoiétiques (175,185,207).
La fonction majeure de NF-E2 semble étre I'activation de la transcription. L'inactivation
génétique de NF-E2 par insertion virale ou I'utilisation de mutants dominants négatifs qui
empéche le fonctionnement de la protéine réduit fortement I'expression des globines dans
Jes cellules MEL (208,209). Toutefois, l'ablation génétique de NF-E2 chez la souris
n'affecte pas les globines mais plutdt les plaquettes (210,211). Ceci pourrait étre expliqué
par l'utilisation de protéines trés homologues comme Nrf-1, Nfr-2 ou LCR-F1 (212-214).
Ces protéines pourraient par exemple étre présentes chez les souris dépourvues de NF-E2
mais pas chez les cellules en culture. Un domaine de NF-E2, requis pour l'activation,
interagit avec des composantes de la machinerie transcriptionnelle de base (TAF-130),
méme 2 trés grande distance (215); NF-E2 pourrait donc lui aussi étre impliqué dans

l'interaction LCR-génes de globine.
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1.4.13.3 EKLF

Le facteur érythroide de type Kriippel (EKLF) est une protéine dont les trois
domaines doigt de zinc sont homologues a ceux de la protéine Kriippel de drosophile et
Spl chez les mammiferes (216). Son expression est restreinte au cellules érythroides,
autant embryonnaires qu'adultes (217). Le meilleur site de liaison connu pour EKLF est
le motif CACC du promoteur du géne de B-globine. Bien que plusieurs autres genes de
globine et des sites hypersensibles du LCR contiennent un tel motif, 'affinité de liaison
pour EKLF y est plus faible (218). EKLF stimule la transcription d'un rapporteur dirigé
par le motif CACC dans des tests de cotransfection (216,219). Les mutations du motif
CACC causant chez I'humain une réduction d'environ trois fois dans les niveaux de
B-globine abolissent la liaison de EKLF et la transactivation du rapporteur (220).
L'ablation génétique de EKLF provoque une trés forte diminution d'expression du gene
B-major dégénérant en anémie létale durant la vie foetale, bien que les autres genes de
globine étudiés, tels o, {-, ey- et Bhl-globine, étaient exprimés a des niveaux normaux
(221,222). Contrairement a ce qui se produit lors de I'inactivation de GATA-1, les
érythrocytes des souris EKLF -/- se développent jusqu'a la différenciation terminale, leur
seule anomalie est un manque de B-globine adulte (223). Ces résultats suggérent que la
fonction principale de EKLF est d'activer spécifiquement la transcription du geéne de
B-globine. Des souris transgéniques pour le locus entier de 3-globine humain portant les
allgles inactivées de EKLF ont permis de montrer que l'expression du géne de B-globine
humaine était elle aussi fortement réduite (164,224). De plus, 'expression des geénes de
y-globine chez ces souris était prolongée aprés le 11e jour, date normale de la transition
des génes de y-globine vers celui de B-globine. Il a méme €té démontré par des tests
d'hybridation in situ de transcrits primaires que les génes de y-globine étaient plus souvent
transcrits en absence de EKLF. Cette absence de "silencing” des génes de y-globine a
amenée 1'hypothése que EKLF jouait un role majeur dans la transition d'expression de
y-vers B-globine en augmentant l'affinité d'interaction entre le LCR et le promoteur de

B-globine (219). Alternativement, EKLF pourrait activer le gene de B-globine au début du
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stade foetal-adulte et ainsi induire le transfert d'activation par le LCR des genes y- vers

B-globine.

Cette interaction pourrait avoir lieu entre EKLF 1ié au promoteur de 3-globine et des
facteurs liés au LCR. Par exemple, le LCR comporte plusieurs sites de liaison pour
GATA-1 qui interagit directement avec les facteurs de la famille Kriippel: EKLF et Spl
(201,205). D'autre part, Spl peut former des homo-complexes et de I'ADN portant
plusieurs sites de liaison pour Sp1 forme une boucle pour permettre la formation de ces
complexes (225,226). EKLF, trés proche parent de Spl, pourrait faire la méme chose

avec le motif CACC du géne de B-globine et des protéines liant le LCR.

1.4.14  Séqguences du géne 3-globine impliquées dans 1'activation par le LCR

Le géne de B-globine répond a la présence du LCR de plus d'une fagon: les niveaux
d'expression sont stimulés et 1'expression devient indépendante de la position. Délimiter
les séquences du géne qui sont capables de répondre au LCR pourrait clarifier le
mécanisme d'activation du LCR. Par exemple, si une interaction directe se produit entre le
LCR et le géne, nous pourrions trouver les régions impliquées par des études de délétion.
En transfection dans les cellules MEL, il a été démontré que seulement le promoteur
minimal, contenant les motifs CACC proximal, CAAT et TATA, était nécessaire pour la
stimulation par le LCR (227). Le motif TATA a lui seul peut soutenir l'activation et ['ajout
des motifs CAAT et CACC augmentent encore plus les niveaux de transcription. Par
contre, les enhancers situés en 3' ne stimulent pas davantage I'expression en présence du
LCR (167). Les motifs conservés du promoteur peuvent donc répondre a l'activation par
le LCR alors que les enhancers deviennent redondants. Ces études ont aussi révélé que les
niveaux d'expression sont beaucoup plus bas si le LCR est lié 2 un ADNc de B-globine
qu'avec un géne complet (167). En rajoutant les introns devant le transgene, donc dans
une position ol il n'y aura pas d'épissage, on ne rétablit pas les niveaux normaux. Ce
n'est donc pas la simple absence de ces séquences qui cause probléme mais I'absence

d'épissage comme tel.
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Ces études de cellules MEL transfectées avec des constructions du LCR permettent
d'étudier l'activation de la transcription mais non les effets de position. En effet, la
mesure de l'expression se fait dans population de clones différents et nous donne
I'expression moyenne de tous ces clones, on pourra donc seulement noter une
augmentation ou une diminution générale. Il faudrait tester I'expression dans des clones
cellulaires individuels pour savoir si on peut étudier l'indépendance de la position en

tranfection cellulaire.

1.5 Problématique

A T'origine, I'objectif général de cette thése était de caractériser les éléments du géne
de B-globine impliqué dans l'activation par le LCR au cours du développement. Dans le
laboratoire du Dr Wall, Delvoye et al. avaient démontré que le motif CAAT du promoteur
de B-globine permettait la stimulation par le LCR dans les cellules MEL murine au
phénotype érythroide adulte mais non dans les cellules K562 humaine au phénotype
embryonnaire (228). Une des hypothéses qui pouvait expliquer cette différence est que
l'activation du motif CAAT par le LCR est régulée dans le développement et est acquise
dans le stade adulte. A la lumiére de ce résultat, un des objectifs spécifiques de cette thése
était de tester la spécificité développementale de 1'activation du motif CAAT par le LCR
chez les souris transgéniques. Nous avons choisi de remplacer les séquences codantes de
B-globine par le géne rapporteur lacZ encodant la 3-galactosidase dont l'activité
enzymatique facilite la quantification de l'expression. Ces transgénes permettait de plus de
tester l'activité du LCR sur un géne non-globine, ce qui n'avait jamais été fait.

L'utilisation de lacZ a aussi permis de vérifier s'il y avait variégation de l'expression.

En présence du LCR, l'expression d'un géne de B-globine transfecté dans les
adulte conférée par les enhancers en 3' du géne) mais non avec un promoteur minimal ne
contenant que les motifs CAAT et TATA. Donc, le LCR est capable de stimuler le gene
-globine par un élément situé entre le promoteur complet (-800) et le motif CAAT. Un

objectif secondaire de cette thése était d'identifier cet élément par des études de délétion.
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Figure 1: Expression des globines du type f§ au cours du développement. Chez
I'humain (partie supérieure), deux transitions se produisent, 1'une durant la vie foetale et la
suivante a la naissance. Chez la souris, une seule transition a lieu au lle jour de
développement embryonnaire.
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Figure 2: Locus de B-globine et les constructions mini- et micro-locus. Tous les génes
de globine du type B sont regroupé au méme locus sur le chromosome 1. Dans les parties
supérieures de la figure, les génes sont représentés par des rectangles noirs et les sites
hypersensibles par des fleches. Dans la partie inférieure, les sites hypersensibles HSS1 a
HSS4 ont été liés directement au géne B-globine dont les exons sont représentés par des

rectangles noirs.



45

Celule

) — ©

. . ." .

@ CFU-E proerythroblaste érythrocyte
Précurseur
pluripotent —
neutrophile

monocyte :; :

macrophage
—~ &0
€osinophile
® - ®—
basophile
: \ -4
- oy
oD
09

mégakaryocyte plaquettes
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Figure 4: Structure du géne de B-globine. Les exons sont représentés en noir. Des
enhancers de la transcription sont indiqués par les symboles (+++).

Figure 5: (Page suivante) Expression indépendante de la position au locus de -globine
de poulet. 11y a quatre sites hypersensibles en amont du locus, 4 la méme position que le
LCR humain. Toutefois, ces sites sont des enhancers et non un LCR. L'activité LCR se
localise entre les génes PA et €. Les globines p et € sont embryonnaires alors que les
globines BH et fA sont adultes. Chaque construction a été testé pour sa capacité de
conférer une expression indépendante de la position.
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Figure 6: Effets de position sur l'expression d'un géne y-globine humain. Selon les
éléments du geéne y-globine liés au LCR du micro-locus, il y aura ou non des effets de
position.
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Interaction mutuelle

Figure 7: Modele d'intéraction mutuelle. Ce modele suggeére que le LCR active la
transcription du géne par contact en formant une boucle d'ADN. Par le fait méme, le géne
active le LCR qui requiert cette interaction pour ouvrir la chromatine. La figure n'est
qu'une représentation shématique pour aider i la compréhension. La structure exacte de la
chromatine est sans doute beaucoup plus complexe.
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Propagation

Figure 8: Modeles de propagation d'ouverture de la chromatine. Selon cette hypothese,
le LCR induit Jocalement une décondensation de la chromatine qui se propage le long de la
chromatine jusqu'a libérer le géne distal. La figure n'est qu'une représentation shématique
pour aider 2 la compréhension. La structure exacte de la chromatine est sans doute
beaucoup plus complexe.
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Abstract:

The B-globin locus control region (LCR) confers high levels of position-
independent, copy number-dependent expression onto globin transgenes. Here >40
independent transgenic mouse lines and founders that carried the LCR in cis with the
B-globin gene promoter driving a lacZ reporter gene were studied. Expression of the lacZ
transgene was assayed by measuring B-galactosidase enzyme activity in fetal liver
extracts, the levels of which correlated with the quantity of lacZ mRNA determined using
RNAse protection assays. Unexpectedly, expression of the lacZ transgene was found to
show strong position effects, varying as much as 700 fold per transgene copy. These
position effects occurred even if the whole B-globin gene was incorporated as part of the
lacZ reporter gene. Moreover, DNAse I hypersensitive sites appeared in the transgene
LCR in high expressing but not in low expressing lines, suggesting that the LCR itself
was position-dependent. In contrast, MEL cell clones, in which transcriptionally active
integration sites were selected for, gave <13 fold variation in expression per copy of an
LCR-lacZ construct. These results show that the lacZ reporter affects the ability of the
LCR to activate chromatin in mice and that culture cells are not an adequate model for

position-independent gene expression studies.
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Introduction:

The human B-globin gene locus contains five active genes that are arranged in their
developmental order of expression (Figure la). €-Globin is expressed only during
erythropoiesis in the yolk sac of the early embryo, the two y-globins are expressed at high
levels in the red blood cells derived from the fetal liver, while 8-globin, a minor
contributor, and B-globin are expressed during erythropoiesis in the bone marrow late in
fetal life and throughout adult life (reviewed in Stamatoyannopoulos and Nienhuis, 1994).
To express at high levels, these genes rely on the activity of a locus control region (LCR).
The human B-globin LCR, which is located 6-18 kb upstream from the e-globin gene
(Figure 1a), is characterized by four strong DNAse I hypersensitive site (HSS) regions
that appear specifically in nuclei of erythroid cells (Tuan et al., 1985; Forrester et al.,

1986).

The B—globin LCR has two important properties associated with it: a very strong
erythroid-specific enhancer activity and the ability to confer position-independent, copy
number-dependent expression onto globin genes under its control (reviewed in Townes
and Behringer, 1990; Epner et al., 1992; Dillon and Grosveld, 1993). Although it is still
unclear how this latter property functions, it is sometimes referred to as chromatin opening
activity. Globin transgenes that include the LCR are expressed in all independent
transgenic mouse lines and erythroid cell clones (Grosveld et al., 1987; Talbot et al.,
1989). The levels of expression are comparable with that of the endogenous globin genes
and increase proportionally to the number of copies of the transgene present in each line,
independently of where the transgene integrates into the genome. In contrast, globin
transgenes without the LCR show strong position effects, which are characterized by very
low and highly variable levels of expression with no relationship to copy number. In fact,
30%-70% of mice harbouring globin transgenes without the LCR give no detectable
expression (Chada et al., 1985; Costantini et al., 1985; Townes et al., 1985). LCRs have
also been described for a number of other gene loci (see Greaves et al., 1989; Palmiter et

al., 1993; Bonifer et al., 1994; Madisen et al., 1994; Talbot et al., 1994; May and Enver,
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1995 for examples ) and are expected to be essential for the correct expression of many

genes.

Although only the HSS2 region of the B-globin LCR shows enhancer activity in
transient assays, three of the four HSS regions (HSS2, HSS3, and HSS4) demonstrate
enhancer activity in stably transfected erythroid culture cells and/or transgenic mice
(Philipsen et al., 1990; Talbot et al., 1990; Pruzina et al., 1991). The full enhancer
activity of the LCR requires a combination of at least two and possibly all three of these
HSS regions. DNA fragments containing each of the four HSS regions have been
combined into a plasmid referred to as the microlocus cassette (Talbot er al., 1989; Collis
et al., 1990). This microlocus retains full LCR enhancer activity and the ability to confer

position-independent expression onto globin transgenes in mice.

The presence of DNAse I hypersensitive sites in LCRs may reflect whether or not
the LCR is situated in transcriptionally active chromatin (Reitman et al., 1993; Huber e?
al., 1994) and/or whether it is bound by specific transcription factors
(Stamatoyannopoulos et al., 1995). With the chicken B-globin LCR in cis with a globin
gene void of a promoter, DNAse I hypersensitivity in the LCR was observed in only 60%
of transgenic mouse lines (Reitman et al., 1993). This was in contrast to 100% of mice
showing DNAse I hypersensitive sites when the gene promoter was present. Thus,
certain gene components may be necessary for the LCR itself to be active. In murine
erythroleukemia (MEL) cells, with the B-globin promoter driving a B-globin cDNA in the
microlocus vector, only very low levels of expression were obtained (Collis et al., 1990).
Addition of more B-globin gene sequences, including the second intron, was necessary to
restore high expression. This was attributed to increased transcription rates as well as
increased mRNA stability. Therefore, it also appears that particular gene sequences and/or
structures may be necessary for the LCR to enhance transcription. However, in studies
with MEL cells it was not determined whether expression was also position-independent.
Hence, whether low expression with just a f-globin cDNA could also be due to an
inability of the LCR to act in a position-independent manner is not known. Moreover,

stably transfected populations and clones of MEL cells are selected with G418 for
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expression of the neo gene marker in the microlocus plasmid (Talbot et al., 1989; Collis et
al., 1990). Since the promoter of the neo gene must be transcriptionally active, one only
selects cells in which this gene has been activated. Thus, cell culture systems may not be

ideal for studies regarding position-independent gene expression.

Here it is shown that the B-globin LCR is incapable of conferring position-
independent expression onto a lacZ reporter transgene in mice, even when the whole
B-globin gene is included in the transcription unit. Yet, LCR enhancer activity in the lacZ
gene containing constructs is at least partially maintained in mice and the same LCR-lacZ
constructs express at near position-independent, copy number-dependent levels in MEL
cells. These results show unequivocally that MEL cells are not an adequate model for
position-independent studies. The data are discussed in relation to previous results

regarding the mechanism of LCR activation.
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Results:

The B-globin LCR does not confer position-independent expression onto a lacZ
reporter transgene.

In the transgenic mice studies described below, the B-globin gene promoter from
-800 to +32 [relative to the transcription start (Cap) site] or a B-globin promoter deleted to
-87, containing only the TATA and CAAT box motifs of the minimal promoter, was used.
The promoter fragments were linked to a lacZ reporter gene (which codes for the
B-galactosidase enzyme) and this was followed by SV40 polyadenylation signals. These
reporter constructs were cloned into the microlocus cassette described by Collis et al.,
(1990). The final constructs, denoted BA and BB, are shown in Figure 1. Throughout

the results when we refer to LCR we mean as it exists in the microlocus cassette.

Five and seven stable transgenic lines for the BA and BB constructs, respectively,
were established. Adult blood cells isolated from transgenic animals were incubated in the
presence of X-gal to detect B-galactosidase activity in situ. Three of the five BA lines
(BA2, BA4 and BAS) and all seven of the BB lines demonstrated blue colouration of some
of the red blood cells in this assay. An example of this is shown in the top panel of Figure
2. The percentage of cells that coloured blue varied considerably between the different
lines, although it varied very little between animals of the same transgenic origin. No red
blood cells stained in two of the BA lines (BA1 and BA3) (not shown). When whole 15.5
day transgenic fetuses from the BA and BB lines were similarly stained in situ, the
circulatory system and the fetal liver, the site of erythropoiesis at this stage of
development, were coloured blue (Figure 2, middle and bottom panels). The intensity of
staining of the circulatory system and fetal liver varied among the different transgenic
lines, and the two BA lines (BA1 and BA3) that gave no detectable staining of adult red
blood cells also gave no colouration at the fetal stages (not shown). No blue colouration
was observed outside of the circulatory system and fetal liver for any of the BA and BB

lines. Thus, expression of the lacZ reporter gene was erythroid-specific, as would be
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expected for a B-globin LCR driven transgene (Grosveld et al., 1987; Blom van
Assendelft et al., 1989).

To determine the expression level per transgene copy, the copy number was
quantified on Southern blots of genomic DNA (Figure 3) and [B-galactosidase activity was
measured in extracts prepared from fetal liver. The results are summarized in Table L.
The two BA lines that showed no staining (BAl and PA3) gave no measurable
B-galactosidase activity (Table I). In contrast, the other three BA lines gave relatively high
B-galactosidase activity (BA2, BA4, and BAS lines in Table I).

Four of the BB lines (BB3, B4, BB5, and fB6) gave an expression per transgene
copy that was comparable to or greater than the activity seen with the expressing BA lines.
On the other hand, three of the BB lines (BB1, B2, and BB7) gave relatively low
expression per transgene copy. Thus, for both the BA and BB lines B-galactosidase

activity levels were highly variable and did not correlate to transgene copy number.

To ensure that none of the lines had sustained deletions and or rearrangements of the
transgenes, a detailed DNA analysis was done for all of the BA and BB lines (data not
shown). Genomic DNA was digested separately with Sacl and Xbal, which cut the
transgene constructs into nine and three fragments, respectively. Southern blots of the
digested DNA were hybridized in succession with a number of probes that cover the entire
construct (not shown). All fragments of the correct size were detected in the lines
included in the analyses. Taken together, these results suggest that the B-globin LCR
does not confer position-independent expression onto the lacZ gene in mice, at least when

only a B-globin promoter is present.

We also determined whether DNAse I hypersensitive sites were present in the
transgene LCR of different transgenic lines. Hypersensitive sites in the transgene human
B-globin LCR were detected in fetal liver nuclei isolated from two high expressing lines
(BB5 and BB6; Figure 4, panels A and B) but were not detectable in nuclei isolated from
two low expressing lines (BB1 and BB7; panels C and D). As a positive control, DNAse

I hypersensitive sites in the endogenous mouse [3-globin LCR were detected in these latter
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two cases using the same DNA (panels E and F). Therefore, in terms of hypersensitive
sites, the LCR itself was demonstrating position effects in these LCR-lacZ transgenic

mice.

Addition of the whole B-globin gene does not restore position-independent

expression to the lacZ reporter.

As it was found previously that a B-globin cDNA linked to the B-globin promoter in
the microlocus cassette was not expressed at high levels in MEL cells unless additional
B-globin gene sequences were included (Collis et al., 1990), we tested the effect of adding
further B-globin gene sequences to the lacZ reporter gene. Three different constructs were
tested. In BC (Figure 1), a DNA fragment from the BamHI site in the second exon of the
B-globin gene to the EcoRV site located 1.7 kb past the polyadenylation signals of the
gene was cloned after the SV40 polyadenylation signals in the BB construct. This B-
globin fragment includes the second intron, third exon, polyadenylation signals and the
downstream enhancer that was mapped previously (Behringer et al., 1987; Kollias et al.,
1987: Trudel and Costantini, 1987). However, since the SV40 polyadenylation signals
will be used in this construct, the downstream B-globin gene will not be part of the
unprocessed mRNA. In BD (Figure 1) the same B-globin gene fragment was cloned 3’ of
lacZ in the BB construct, but the SV40 polyadenylation signals were removed in this case
so that the B-globin sequences will become part of the transcription unit. The second
intron will be spliced out and the B-globin gene polyadenylation signals will be used.
Although a hybrid mRNA will be produced, the B-galactosidase protein synthesized will
be the same because the lacZ translational stop site is present. In the third construct (BE),
the lacZ gene, without a promoter or SV40 polyadenylation signals, was cloned directly
into the Ncol site situated at the protein initiation codon (ATG) in exon 1 of the B-globin
gene. Thus, the whole B-globin gene is present in this case. Introns 1 and 2 will be
spliced from the precursor message and the 3-globin polyadenylation signals will be used.
For these three constructs, fetal livers of founder embryos were studied directly in most
cases, although a few lines were also bred. When founder fetal livers were tested directly

it is possible that some animals were mosaic. However, this should not have affected the
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results as the transgene copy number was determined using fetal liver DNA in these cases;
the same tissue used to measure B-galactosidase activity. If the fetal liver was mosaic for
the transgene, expression and copy number would be affected in the same manner. All
transgenes were also tested for deletions as described above. None were detected in

transgenic animals that are included in the analyses.

Three lines carrying the BC construct were established and between them there was
a 15 fold variation in expression per transgene copy (compare BC2 and BC3 in Table II).
Many more lines and/or founders carrying the 8D or BE transgenes were generated and
the level of B-galactosidase expression per copy was seen to vary enormously for both of
these constructs (Table IT). For BD, a >700-fold variation was observed (compare D9
and BD13), while for BE a 300 fold variation was obtained (compare BE6 and BE9).
Moreover, several of the BD and BE transgenic founders (BD6, D12, BES, and BE9 in
Table II) gave total levels of activity that were near or only within a few fold of the
background, which was determined to be 1 mU/mg. Thus, although all the transgenic
derivatives with the BD and BE constructs demonstrated detectable levels of expression, in
addition to showing a high variation in the level of expression per transgene copy, the

absolute level of expression in some cases was extremely low.

B-galactosidase activity levels in extracts corresponds to lacZ mRNA levels.

To test whether the levels of B-galactosidase activity in extracts reflected the levels
of transgene message, fetal liver RNA from several BA lines and BD founders was
assayed by RNAse protection for lacZ mRNA expression and for mouse -major globin
expression as an internal control (Figure 5). The B-major signal varied only slightly
among the different samples. In contrast, the lacZ signal varied tremendously and this
variation correlated with the amount of B-galactosidase activity measured in extracts,
which is given at the bottom of the lanes in Figure 5 for comparison. Thus, the
B-galactosidase activity accurately reflected the amount of lacZ mRNA produced in the

different transgenic animals.
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The L.CR does confer position-independent expression onto the B-globin gene itself.

The microlocus LCR does confer position-independent, copy number-dependent
expression onto the PB-globin gene itself in transgenic mice (Talbot ez al., 1989).
However, the version of the microlocus used in that study was slightly different than that
designed by Collis et al., (1990). To ensure the microlocus LCR used in the present
report could confer position-independent expression onto the 3-globin gene alone and to
determine what variation in expression per copy would be obtained, the human [3-globin
gene alone in the same microlocus was studied (BF construct in Figure 1). Founder
transgenic fetal livers were tested for expression of the human B-globin transgene mRNA
relative to the endogenous mouse B-major mRNA by S1 protection analysis (Figure 6).
Six out of six independent founders showed high level expression of the transgene and
there was <4-fold variation in expression per transgene copy (summarized in Table III).
Thus, this version of the LCR does confer position-independent expression onto the

B-globin gene.

In drug-resistant-selected MEL cell clones. a LCR-lacZ transgene shows a much
closer relationship between copy number and expression levels.

For comparative purposes, the BD construct, for which we had obtained the most
independent transgenic samples (Table II), was also transfected into MEL cells. In this
case, the vector contained the G418 drug selectable gene neo that was removed in
preparing DNA for the generation of transgenic mice. Individual, stably transfected
clones were isolated and DNA was analyzed by Southern blot to determine transgene copy
number and to test for deletions. Clones that showed no deletions were induced to
differentiate with dimethylsulfoxide and extracts from the cells were measured for
B-galactosidase activity (Table IV). All of the clones gave relatively high levels of
enzymatic activity. Moreover, the levels of expression per transgene copy correlated to a
much better degree than the same construct studied in transgenic mice. There was

<13-fold variation in expression on a per transgene copy basis in MEL clones versus a
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>700-fold variation for the same construct studied in transgenic mice (compare results for

BD construct in Table IV to those in Table II).
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Discussion:

Cultured cells are not a good model for position-independent studies.

Although the microlocus LCR confers position-independgnt, copy number-
dependent expression onto the B-globin gene in transgenic mice, with less than a four fold
variation in expression per transgene copy (Talbot et al., 1989, and see Table IiI), we
demonstrated here that LCR constructs running a lacZ reporter gene in mice give up to a
700 fold variation in expression of 3-galactosidase activity per transgene copy (Tables I
and II). This occurs even when the entire B-globin gene is incorporated as part of the lacZ
reporter gene construct. Recently, it has been suggested that a lacZ reporter gene in cis
with the major regulatory element of the human o-globin gene locus gives cell variegated
expression in transgenic mice (Robertson et al., 1995). This results in variable levels of
expression between different transgenic lines. However, the B-globin LCR-lacZ
constructs studied in the present report do not show cell-variegated expression
(manuscript submitted). Our results show that the B-globin LCR is unable to confer
position-independent, copy number-dependent expression onto the lacZ reporter gene in

transgenic mice.

In contrast to the results in transgenic mice, a LCR-lacZ construct gave only 13-fold
variation in expression per copy in stably transfected clones of MEL cells (Table IV).
There are at least two reasons why such a difference between the mouse and cell culture
models may exist: (i) Stably transfected cell clones are drug selected. For a clone to be
able to grow in the presence of drug, the promoter of the selectable gene must be at least
mildly active. If it happened that the LCR were unable to open chromatin itself, one
would then only select clones in which the transgene had integrated into sites of chromatin
that are normally transcriptionally active. In such cases, the LCR enhancers may be able
to function at high levels independently from the LCR chromatin opening activity. On the
other hand, both transcriptionally inactive and active sites of chromatin integration are
obtained in transgenic mice, as no selection for the transgene is used. Thus, transgene

expression would be expected to show position effects in mice if the LCR were unable to
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open chromatin properly. (ii) Alternatively, the LCR in our constructs may be more able
to properly open chromatin and allow the LCR enhancers to function in a position-
independent manner in MEL cells than in transgenic mice. During development,
chromatin remodelling occurs at different stages and acts to activate and repress different
regions of chromatin in a tissue-specific manner (Boulikas, 1991; Zlatanova and Holde,
1992). For the LCR to function fully in erythroid cells and in any chromatin site in the
developing organism it must be able to override the mechanisms that are attempting to
repress gene expression at each developmental stage. On the other hand, MEL cells
represent a single and late (adult) stage of mouse development. The requirements of the
LCR to open and maintain chromatin in an active configuration may therefore be less
stringent in MEL cells than in transgenic mice. Whatever the reason, our results
unequivocally show that a LCR containing construct that does not give position-
independent expression in transgenic mice can give a false indication of position-
independence in cell culture clones. Thus, drug-selected cell culture clones are not a good
model for studies regarding position-independent expression. Others have also
demonstrated that culture cells may sometimes be a poor model for gene expression
studies. For example, Zimmerman et al. (1990) found that expression of N-myc

transgenes was tissue restricted in mice but not in culture cells.

Why does the LCR not confer position-independent expression onto the lacZ
reporter gene in transgenic mice?

Previously, when globin genes were studied without the LCR it was found that the
fB-globin promoter alone, as the only defined regulatory sequence, was not sufficient for
expression in transgenic mice (Behringer ef al., 1987; Trudel and Costantini, 1987).
However, with the B-globin promoter extending to -800 linked to the lacZ gene (BB
construct), or with the promoter extending to just -87 (BA construct), with no additional
regulatory elements other than the LCR, seven of seven and three of five transgenic lines,
respectively, gave detectable P-galactosidase activity in mice (Table I). Thus, the
enhancers of the LCR can work at least partly in transgenic mice with constructs

containing the lacZ gene. Moreover, the lacZ reporter gene was expressed at high levels
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in every MEL cell clone and in a near copy number-dependent fashion (Table IV). Thus,
in the context of active chromatin, regardless of whether or not it was the LCR that
provided the active chromatin in MEL cells, the LCR enhancers are capable of invoking
high levels of transcription onto the lacZ reporter gene. However, lacZ expression in
transgenic mice was very influenced by position, suggesting that in the presence of the

lacZ reporter gene the chromatin opening activity of the LCR is definitely impaired.

There may be many reasons why lacZ is able to interfere with the chromatin opening
activity of the LCR in mice but still allow the enhancers to partly function. Two
possibilities, that are dealt with individually below, are suggested by previous findings.
The first possibility is that the LCR chromatin opening activity and its enhancer properties
are partially or entirely separable functions that might involve different mechanisms. If
this were the case, the lacZ sequences might be able to interfere with the chromatin
opening function without affecting enhancer activity directly. That the two LCR
properties are separable entities is suggested by the finding that the element of the chicken
globin locus that can confer position-independent expression has only weak enhancer
activity (Reitman et al., 1990), and by the recent demonstration by one of us (Ellis et al.,
1996) that the chromatin-opening activity of the human f-globin LCR, as measured by the
ability to give position-independent expression in mice containing single copy transgenes,
resides solely in the HSS3 region. Thus, the chromatin opening activity in the human
B-globin LCR is both physically and functionally separate from the enhancers in HSS2
and HSS4. It remains to be determined if it is also separable from the enhancer activity of

HSS3.

Do the chromatin opening activity and enhancer properties of the LCR involve
different mechanisms? To explain why the globin genes compete for activation by the
LCR during development, it has been suggested that the LCR functions through a looping
mechanism, in which it directly interacts with the gene it is activating (Hanscombe et al.,
1991). This model has been strongly supported by further experimentation (Kim et al.,
1992; Fiering et al., 1995). However, in most investigations, only the relative level of

gene expression is considered. As the levels of transcription only reflect enhancer activity
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per se, the studies have not directly addressed whether the chromatin opening activity may
function through a similar mechanism to the enhancers. In fact, the demonstration that a
v- and B-globin gene together in cis with the LCR are both expressed in a position-
independent manner at all stages of development, although the genes do show a
developmental-specific competition for levels of expression (Li and Stamatoyannopoulos,
1994), suggest the genes compete for the enhancer activity but not for the chromatin
opening activity of the LCR. This would be explained if LCR chromatin opening activity
involves a mechanism different from that of the enhancers. As an example of an
alternative to the looping model, a scanning mechanism has been suggested for other
systems (Migeon, 1994; Hecht ef al., 1995). In a scanning scenario a change in
chromatin structure may originate and propagate from the LCR. There may exist
sequences in the lacZ gene that block the necessary alteration in chromatin from passing
through them, but do not directly prevent the LCR enhancers from interacting with the
B-globin promoter. This would result in the position-dependent expression in transgenic

mice we observe with LCR-lacZ constructs.

The second plausible explanation as to why the B-globin LCR is unable to activate
the lacZ reporter gene in a position-independent manner is that the LCR chromatin opening
activity is spatially distributed and requires a specific arrangement of defined regulatory
sequences. For example, although the chicken [3-globin gene in cis with its downstream
enhancer (LCR) is expressed independently from position in mice, addition of any one of
four upstream HSS regions, but not all four together, causes the gene to be transcribed in
a position-dependent manner (Reitman et al., 1995). In addition, whereas a human
v-globin gene with its promoter to -382, in cis with the LCR, is expressed independently
of position, extension of the promoter to -730 prevents it, while also including the
B-globin gene in 3' permits the recovery of position-independent expression (Li and
Stamatoyannopoulos, 1994). Thus, LCR chromatin opening activity may need specific
regulatory sequences at both the LCR and gene level, as well as a specific spatial
arrangement of these sequences. Although the B-globin gene would be expected to

provide the necessary gene elements, as it is activated in a position-independent fashion by
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the LCR, inserting the lacZ gene into the B-globin gene might disturb the spatial

arrangement required and/or prevent interactions between the different elements.

The two possibilities discussed above are not mutually exclusive. The LCR
chromatin opening activity may involve a different mechanism fromn that of the enhancer
activity and at the same time need a specific arrangement of regulatory sequences to
function properly. In any case, our results have shown that the LCR does not confer
position-independent expression onto just any gene in transgenic mice. Future work
needs to be focused on determining what is required at the gene level for the LCR to be
able to confer position-independent expression and/or whether chromatin opening
functions as a separate entity from enhancement. The lacZ gene may be a useful tool in

this regard.
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Materials and methods:

Transgenic mouse production.

Microlocus constructs were digested with Sacll to remove plasmid and neo gene
sequences, the DNA fragments generated were separated by agarose gel electrophoresis,
and the fragment of interest was purified using GeneClean II (Bio/Can Scientific).
Transgenic mice were produced as described (Bérard et al., 1994). Transgenic founders
were either allowed to go to term and bred to produce stable lines or sacrificed 14 or 15

days following microinjection.

DNA analysis.

For bred lines, tail DNA was used to determine copy number and transgene
integrity. Fetal liver DNA was used for non-bred founders. The BAS5 line was deemed to
contain a single transgene copy by end fragment analysis (not shown), and was used as a
standard to determine copy number for all other founders and lines. Fifteen ug of
genomic DNA was digested with Sacl and analyzed by Southern blot, hybridizing
successively to a 2 kb Xbal fragment from the 5' end of the LCR in the microlocus vector
and a 1.3 kb Sacl fragment from the dystonia musculorum (dr) locus (Brown et al., 1995)
as a loading control. The signals were quantified by scanning autoradiograms with an

LKB Ultra Scan laser densitometer linked to a LKB 2200 integrator.

B-galactosidase assays.

Transgenic fetuses were isolated 15 days after observation of the spermatic plug for
bred fetuses or 15 days after microinjection for founder fetuses. For in situ detection of
B-galactosidase activity, fetuses were fixed 1 hour in the dark at 4°C in 1 % formaldehyde,
0.2 % glutaraldehyde, 0.02 % NP-40, and 1 mM MgCl2 in phosphate buffered saline
(PBS). The fetuses were rinsed twice in PBS and then incubated for the indicated time in
the dark at 37°C in PBS containing 0.01 M potassium ferrocyanide, 0.01 M potassium
ferricyanide, 0.1 M 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galactoside (X-gal) and 1 mM

MgCl2. For adult blood cells, a few drops of tail blood were collected, the cells were
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fixed in 0.2 % glutaraldehyde in PBS for 10 minutes, rinsed in PBS, and incubated 18

hours in X-gal solution as above. MEL cells were assayed in situ as described for adult

blood.

To measure -galactosidase activity in extracts, a quarter of a fetal liver was pipetted
through a plastic pipette tip to disperse the cells into 100 pl of 0.25 M Tris-HCI (pH 8).
Similarly, 1 x 105 induced MEL cells were diluted in 100 pl of the same buffer. The
suspensions were frozen on dry ice and thawed at 37° three times and the insoluble matter
was removed by centrifugation for 5 minutes at 4°C. Protein concentration was estimated
using the Bio-Rad Protein Assay system (Bio-Rad Laboratories) with bovine serum
albumin as a standard. Twenty ug of extract protein was assayed for B-galactosidase
activity as described (Sambrook et al., 1989) and activity was measured relative to a
commercial B-galactosidase standard (Boehringer Mannheim). All assays were performed
under linear conditions and several concentrations of the standard were assayed for

different times in each case.

Hypersensitive site detection.

DNAse I hypersensitive sites were measured as described (Forrester et al., 1990)
with modifications. Three to five fetal livers were homogenized in 5 ml of 10 mM Tris-
HCI (pH 7.5) containing 10 mM NaCl and 0.1 % NP-40 on ice and 20 ml of the same
buffer without NP-40 was added. Nuclei were pelleted and resuspended into 1.6 ml of 10
mM Tris-HCI (pH 7.5) containing 10 mM NaCl and 1 mM CaCl2. Aliquots were
incubated for 5 minutes at 37°C with 0, 0.1, 0.4, 1, 4 or 16 ug of DNAse I (Boehringer
Mannheim). Genomic DNA was isolated and digested with Clal and Xhol, and Southern
blots of the DNA were hybridized with a 1 kb Nof#I-Clal fragment (HSS1) from the
human LCR in the microlocus vector. Alternatively, the DNA was digested with PsfI and
Southern blots were hybridized with a 1.1 kb EcoRI-Pstl fragment from the mouse LCR
(Jimenez et al., 1992).
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RNA analysis.

The BF founder fetal livers (Table III) were isolated at 14 days following
microinjection. Cells from half of a liver were dispersed in 500 ul of Trizol (Gibco-BRL)
and RNA was isolated as described by the manufacturer. DNA from the cell debris in the
organic phase was precipitated with 1 ml of ethanol and purified by usual procedures for
tissues. S1 analysis was done as described (Ellis ef al., 1993). The PA and D fetal
livers (Figure 5) were isolated at 15.5 days and RNA purified as above. RNAse
protection assays were performed as described previously (Delvoye et al., 1993). The
antisense RNA probes used represented a lacZ gene fragment from Clal to EcoRV (+1129
to +1417 relative to the translation initiation site) in the lacZ gene that protects a 288 base
RNA fragment and a B-major fragment from Sau3A to Hgal (-15 to +60 relative to the

Cap site) of the mouse B-major gene that protects a 60 base RNA fragment.
Cell culture.

MEL (C88) cells were grown and transfected, as previously described (Delvoye et
al., 1993). Single clones were selected by serially diluting cell suspensions to contain on
average 1 cell per 200 pl in 20% conditioned medium, plating 200 i in individual wells
of 96 well plates, and microscopically testing for individual cells and colonies for several
days. Selected clones were induced with 2 % dimethylsulfoxide for 5 days and protein

extracts for B-galactosidase measurements were prepared.
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Table I: Analysis of BA and BB transgenic lines.

Line B-gal.l copy #2  Expression/copy
(mU/mg) (mU/mg)/copy

BAI 0 2 0

BA2 220 3 73

BA3 0 ~200 0

BA4 270 5 54

BAS 60 1 60

BB1 25 3 8.3

BB2 25 19 1.3

BB3 590 14 42

BB4 720 3 240

BBS 610 4 152

BB6 900 3 300

BB7 8 7 14

1l Extract from fetal liver was assayed for B-galactosidase

activity.

2 Copy number was determined using F1 tail DNA.



Table II: Analysis of BC, BD and BE transgenic fetuses.

Linel B-gal. copy #2  Expression/copy
(mU/mg) (mU/mg)/copy

BC1 (1) 1650 20 82
BC2 (1) 1020 10 100
BC3 (1) 105 16 6.6
BD1 2750 50 55
pD2 125 3 42
D3 15 3 3.0
BD4 30 12 2.5
BDS5 750 5 150
BD6 3 1 3.0
D7 130 3 43
D8 1060 12 88
BD9 3900 25 156
D10 300 15 20
D11 300 2 150
D12 2 1 2.0
D13 5 30 0.2
BD14 50 20 &5
BD15 (1) 12 20 0.6
BD16 (1) 23 30 0.8
BD17 (1) 1020 14 73
BE1 10 5 2.0
BE2 6 4 1.5
BE3 J 0.6 15
BE4 6 4 x5
BE5 1 2 05
BE6 120 2 60
BE7 8 1 8.0
BES 50 1 50
BE9 1 5 0.2
BE10 25 0.7 36

1(1) depicts bred lines which were analyzed as in Table I. The
other mice were analyzed as founder fetuses 15 days following
microinjection.

2The copy number was determined in fetal liver DNA.
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Table III: Analysis of BF transgenic fetuses!.

Line % huPp/mop2  copy #3 Expression/copy

BF1 11 0.2 55
BF2 37 1 37
BF3 50 3 17
BF4 75 5 15
BE5 180 8 23
BF6 328 6 55

1 Fetal livers were isolated 14 days after microinjection
2 The ratio of human B-globin expression to mouse B-major
expression was determined by S1 protection (see Figure 5).

The copy number was determined as in Table II.
3 Copy number was determined from the fetal liver DNA.



Table IV: Analysis of MEL clones transfected with

BD construct.

Transfected  [B-gal. relativel  Expression/copy
clone (mU/mg) copy #

BD-C1 570 2 290
BD-C2 1200 2 600
BD-C3 1200 2 600
BD-C4 1300 2 650
BD-C5 2300 4 575
BD-C6 1600 6 270
BD-C7 1300 3 430
BD-C8 3300 4 830
BD-C9 800 2 400
BD-C10 1100 Z 550
BD-C11 510 3 170
BD-C12 1000 1 1000
BD-C13 970 2 490
BD-C14 1300 1 1300
BD-C15 780 2 390
BD-C16 710 2 353
BD-C17 620 2 310
BD-C18 630 6 105
BD-C19 510 2 260
BD-C20 410 1 410
BD-C21 270 1 270
BD-C22 430 1 430
BD-C23 360 2 180

1 A copy number of 1 was assigned to the clone with the
lowest LCR probe intensity relative to the dtf control probe
intensity on Southern blot analysis and the others were

assigned by comparison to it.
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Figure 1: Structure of the f-globin locus and microlocus constructs. (A) The structure of
the B-globin locus with the position of HSS regions in the LCR indicated by arrows. (B)
the structure of the B-globin microlocus designed by Collis ez al. (1990) is shown. Black
boxes indicate the 3 exons of the B-globin gene. (C-G) The structure of the various lacZ
reporter constructs.
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Figure 2: In situ detection of B-galactosidase activity in adult red blood cells and fetal
tissues. The top panel shows the tail blood from adult mice (transgenic line $B6), the
middle panel shows 15.5 day fetuses (transgenic line BB1) and the bottom panel shows
15.5 day fetuses (transgenic line fA4) with the liver dissected out. The right of each
panel is a non-transgenic litter mate. The scale bars in the top and bottom panel represent
20 and 1000 pm, respectively. The fetuses in the middle panel were incubated in X-gal
solution overnight to stain the circulatory system, whereas the fetuses in the bottom panel
were only incubated for 30 minutes.
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Figure 3: Copy number determination. DNA from the transgenic mouse line shown at
the top of each lane was digested with SacI and then analyzed by Southern blot
hybridization. The membrane was hybridized with a DNA fragment from the LCR in the
microlocus and with a control probe from the mouse df locus. Copy number was
calculated as the ratio of the LCR band intensity over the df band intensity.
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Figure 4: Hypersensitive site determination. Nuclei isolated from 15.5 day fetal livers
were assayed for DNAse I hypersensitivity of the transgene LCR or the endogenous
mouse B-globin LCR. (A-D) Transgenic lines BB5, fB6, BB1 and BB7, respectively,
were analyzed with a human HSS1 probe from the transgene LCR. BB1 and BB7 were
also analyzed with a mouse LCR probe in (E) and (F), respectively. In lanes 1, DNA was
isolated from untreated fetal liver nuclei, while in lanes 2-7 the DNA was isolated from
nuclei that were incubated with increasing amounts of DNAse I (0, 0.1, 0.4, 1.0, 4.0 and
16 ug, respectively). The arrows to the right of the figure indicate the position of DNA
fragments that appear on the Southern blot due to the presence of DNAse I hypersensitive
sites in the respective LCR.
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Figure 5: RN Ase protection analysis of lacZ mRNA expression. Total RNA from the
fetal liver of the BA line or BD founder indicated at the top of each lane (n.t., non-
transgenic) was assayed by RNAse protection using a lacZ and B-major antisense probes.
The position of the signals for lacZ and B-major are indicated by the arrows to the left of
the figure. The top panel shows a 1 week autoradiographic exposure of the complete gel,
while in the bottom panel a 5 hour exposure of the B-major signal is also shown for
clarity. For comparison, the level of B-galactosidase activity measured in fetal liver
extracts of each transgenic line or founder is indicated at the bottom of each lane.
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Figure 6: S1 nuclease protection analysis of B-globin gene expression in mice carrying
the B-globin gene without lacZ sequences. Total RNA, isolated from the fetal liver of the
founder transgenic mouse indicated at the top of each lane (n.t., non-transgenic) carrying
the BF construct, was assayed by S1 protection for human -globin mRNA and for the
endogenous mouse B-major transcript.
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Abstract:

We studied transgenic mice carrying the lacZ reporter gene linked to the erythroid-
specific B-globin promoter and -globin locus control region (LCR). Previously, we had
demonstrated that the total level of expression of -galactosidase enzyme, which is the
product of the lacZ gene, varies widely between different transgenic mice due to position
effects at the sites of transgene integration. Here, using the X-gal based in situ assay for
B-galactosidase activity, we found that the percent erythroid cells that expressed the
transgene also varied widely between the mice. Moreover, a kinetic analysis showed that
the average B-galactosidase content per expressing cell varied both between samples of
different transgenic decent and between erythroid cells within each sample; demonstrating
that the variable expression of this lacZ transgene was being controlled in a graded
manner. These results suggest that the B-globin LCR enhancers function through a
graded model, which is described, rather than the binary mechanism that has been

proposed previously for other enhancers.
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Introduction:

When transgenes integrate into the genome of mice or other organisms, they are
generally prone to a phenomenon called position effects or position-dependent expression
(reviewed in 1,2). The levels of expression show a wide variation between different sites
of integration in the genome with no relationship to transgene copy number. These
position effects are thought to be the result of the influence of neighboring chromatin
structure on the functioning of enhancers controlling expression of the transgene. Thus,
by studying position-effects we can gain insights into the mechanism of up-regulation of

gene transcription by enhancers.

Originally, it was proposed that enhancers increase the transcription initiation rate of
a gene by increasing the density of RNA polymerase molecules transcribing it (3,4).
However, several studies have disputed this rate model. For example, using an assay for
lacZ transgene activity that detects expression in individual cells, Walters er al. (5) found
that enhancers increase the proportion of expressing cells, but not the level of expression
in individual cells. To explain this result, they proposed the binary model, which
suggests that the level of expression is always the same in each transcribing cell, but only
some cells are able to form an active transcription complex. By affecting this binary
(on/off) switch, enhancers increase the percentage of cells that form an active transcription
complex. A similar hypothesis was originally put forth by Weintraub (6) and the
possibility was also discussed earlier by Moreau et al. (7). More recently, Walters et al.
showed that enhancers prevented transgene repression that occurred upon removal of drug
selection from stably transfected cell clones (8). They therefore suggested that enhancers
increase the number of cells able to undergo active transcription by preventing gene

repression in individual cells.

It is well known that integration of a transgene near telomeric or centromeric regions
in yeast or Drosophila (reviewed in 9,10), as well as in mice (reviewed in 11), can result
in heterocellular expression of a transgene such that it is expressed in some cells but not in

others. This phenomenon is called position effect variegation. In looking at expression in
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individual red blood cells of transgenic mice carrying a lacZ reporter gene under the
control of o-globin regulatory sequences, Robertson ez al. (12) found that position effects
resulted in a variable number of expressing cells between different transgenic mouse lines,
but did not appear to greatly affect the level of expression per cell. Moreover, the addition
of an enhancer was found to increase the number of expressing cells with no apparent
affect on the level of transcription in individual cells (13). These observations support the
notion that position effects and enhancer function can be controlled by a binary model in
some cases. However, the binary model alone may not fit all situations. For example,
position effects on expression of the white gene in Drosophila sometimes result in
variegation that can be seen as a mosaic (or variegated) eye color pattern. This is caused
by the fact that some cells do not express the transgene at all while all other cells express at
wild type levels, as the binary model would predict. In contrast, many position effects on
the white gene result in a variety of eye colors, ranging from light yellow, to orange,
brown and dark red, without apparent cell to cell variegation (14). Similarly, even when a
ade6 transgene is integrated near a centromeric region in yeast, cells of a variable color
between white and red arise, suggesting that there can be a gradient of transgene
expression between individual cells (15). Thus, an alternative mechanism to the binary

model may function in some cases.

Locus control regions (LCRs) are DNA elements that can overcome position effects
(reviewed in 16). LCRs have been isolated from several gene loci and they are often
associated with enhancers. However, the ability to enhance gene expression and the
ability to confer position-independent expression onto transgenes appear to be independent

and separable functions of LCRs.

To date, the best characterized LCR is that of the human B-globin gene locus
(reviewed in 17,18). The B-globin locus contains five active genes (€, Gy, Ay, 0, and 3)
that are arranged in their developmental order of expression and all five genes rely on an
LCR for high levels of expression. This B-globin LCR is located ~15 and 60 kb upstream
of the €- and 3-globin genes, respectively, and it is signified by five regions of DNAse I

hypersensitive sites (HS). Three of these HS regions have enhancer activities that can act
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independently of one another to give partial levels of expression (19 and references
therein). How the full B-globin LCR protects against position effects is unresolved. It
may require at least three of the HS regions (20), and may also involve specific sequences

flanking the globin genes (21-23).

If the enhancers of the LCR act via the binary mechanism as proposed (5), one
might predict the LCRs position-independence function is to prevent repression in all cells
so that they all express at the same level. However, it has been shown that the genes of
the B-globin locus compete for activation by the LCR during development (24-26), such
that when a - and B-globin gene are together with the LCR in transgenic mice, the
y-globin gene is only expressed during embryonic and early fetal life, while the B-globin
gene is expressed only in late fetal and adult life. This is so, even though the embryonic
cells are perfectly competent to express the B-globin gene, since if the 3-globin gene is
alone with the LCR it is expressed at all stages of development in mice (24-26).
Moreover, Wijgerde et al. showed that during the switching process the cells flip-flop
between transcribing the y- and B-globin gene from the same chromosome (27). In
addition, some transgenic mice carrying a position-dependent y-globin-LCR construct
gave a heterogeneous cell to cell intensity of staining with y-globin antibodies (28,29), and
erythroid colonies isolated from patients with heterocellular hereditary persistence of fetal
hemoglobin, a human disorder in which there is an increase in y-globin producing cells in
adults, show a heterogeneity in the amount of y-globin production (30). Taken together,
these results show that activation of the LCR enhancers does not necessarily mean that all
cells will express a given gene at the same level. Therefore, although the LCR action may

involve a binary mechanism, this model alone fails to explain all observations.

To understand how the B-globin LCR brings about position-independent
expression, we need to know how the LCR enhancers will act on a globin gene promoter
under a situation where the ability of the LCR to protect against position effects has been
crippled. Recently, we showed that a lacZ transgene linked to the B-globin gene promoter
in cis with the LCR is highly susceptible to position effects in mice (21). That this same

transgene gave full levels of expression in individual drug-selected, transfected cell culture
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clones suggested that the LCR enhancers were functioning, but the LCRs ability to
prevent position effects does not work with such a transgene in mice. Here we look at
lacZ transgene expression in individual blood cells of >40 different transgenic mice. We
show that expression on a cell to cell basis is graded both within a single transgenic
sample and between different samples. Thus, the B-globin LCR enhancers function

through a graded mechanism that is described.
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Materials and Methods:

Transgenic mice:

The generation of transgenic mice used in this study has been described (21).
Briefly, the BA transgene contains the lacZ coding sequences, followed by Simian Virus
40 (SV40) polyadenylation signals, linked to a minimal B-globin promoter (-87 to +32
relative to the Cap site) in cis with the LCR from the B-globin p-locus plasmid (31). In
the BB, BC, BD and BE transgenes the B-globin promoter extends from -800 to +32. BB
is otherwise identical to PA. In BC and BD, sequences starting from the BamHI site in the
second intron to 1.7 kb downstream of the polyadenylation signal of the B-globin gene
were cloned 3' to the lacZ sequences in BB. For BC the SV40 polyadenylation signals
were left intact so that the further B-globin gene sequences are not transcribed, while the
SV40 polyadenylation signals were removed in the case of the BD construct. The BE
transgene contains the whole B-globin gene, from -800 to 1.7 kb past the polyadenylation
signal, with the lacZ sequences (without the SV40 polyadenylation signals) cloned directly
into the Neol site situated at the B-globin protein initiation codon. As indicated in Table 1,
transgenic animals were either studied as founders isolated 15 days after microinjection or
stable lines were produced and 15.5 day old fetuses of third and further generations were

studied.

B-galactosidase assays:

For in situ assays with the X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-
galactopyranoside) substrate, one quarter of a fetal liver was dispersed into 100 pl of 0.25
M Tris.HCI (pH 8.0). Ten pl of the cell suspension was deposited into a well of a 96
well tissue culture plate, and then the cells were fixed by incubating in 100 pl of
phosphate buffered saline (PBS), containing 0.2% glutaraldehyde, for 10 min. The cells
were rinsed with PBS and incubated in the dark at 37°C in PBS containing 0.1 M X-gal,
0.01 M potassium ferrocyanide, 0.01 M potassium ferricyanide and 1 mM MgCl,, for

either 24 hours, after which time no further staining was observed, or for the times
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indicated in the figures. Measurements of the percent blue stained cells and photographs
were done under phase contrast optical microscopy. The method to measure total

[-galactosidase activity was as described previously (21).

Densitometry.

The density of blue coloration of individual cells developed with the X-gal in situ
assay (see Fig. 2b) was determined using an IS 1000 o.-imager (Canbera Packard Inc.).
For each photograph, which represented a different time point (see Fig. 1), the density of
90-100 randomly chosen cells was determined and from this the background determined
from areas of the photograph without cells was subtracted. The most intensely colored
cells from all photographs were arbitrarily given a value of 10, while the least intense
(unstained) cells were given a value of 0. The intensity of other cells was scored between
0 and 10, where 0 means the cell had a relative intensity of <1, 1 means the cell had a
relative intensity of between 1 and 2, 2 means the cell had a relative intensity between 2

and 3, and so on.

Methvylation assayvs.

DNA was assayed for methylation as described previously (32). Details are given in
the legend to Figure 4. Note the different lanes in Fig. 4 were all from the same Southern
blot which was exposed to film for different times to even out the intensity of the

individual lanes.

94



Results:

B-Galactosidase expression is graded in transgenic mice carrying the lacZ gene

under the control of the 3-giobin LCR.

Although the B-globin LCR directs position-independent expression onto globin
transgenes in mice (33), transgenes containing the B-globin LCR and the bacterial lacZ
gene linked to the B-globin promoter are prone to strong position effects in mice (21).
Among forty two transgenic samples studied, the level of lacZ transgene expression, as
measured both at the mRNA and B-galactosidase activity level, varied >700 fold on a per
copy basis between those mice that had detectable expression, and two samples gave no
expression at all. Fetal liver cells from 41 of these transgenic animals, which included
fifteen bred lines, were dispersed into solution and were stained for B-galactosidase
activity using the X-gal reagent (34). The percent cells that colored blue after a 24 hour
incubation, after which time no further staining was observed, varied widely among the
different transgenic animals (Table 1). A low of ~1%, to a high of >85% was obtained,
excluding the two samples that had no detectable expression at all. Greater than 80%
apparently B-galactosidase positive cells likely represented all of the red blood cells, since
fetal liver also contains hepatic cells which would not be expected to express the transgene

as it is erythroid-specific (35).

The variation in the fraction of staining cells in the different transgenic animals was
not due to a lack of precision in the assay since fetal livers derived from animals of the
same transgenic line gave very little difference in the percent staining cells (not shown). It
is possible that some of the variation between samples from founders was due to the
presence of mosaic animals. If a founder was mosaic, some of the red blood cells may
not have contained the transgene. However, a >10-fold variation in the fraction of
staining cells was also observed between the different bred lines (Table 1). Since the
transgene must have passed through the germ line for it to be transferred to offspring, all

red blood cells in these lines must have contained the transgene. Therefore, a kinetic
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analysis of the in situ B-galactosidase assay was done to gain an appreciation of the

mechanism of this heterocellular staining-position effect phenomenon.

Transgenic fetal liver samples derived from bred lines that showed either a relatively
low (BD15, 11%), medium (BAS, 28%), or high (BB5, 82%) proportion of staining cells
were viewed at different times of incubation with X-gal (Fig. 1). Note that all the other
lines and founders were studied similarly and the results presented and discussed below

were typical.

The binary model predicts that when comparing cells within a single transgenic
sample the expressing cells should have approximately the same content of B-galacto-
sidase enzyme. Thus, one would expect there would be little variation in the staining
intensity of individual cells in a given sample. Indeed, this was seen to be the case for a
lacZ transgene under the control of oi-globin regulatory sequences in transgenic mice (13).
However, in all of our samples the number of cells that could be discerned to contain blue
coloration increased with the time of incubation with X-gal (Figs. 1 and 2a), suggesting
that cells within a single sample did not contain the same amounts of f-galactosidase
protein. This conclusion was supported by the observation that there was also a large
variation in the intensity of staining of individual cells at any given time. This could be
seen visually (see arrows in Fig. 1 for example, but note that the variation in cell intensity
can be easily seen in all samples in Fig. 1 and was seen with every transgenic sample) and
by determining the staining intensity of individual cells using densitometry (Fig. 2b).
Note also that cells could be seen to increase their intensity of staining with the time of
incubation (see arrow heads in Fig. 1), as would be expected if the intensity of blue
coloration versus time reflected the level of B-galactosidase enzyme in individual cells.
Thus, cells within each transgenic sample were not expressing at a set level as the binary
model would suggest and as has been seen in other studies (13). Rather, there was a

gradient in 3-galactosidase activity.

To ensure the cell to cell variation in staining intensity within a single transgenic

sample was not due to an incubation phenomena, such as diffusion of B-galactosidase
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enzyme or reaction product from a positive cell to a negative cell, we mixed, in varying
proportions, fetal liver cells from a transgenic animal that showed a high percent of
positive cells with fetal liver cells from a non-transgenic animal. In all cases, the percent
cells that could be detected as B-galactosidase positive was predictable based on the
proportion of transgenic sample in the mix (results not shown). It also seemed possible
that the cell to cell variation could at least partially reflect the changing differentiation status
of developing erythroid cells in fetal liver. However, when fetal blood cells, all of which
should be mature cells, were stained and looked at at different times they showed a similar
gradient in staining intensity (results not shown). Hence, the differentiation status was
playing a minor role if any. We have also previously shown that the level of B-galacto-
sidase activity correlates with the level of lacZ mRNA (21). Thus, the results taken
together suggested that the variation in staining intensity reflected different levels of

transgene expression in individual red blood cells.

The binary model also suggests that the level of expression per positive cell should
be the same between different transgenic samples as, again, was observed to be the case
for the lacZ gene in cis with the a-globin regulatory sequences (13). However, this was
not the case for our transgenic samples. For example, in a sample that gave a low percent
of detectable cells (top row in Fig. 1), stained cells could only barely be detected after 2 h
of incubation. In fact, even after 24 h of incubation, none of the cells had attained an
intense blue color. Rather, they were just detectable. In contrast, a transgenic sample
with a high fraction of detectable cells (bottom row in Fig. 1) gave intense staining cells
even after only 2 h of incubation, and many stained cells were already easily discernible
after only 45 min of incubation. A transgenic sample that gave a medium proportion of
apparent [3-galactosidase positive cells (middle row in Fig. 1a; compare to top and bottom
rows) gave a profile of staining, in terms of the time blue cells first appeared and the
average intensity of staining at any given time, that was between that for the low and high
expressing samples. These results suggest that the average amount of B-galactosidase per
expressing cell was varying considerably between the different lines. In fact, it appeared

that samples that showed a low fraction of positive cells had less B-galactosidase enzyme
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per cell, on average, than samples that had a higher proportion of positive cells. To test
these possibilities more rigorously, we calculated the amount of B-galactosidase activity
per expressing cell for each sample and plotted the values against the total expression
measured in extracts. With the binary model, since expression per positive cell should be
constant between the different samples, one would predict the curve shown in Figure 3a.
However, as can be seen in Figure 3b, the average level of expression per positive cell we
observed was not constant. Rather it increased proportionally to the total expression
(R=0.981). Thus, not only was there a grading of expression between cells within a
given sample, there was also a grading of expression when comparing cells between
different samples. It is also interesting to note that the maximum level of -galactosidase
enzyme that cells could possibly produce was not reached since the curve in Figure 3b did
not plateau at the higher values of expression per cell. Another manner of looking at the
results is shown in Figure 3c. As the average level of expression per positive cell
increases so does the number of cells that can be detected as positive. These two values
are approximately proportional at the lower part of the curve and then plateau at >80%
positive cells, which likely represents the total red cell population. This agrees with the
finding that samples with a low fraction of positive cells give rise to less intense stained
cells than samples with a higher fraction of positive cells (Fig. 1). The data in Figure 3¢
clearly indicate that it is the average level of expression per cell in the population of cells

that determines what fraction of cells can be detected as positive.

In presenting the binary model the effect of a variation in transgene copy number
was not discussed (5). In any case, we have shown previously that expression of the lacZ
gene in the transgenic samples studied here shows absolutely no relationship to copy
number in terms of total B-galactosidase activity or mRNA levels in fetal liver (21).
Moreover, there is also no relationship to transgene copy number when expression, in
terms of percent cells stained or expression per cell, is looked at on an individual cell basis
(Table 1). For example, a single copy transgenic can give more intensely stained cells

(i.e. higher expression per cell) than a multi-copy transgenic (compare the 1 copy BAS line
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to the 20 copy BD15 line in Fig.1). Thus, transgene copy number does not have any

bearing on the interpretation of the data presented here.

Gene silencine. as measured by methylation of the transgene DNA, was absent in

samples that had detectable B-galactosidase activity.

In vertebrates, DNA methylation at CpG dinucleotides is associated with gene
silencing, although whether this is a direct cause of gene inactivity is not resolved
(reviewed in 36,37). Since in many of our transgenic samples a large proportion of cells
appeared to contain no detectable B-galactosidase activity, we wondered if this might have
been due to direct silencing of the transgene in a proportion of cells. Therefore, we
looked at the methylation status of the lacZ gene in fetal liver DNA by differential
digestion with methylation insensitive (Mspl) and methylation sensitive (Hpall) restriction
enzymes. As can be seen in Figure 4, in transgenic lines with a relatively low (BAS, 28%
and BB1, 38%) or a relatively high (BB5, 82% and $B6, 84%) fraction of staining cells,
the lacZ transgene was not at all methylated. It was cut equally well and to near
completion by both enzymes. On the other hand, in the two samples (BA1 and BA3) that
gave no detectable B-galactosidase expression at all (no detectable activity in extracts and
no detectable positive cells), the lacZ transgene was completely methylated, as it was only
digested by the methylation insensitive enzyme (Fig. 4, compare lane 2 to lane 3 and lane
5 to lane 6). Thus, in transgenic samples in which absolutely no lacZ transgene activity
could be detected, it appeared that this involved silencing of the transgene in the total cell
population. On the other hand, when the lacZ transgene was expressed in only a fraction
of the cells, this was not a result of the lacZ gene being preferentially silenced in the cells
that did not express the transgene. It is also worthy to note that Garrick ez al. (38) also
found that a lacZ transgene remained unmethylated in mice whether it was expressed at a
relatively low or high level. However, these authors did not study lines in which the

transgene was totally silenced, which we show here is associated with methylation.
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Discussion:

In the results presented here, it was found that a lacZ transgene in cis with the
B-globin LCR is expressed in a graded fashion on a cell to cell basis, both between cells
within a single transgenic sample (Figs. 1 and 2) and between different transgenic samples
(Fig. 3b). As far as we are aware, this is the first demonstration of definite cell to cell
gradation of transgene expression in mice, although it has been documented in yeast
studies previously (15). The graded cell to cell variation of expression within a single
transgenic sample would not appear to be a position effect phenomenon per se, as it was
observed in all 39 expressing transgenic samples studied. Therefore, this gradation
occurs independent of the integration site. Nor does this gradient in expression appear to
be something that is inherent to the lacZ transgene, since it did not occur in mice carrying
the lacZ transgene controlled by o-globin regulatory sequences (13). Thus, we must
conclude that this gradation in expression between cells is something that is inherent to the
regulatory regions directing expression of the lacZ transgene in our mice; namely the LCR

enhancers in conjunction with the 3-globin promoter.

The position effects in our mice provoked a variable level of total expression in the
population of red blood cells from one transgenic line to the next, with no relationship to
copy number (21), and here we observed that in many transgenic samples, including bred
lines, only a fraction of the red blood cells contained B-galactosidase activity. If this was
primarily due to a binary mechanism controlling the position effects, we would have
expected that the level of expression per expressing cell would be constant and that the
total level of expression in the population would simply be determined by the fraction of
expressing cells. However, the average level of expression per positive cell was not
constant between the different transgenic samples, but increased proportionally to the total
level of expression in the population (Fig. 3b). Thus, the position effect, in this case,
determined the average level of expression per cell in the population. We refer to this as a

graded model for position effects, as it describes both the gradation in the average level of
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expression per cell between different transgene integration sites and the cell to cell

gradation in individual transgenic samples.

Since position effects are presumed to reflect the level of functioning of enhancers
controlling the transgene, our results argue that the LCR enhancers do not work by a
simple binary mechanism, for example, acting to prevent silencing of the gene in
individual cells. Rather the LCR enhancers act to increase the average level of expression
in individual cells. This conclusion contrasts with those of others (5,13) whose results
have indicated that enhancers work via a binary mechanism. However, regulatory
sequences different from those being studied here were investigated by these researchers.
Thus, we suggest that the B-globin LCR enhancers work by the graded mechanism as we

have described, whereas some enhancers may work via the binary model.

If the LCR enhancers act to increase expression in individual cells, why then do we
observe heterocellular staining in some transgenic samples? There are at least two possible
explanations. One would be that in a certain fraction of cells the transgene is silenced as
the binary model would predict (5). However, we do not prefer this explanation, as we
found that there is no methylation of the lacZ transgene DNA in samples that had
detectable expression in only a proportion of the cells (Fig. 4). Moreover, in studies of
yeast it was found that isolated non-expressing cells can revert back to expressing cells
after several generations (15), suggesting that the transgene in non-expressing cells is not
irreversibly silenced in such mixed populations. Still, we cannot rule out the possibility of
gene silencing in a sub-population of the non-expressing cells in our case, and it should be
realized that methylation of DNA may represent only the final stage of gene silencing. On
the other hand, the heterocellular staining we observe in some samples could be related to
the graded model. When a cell expresses the product of a gene, it must initiate
transcription, elongate the transcript, process the mRNA precursor, transport the mRNA
from the nucleus to the cytoplasm and translate the mRNA into protein. Moreover,
enough protein must accumulate within the cell to form enough active enzyme in the case
where gene expression is being measured at the enzyme activity level. The steady state

level of mRNA and protein within a cell is a net result of synthesis and degradation at each
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of the steps. The graded model for position effects in combination with the random
distribution of expression within individual cells in the population, would predict that a
transgene strongly repressed by its position in the genome can fall below the level of
actually making active protein or even initiating transcription in many cells (we use the
term repression to mean a more dynamic state of gene inactivity, while the term silencing
is meant as a more irreversible state of gene inactivity). The more strongly the transgene
is repressed by its genomic position the higher the likelihood that a large fraction of cells
will fall below the detection limit of the assay being employed to measure expression and
this is because there is a cell to cell variation in expression levels (refer to Fig. 5). On the
other hand, when the transgene is expressed at higher levels because of a more favorable
genomic position, more, and possibly all cells will be above the detection limits of the
assay (Fig. 5). Therefore, the graded model predicts that as the average level of
expression increases in the population of cells so does the fraction of cells that express the
transgene. This will plateau when all the cells can be detected as positive, as was seen to
be the case here (Fig. 3c). Hence, the graded model explains why a fraction of cells do
not express the transgene in samples with a low overall activity without invoking gene

silencing.

At this point we can only speculate as to how the graded mechanism functions at the
molecular level and how the B-globin LCR in conjunction with globin genes acts to
prevent position effects. It has been suggested that the total level a globin gene is
expressed in a cell is determined by the total time that gene is transcribed which, in turn, is
dictated by the time it spends interacting with the LCR. If we can relate position effects to
the amount of time a gene is transcribed and find a way to make it so that the B-globin
LCR can confer position-independent expression onto the lacZ gene such that we can look
at expression in individual cells, we should be able to address the mechanisms involved

more directly in the future.
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Table 1: Analysis of B-galactosidase expression and X-gal staining
in transgenic mice

Line ! copy number? % staining cells3 Expression4 Exp./staining cell

(mU/mg) (mU/mg)/% cell

BA1 (D) 2 0 0 -
A2 ) 3 46 220 4.8
BA3 () ~200 0 0 -
Ba4 () 5 58 270 4.7
BAS (D) 1 28 60 2:4
pB1 (D 3 38 25 0.66
BB3 (1 14 80 590 7.4
pB4 () 3 87 720 8.3
BBS () 4 82 610 7.4
BB6 (1) 3 84 900 I1
BB7 () 7 11 8 0.73
BC1 ) 20 89 1650 18
BCc2 10 75 1020 14
BC3 () 16 35 105 3.0
D1 12 48 1060 22
BD2 25 81 3900 48
BD3 50 70 2750 39
D4 3 49 125 2.6
BD5 3 78 130 1.7
BD6 5 11 15 1.4
BD7 12 22 30 1.4
BD8 5 49 750 15
BDY 1 3 3 1.0
BD10 15 72 300 4.2
D11 2 31 300 9.7
pD12 1 1 2 2.0
BD13 30 4 5 1.3
pD14 20 64 50 0.78
D15 () 20 11 12 1.1
D16 (D) 30 9 23 2.6
D17 (1) 14 81 1020 13
BE1 5 22 10 0.45
BE2 4 5 6 1.2
BE3 0.6 25 9 0.36
BE4 4 14 6 0.43
BES 2 5 1 0.20
BE6 2 82 120 1.5
BE7 1 15 8 0.53
BES8 1 43 50 1.2
BE9 5 1 1 1.0
BE10 0.7 29 25 0.86

1 (1) depicts bred lines. The other mice were analysed as founder fetuses 15
days following microinjection.

2 Copy number was measured from F1 tail DNA for bred lines and from fetal
liver DNA for founder fetuses.

3 Cells from the fetal liver were stained with X-Gal for B-galactosidase and
blue cells were counted after 24 hours.

4 B-galactosidase activity measured in protein extracts from fetal liver.



45 minutes 2 hours 24 hours

BD15

BAS

BBS

Figure 1: Kinetics of appearance of stained cells in situ. Fetal liver cells from
transgenic lines that gave a low (BD15), medium (BAS) or high (BB5) fraction of staining
cells were incubated with X-gal and were photographed at different times. The transgenic
lines studied are indicated to the left of the rows, while the time of incubation is indicated
at the top of the columns.
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Figure 2: The fraction of detectable cells and the intensity of blue coloration increases
with time. (A) Fetal liver cells from different transgenic lines (BB5, circles; BAS, squares;
and D15, triangles) were treated with X-gal and the percent cells that could be discerned
to contain blue coloration was determined at different times. (B) Fetal liver cells of an
animal from the BB5 line were treated with X-gal and the intensity of blue coloration of
individual cells at 45 min (empty boxes), 2 h (filled boxes), and 24 h (dashed boxes) was
determined using densitometry as indicated under Materials and Methods.
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Figure 3: The average expression per cell determines both the fraction of cells that can
be detected as B-galactosidase positive and the total level of B-galactosidase activity in the
cell population. (A) The relationship between expression per staining cell and total
expression expected for a binary mode] is shown. A straight line with zero slope is
expected since the model predicts that all integration sites will give the same expression
per cell and only the number of cells expressing should vary. (B) The actual data obtained
are plotted. It can be seen that the expression per staining cell actually increases
proportionally to the total expression. All transgenic samples, including lines and
founders, but excluding the two transgenic lines that had no detectable expression, were
used for this plot. (C) The fraction of cells that were -galactosidase positive for each of
the lines that had detectable expression is plotted against the average expression per
positive cell. It can be seen that the number of cells that are detectable as [3-galactosidase
positive is determined by the average level of expression per cell. Note that founder
transgenic samples were not used for the plot in (C), since the possibility that a founder
was mosaic could have resulted in a fraction of the cells not containing the transgene,
which would specifically affect the percent cells staining parameter.
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Figure 4: Methylation of the lacZ transgene DNA in different transgenic lines. Genomic
DNA isolated from fetal liver was digested with EcoRV, which generates a 1150 bp
fragment from the 5' end of the lacZ reporter gene (see top of Figure). The DNA was
either not treated further (lanes marked -) or was digested with Mspl (lanes marked M) or
Hpall (lanes marked H). Both of these enzymes can restrict the sequence CCGG and will
generate fragments of 590, 350, and 210 bp from the 1150 bp EcoRV fragment (see top
and the positions of the fragments on the Southern blot are indicated by the arrows to the
left). However, Hpall is sensitive to methylation of the internal C residue and will not
restrict the DNA if it is methylated, whereas Mspl is not sensitive to methylation here.
The DNA was separated on agarose gels, transferred to nylon membrane and probed with
32P-labeled EcoRV lacZ fragment. The transgenic line studied is indicated on the top of
each triplet of lanes and the fraction of cells for each line that were B-galactosidase positive
are indicated in brackets as -, no positive cells; +, a low fraction of positive cells; +++, a
high fraction of positive cells. Note that the different lanes were spliced from autorads in
which the same Southern blot was exposed to film for different periods of time to equalize
the signal intensities.
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Figure 5: Theoretical curves showing that when there is a random cell to cell
distribution of expression in a population of cells, a population with a low average level of
expression per cell will have a much higher fraction of cells falling below the detection
limit of the assay being employed [and many cells may not have any expression at all (see
text)] than a population with a high average expression per cell.
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Abstract:

Different genes in the B-like globin locus are expressed at specific times during
development. This is controlled, in part, by competition between the genes for activation
by the locus control region. In mice, gene inactivation of the EKLF transcription factor
results in a lethal anemia due to a specific and substantial decrease in expression of the
fetal/adult stage-specific B-globin gene. In transgenic mice carrying the complete human
B-globin locus, EKLF ablation not only impairs human B-globin gene expression, but
also results in increased expression of the human y-globin genes during the fetal/adult
stages. Hence, it may appear that EKLF is a determining factor for the developmental
switch from y-globin to B-globin transcription. However, we show here that the function
of EKLF for B-globin gene expression is necessary even in absence of gene competition.
Moreover, EKLF is not developmental specific and is present and functional before the
switch from y-globin to B-globin gene expression occurs. Thus, EKLF is not the primary
factor that controls the switch. Repression of y-globin transcription that occurs during late

fetal development is likely to be the initiating event that induces the switch.
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Introduction:

In mammals, expression of globin genes is erythroid specific and is developmentally
regulated ©Viewed in 1 The human B-globin locus contains five active genes: €, which is
transcribed in the embryonic yolk sac; Gy and Ay, which are expressed in the fetal liver,
and & (a minor contributor) and B which are transcribed in the bone marrow throughout
adult life. These five genes are arranged in their temporal order of expression (5'-e-GY-
AY-8-B-3'; see Fig. 1). There is only one well defined switch in globin gene expression
from the mouse P-like globin locus. Mice express €Y, BhO and Bhl globins during
embryonic life and in early fetal development. Thereafter, expression switches to the
B-minor and B-major globins genes, and these two genes continue to be transcribed into

adult life.

For high level expression, the B-like globin genes are dependent on a locus control
region (LCR). The LCR in the 3-globin locus is signified by four DNase I hypersensitive
site regions situated upstream of the genes (Fig. 1). This DNA element has very strong
erythroid-specific enhancer activity and is characterized as an LCR by its ability to confer
copy number-dependent, integration site-independent, endogenous levels of expression

onto globin transgenes €Viewed in 2-4.

In mice, transcription of a human y-globin transgene present alone in cis with the
LCR is down regulated, but only partially, during fetal development -9 The human
B-globin gene is expressed at equivalent levels at all developmental stages in transgenic
mice when it is present alone with the LCR 67 On the other hand, if y-globin and
B-globin genes are linked together with the LCR (LCR-y-B), both genes are appropriately
regulated during development: the B-globin gene is not expressed in the embryo and then
is switched on near 11.5 days in fetal life, while the y-globin gene is expressed in the
embryo and then is markedly down-regulated during fetal life when the B-globin gene is
up-regulated 6,710 " These observations, in conjunction with several other experiments

1-15, have suggested a competitive model to describe the developmental regulation of
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globin genes. It has been postulated that a globin gene must interact directly with the LCR
through a looping mechanism for it to be activated and the LCR can only interact with one
gene at a time. Thus, the globin genes compete with each other to contact the LCR 6hiE.
At each developmental stage, the array of proteins that interact with the LCR and/or the
globin genes favors interaction with a particular gene. As switching takes place,
modifications in the transcription factor environment alter the relative affinity between the
LCR and the genes such that the interaction switches from one gene to the next.
Therefore, competition between the globin genes partly dictates their developmental
pattern of expression 8.9 Identifying the transcription factors involved in LCR-gene
interactions and/or the switching process would be a major step towards elucidating the

mechanism regulating globin gene developmental specificity and the LCR mode of action.

The erythroid kriippel-like factor (EKLF) plays an important role in transcription of
the mouse fetal/adult and human adult stage-specific -globin genes (See Fig. 1). Upon
binding to the CACC box element in the promoters of these globin genes, EKLF can act
as a transcriptional activator 1620 Mice in which the EKLF gene is knocked out suffer
from a severe anemia and die at approximately sixteen days post coitus 21,22 The anemia
is caused by a major (= 20 fold) down-regulation in expression of the mouse 3-major
gene. Other erythroid-specific genes, including other globin genes, are expressed at
normal levels and erythropoiesis is apparently otherwise unaffected. Therefore, the
requirement for EKLF function appears to be very specific to the fetal/adult-specific
B-major globin gene in mice. Similarly, in transgenic mice carrying the complete human
B-like locus, expression of the human B-globin gene is severely hampered in an EKLF -/-
background 1523 However, in the absence of EKLF the human y-globin transgenes are
actually expressed at higher than normal levels during fetal life, up to the time of
embryonic lethality. This result indicates that the switch in LCR interaction from the
v-globin to the B-globin gene that is expected to occur in early fetal development in mice

may not take place in the absence of EKLF.
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A model to account for the above results would suggest that EKLF is directly
implicated in the interaction of the -globin gene with the LCR and that EKLF activity is
developmental specific. EKLF does interact with the erythroid-specific protein GATA-1
24,25 , for which there exist many DNA-binding sites in the LCR 26-23. Thus, there is a
potential for EKLF to be involved in LCR-gene interactions. Whether or not the function
of EKLF is developmentally regulated has not been tested directly, although it is known
that the mRNA is present at early stages 2030 On the other hand, the fact that the
B-globin gene is expressed at all stages of development when it is alone with the LCR (see
above) questions the requirement for a developmental specific modifier acting on the
B-globin gene and involved in the switching process. EKLF function might, therefore,
only be necessary for competition against other globin genes. To address these questions,
we have looked at EKLF function in the absence of gene competition and during

development.
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Materials and Methods:

Transgenic mice

EKLF +/- mice and pD14 mice, which have been described previously a1

, Were
maintained on a C57B16 x 129 and C57B16 x CBA background, respectively. Fetuses

were dissected out at the indicated times following the observation of the spermatic plug.

DNA analyses

Fetal DNA was digested with Hindlll, separated on agarose gels and blotted onto
nylon membranes. The membranes were hybridized to a NcoI-Smal 550 bp fragment
from the 5' region of EKLF cDNA that distinguishes between the wild type and the
targeted EKLF allele. The membranes were re-hybridized with a 750 bp Hindlll fragment
from HSS2 of the LCR that detects this same 750 bp fragment from the uD transgene.

RNA analyses

RNA was isolated using Trizol reagent (Gibco-BRL) as described by the
manufacture. RNase protection assays were conducted as described 32 with antisense

probes that span the 5' region of the mRNA.
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Results:

The B-globin gene requires EKLE for expression even when it is juxtaposed to the
LCR and no gene competition is present.

In the complete B-like loci, the LCR is about 60 kb away from the -globin gene
(Fig. 1), there are several genes that compete with the B-globin gene for interaction with
the LCR and this competition plays a role in the developmental regulation of these genes
6,7.10 Here, we aimed to test the function of EKLF in B-globin gene expression in the

absence of gene competition.

We studied a transgenic mouse line carrying the human micro-locus construct Y

in which the 4 hypersensitive site regions of the LCR are directly linked in cis to the
complete human [-globin gene. In this construct, the LCR is within 4 kb of the TATA
box of the B-globin gene promoter, as measured from the middle of DNase hypersensitive
sites 2 and 3 of the LCR. The expression of this transgene is erythroid-specific and
position-independent 33 We used the puD14 transgenic line, which carries a single copy
of the transgene and expresses human B-globin at 43% the level of the endogenous mouse
B-major gene o uD14 transgenic mice were bred to mice heterozygous for the EKLF
inactivated allele. F1 animals that were transgenic and EKLF +/- were bred again to
EKLF heterozygous mice to obtain nD14 fetuses null for the EKLF gene. The genotype
of the animals was determined by Southern blot using a probe that distinguishes the EKLF
wild type allele from the knockout allele and a probe that is specific for the human LCR
region of the transgene (Fig. 2). Human B-globin transgene expression was measured
relative to mouse B-major mRNA via RNase protection (Fig. 3). Comparison of human
B-globin mRNA levels in fetal livers from EKLF knock-out, heterozygous and wild type
animals demonstrated that expression of the transgene is as dependent on EKLF as the
endogenous mouse B-major gene. Both genes gave 15-20 fold lower expression in the
absence of EKLF. In comparison, GATA-1 expression was not affected by EKLF

inactivation (Fig. 3). Thus, although the B-globin promoter is juxtaposed to the LCR and
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no gene competition exists in the pD transgene, B-globin expression is still highly

dependent on EKLF.

EKLF function is not developmental-specific.

When the human -globin gene is alone in cis with the LCR, it is expressed at all
developmental stages 7.10.35 * Thus, we could determine whether the EKLF protein is
active at early embryonic stages by measuring the expression of the uD transgene in the
presence and absence of EKLF. RNA from yolk sacs (the site of primitive erythropoiesis)
was isolated from EKLF wild type, heterozygous and null 10.5 day embryos. Human
B-globin transgene expression was again measured by RNase protection, but the
embryonic stage-specific mouse €¥-globin mRNA served as the control in this case.
Expression of the transgene was strongly dependent on EKLF. Very little human
B-globin expression could be detected in EKLF -/- embryos, but the transgene was
expressed at approximately 30% the level of the mouse &Y gene in wild type and
heterozygous embryos (Fig. 4, compare lane 3 to lanes 1 and 2). Results identical to
those shown in Fig. 4 were obtained for a second set of embryos in which two additional
EKLF -/- animals carried the transgene. Thus, the dependence of B-globin gene

expression on EKLF, and hence EKLF function, is not developmental specific.
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Discussion:

EKLF is not the primary factor for globin switching.

It had been suggested previously that EKLF function may be
developmental specific, partly because it is absent from K562 cells which express human
embryonic and fetal globin genes, but not the adult B-globin gene 20 If this were the
case, EKLF might serve as the predominant switch protein in the regulation of globin
genes. Previously, it had been shown that EKLF mRNA and DNA-binding activity are
indeed present in embryonic erythroid tissues 20.22,30 - However, it had not been
excluded that EKLF activity is controlled in developmental specific manner. For example,
EKLF function might dependent on protein modifications and/or protein partners that are
developmentally regulated. However, as reported here, we have found that the B-globin
transgene in the uD construct is as dependent on EKLF for expression in embryonic
erythroid tissues as it is in fetal liver (Fig. 4). Thus, the function of EKLF is not
developmental specific. We conclude that EKLF cannot be responsible for the initiation of
globin gene switching, since it is present and fully active before this process occurs.
Similarly, EKLF alone cannot be the primary determinant that dictates the B-globin gene
as a better substrate for interacting with the LCR in later development. In this respect, the

G2 may be

intrinsic down-regulation of the y-globin genes that occurs during development
the primary factor that allows for the LCR to preferentially interact with the 3-globin gene
in later developmental stages. We suggest that the B-globin gene may be fully primed to
interact with the LCR before it is actually expressed, but the interaction between the
B-globin gene and LCR does not occur until the y-globin genes are down regulated and
their interaction with the LCR is weakened. We cannot rule out that a protein other than
EKLF is involved in strengthening LCR-B-globin gene interactions in a developmental

regulated fashion. However, expression of the B-globin gene at all developmental stages

when present alone with the LCR Byl suggests this is not the case.
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Does EKLF play a role in LCR-B-¢lobin gene interactions?

In the absence of the LCR, a human [-globin transgene is expressed at more than
100 fold lower levels than when it is in cis with the LCR b Yet, in EKLF knockout mice,
B-globin expression is only down 15 to 20 fold 36 and our own results g the jnteraction

between the LCR and B-globin gene can occur, at least to some extent, without EKLF.

The probability of interaction between a gene and the LCR decreases with increasing
distance between the two elements. The probability is predicted to be roughly inversely
proportional to the cube of the distance between the gene and LCR 10 In the endogenous
mouse and human [B-like loci, the B-globin genes are approximately 60 kb away from the
LCR, while in the uD construct, there is only about 4 kb of DNA between the LCR and
B-globin gene. Thus, if EKLF is directly involved in LCR-gene interactions, one might
have expected the uD construct to be much less dependent on EKLF. However, the uD
construct was found to be as dependent on EKLF for expression as is the mouse B-major
gene. On an EKLF -/- background, both gave about 15 fold lower expression in fetal
liver (Fig. 3). Thus, EKLF may not play a predominant role in LCR-gene interactions,
but might participate along with other more critical proteins. On the other hand, the
decrease in B-globin gene expression that is caused by natural occurring point mutations
of the B-globin promoter CACC box, which result in a loss of EKLF binding, can be
recapitulated in vitro using reporter constructs that do not include the LCR 3738, Tn
addition, deletion or mutation of the B-globin CACC box results in a substantial decrease
in promoter activity, whether or not reporter constructs contain the LCR 39-41 Hence,
EKLF function might be more directly concerned with the promoter activity of the
B-globin gene than with LCR-gene interactions. If this is the case, we need to determine
how LCR-globin gene interactions are controlled to understand why y-globin is expressed

at higher levels in the absence of EKLF.
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Figure 1: Structure of the human B-like globin locus and the B-globin gene minimal
promoter. The figure also shows EKLF that interacts with the CACC motif element of the
promoter.
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Figure 2: Genotype determination: Fetus DNA digested with HindIII was analyzed by
Southern blot with an EKLF probe that distinguishes between the knockout allele (10 kb
fragment detected) and the wild type allele (6 kb fragment detected). The same blot was
re-probed with LCR sequences that hybridize to a 0,75 kb HindIlI fragment from the

transgene. The EKLF genotype and the presence (tg) or absence (nt) of the transgene is
indicated at the bottom of each lane.
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Figure 3: EKLF is required for B-globin transgene expression in the fetal-adult stage:
Fourteen and a half day fetal liver RNA was isolated from pD14 transgenic (tg) animals or
non-transgenic (nt) litter mates with the EKLF genotype indicated at the top of each lane.
The RNA was analyzed by RNase protection using a human [-globin and a mouse
B-major probe. The RNA was also simultaneously analyzed with a GATA-1 probe as a
loading control. The protected fragments are indicated to the right of the figure.
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Figure 4: EKLF is also required for B-globin transgene expression at the embryonic
stage: RNA isolated from 10.5 day yolk sac of embryos with the various EKLF
genotypes and transgenicity for the uD14 construct indicated at the top of the lanes were
analyzed by RNase protection with a human B-globin transgene probe and a mouse &Y-
globin probe. The position of the protected fragments detected by each probe is indicated
by the arrows to the right of the figure.
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DISCUSSION:

5.1 Validité de I'approche expérimentale

5.1.1 L'activité B-galactosidase refléte les niveaux d'expression

Une importante partie des résultats analysés dans cette theése se base sur la variation
de niveaux d'activité B-galactosidase pour détecter les effets de position. Habituellement,
ce sont plutdt les niveaux d'’ARNm qui sont mesurés et, pour valider notre étude, nous
nous sommes assurés que notre approche expérimentale nous permettait d'évaluer

efficacement les effets de position.

Puisqu'une expression indépendante de la position permet la transcription de chaque
copie du transgene & son plein potentiel, les niveaux d'expression deviennent propor-
tionnels au nombre de copies. Dans ces conditions, I'expression par copie devrait étre
environ constante entre les différentes lignées de souris transgéniques (qui refletent
différents sites d'intégration). Pour tester la capacité des transgénes a conférer une
expression indépendante de la position, nous avons mesuré les niveaux d'activité -galac-
tosidase par copie. Toutefois, il n'était pas impossible que l'activité enzymatique varie
pour des raisons autres (affectant le messager ou la protéine) que des variations de
transcription du transgéne. Il fallait donc prouver que les niveaux d'activité -galac-

tosidase correspondait aux niveaux de transcription du transgene.

Nous avons mesuré la quantité d'’ARNm lacZ dans plusieurs lignées différentes.
L'intensité du signal lacZ variait fortement d'une lignée a 'autre et elle était propor-
tionnelle a l'activité enzymatique (Chapitre 2, Figure 5). Donc, les variations d'activité

enzymatique sont dues a des variations dans la quantité de messagers produite.

Par surcroit, la position du site d'intégration semble influencer directement la
structure de la chromatine du transgéne. Nous avons noté€ des variations dans 'hyper-
sensibilité du LCR du transgene qui étaient reliées aux niveaux d'expression. De la méme
facon, la méthylation du transgene a été observée dans les lignées silencieuses. Donc, les

niveaux d'expression mesurés sont directement liés avec 1'état du transgene.
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En se basant sur ces résultats, nous concluons que la variation dans l'activité

enzymatique est réellement liée a des effets de position sur I'expression du transgene.

5.1.2 Les souris fondatrices mosaigues ne nuisent pas a l'interprétation des

résultats

Au début de 1'étude, nous avons analysé des animaux de deuxiéme génération (ou
davantage), donc provenant de lignées stables. L'interprétation des résultats est plus
simple avec ce type d'animaux puisque le transgéne, provenant d'une cellule germinale
transgénique, se retrouvera dans le génome de tout 1'organisme. Pour la suite de I'étude,
nous avons privilégié l'analyse de souris transgéniques fondatrices dont certaines
pourraient étre mosaiques pour le transgene, c'est-a-dire que le fragment d'ADN s'est
inséré dans le génome du zygote apres la premiere division cellulaire, générant une animal
formé d'un mélange de cellules normales et de cellules transgéniques. Les niveaux
d'expression par copie pourraient donc varier malgré une expression indépendante de la
position si, par exemple, il y avait peu de cellules transgéniques pour générer l'extrait
protéique (pour mesurer l'activité [§-galactosidase) mais beaucoup pour isoler 'ADN
(pour mesurer le nombre de copies). Pour que les résultats soient toujours valables,
méme chez les animaux mosaiques, nous avons mis au point un protocole ou des cellules
de foie foetal sont utilisées comme source a la fois de protéines et d'ADN. Ainsi, la méme

proportion de cellules transgéniques se retrouvera dans les deux échantillons.

Par contre, les mesures de niveaux d'expression du transgéne de 3-globine humaine
ont été faites par protections aux ribonucléases. Dans ces cas, ' ARN et ' ADN n'ont pas
été isolés a partir des mémes cellules. Nous avons donc opté pour une approche ou le foie
est divisé en deux parties qui seront utilisées pour isoler ' ARN pour les protections et
I'ADN pour les buvardages. Il y a donc risque que la dilution des cellules transgéniques
ne soit pas la méme dans les deux échantillons. Toutefois, ce risque nous apparait mineur
pour plusieurs raisons. Premiérement, chaque tissu est probablement formé a partir d'un
nombre relativement petit de cellules précurseurs; donc la mosaicité devrait étre plutdt
constante a l'intérieur d'un méme tissu. Ensuite, seul un petit nombre de souris

fondatrices semblent étre mosaiques. En effet, il est parfois possible de détecter les souris
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mosaiques par des différences de nombre de copies moyen d'un tissu a I'autre. Ce type
d'étude ne nous a permis de détecter qu'une petite fraction de souris mosaiques (environ
10%; données non-montrées). De plus, lors de la reproduction de souris fondatrices
adultes, seules quelques unes n'ont pas donné naissance & des rejetons transgéniques dans
les proportions mendéliennes, indiquant que la proportion de mosaiques €tait faible

(données non-montrées).

Finalement, si la mosaicité faisait varier I'expression par copie, seuls quelques
animaux (les mosaiques) auraient une expression par copie divergente par rapport aux
autres ol la valeur serait & peu pres stable. Or, de vastes écarts sont notés pour les
constructions PI, BJ et BK (position dépendants, Annexe I) qui ne pourraient donc étre
dus 2 la mosaicité de quelques animaux. De plus, la construction du micro-locus BF était
exprimée de facon indépendante de la position (Chapitre 2) malgré ce risque de mosaicité.
Donc, méme si certains animaux étaient mosaiques, cela ne devrait pas avoir d'effet

important sur l'interprétation des résultats.

5.2 Le LCR ne peut conférer une expression indépendante de la position
lorsqu'un autre rapporteur que le géne intact de B-globine est utilisé

Avant cette étude, le LCR de B-globine était considéré comme €tant un régulateur
dominant sur la chromatine environnante, suffisant en lui-méme pour contrer les effets de
position (89-91). Une des découvertes principales de cette thése est le fait que le LCR ne
peut réguler la chromatine du locus environnant si le géne qu'il active n'est pas un gene de
globine. Le LCR contient donc des éléments essentiels pour conférer une expression
indépendante de la position, toutefois ces éléments ne sont pas suffisants et doivent
fonctionner en conjonction avec un geéne adéquat. Ce phénomene nous renseigne sur le
mécanisme du LCR. Il nous indique qu'il doit y avoir une quelconque "communication”
entre le LCR et le géne, c'est-a-dire que le géne doit en quelque sorte induire I'activité du
LCR. Une bonne partie de la thése cherchait a découvrir comment cette communication

pouvait avoir lieu.
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52.1 L'activité enhancer du LCR est indépendante de l'ouverture de la chromatine

Malgré la perte de la capacité d'ouvrir la chromatine, nous avons montré que le LCR
conserve toujours son activité enhancer. Avec des dissections moléculaires fines,
plusieurs études tentaient de localiser ces deux activités sur des séquences discrétes du
LCR (169-186). Au mieux ont-elles trouvé des sites principalement enhancers et des
région plus ou moins capable de conférer une expression indépendante de la position. Par
exemple, HSS2 est le seul enhancer classique, c'est-a-dire fonctionnant en transfection
transiante,  l'intérieur du LCR (174). HSS3 est quant  lui le seul site & pouvoir ouvrir la
chromatine lors d'insertion d'un seul transgéne (171). Toutefois, dans les faits, chacun
de ces deux sites est important pour les deux activités a la fois. La délétion d'un des sites
réduit les niveaux d'expression (activité enhancer altérée) et induit de 1égers effets de
position (indépendance de la position altérée) (172,173). Donc, les deux activités
semblent distribuées sur 'ensemble du LCR. Ces observations renforcent la théorie selon
laquelle le LCR forme un holo-complexe qui agit comme une seule entité (171).
Toutefois, nous démontrons qu'il est possible d'altérer 1'ouverture de la chromatine sans
empécher l'activité enhancer, suggérant que ces activités pourraient fonctionner selon des
mécanismes différents. Il est tout 4 fait possible que le holo-complexe ne soit impliqué
que dans I'une des deux activités. Alternativement, il pourrait agir de deux fagons

différentes pour protéger contre les effets de position et pour stimuler la transcription.

522 1l n'v a pas d'éléments dans le géne de B-globine dont la seule présence
rétablit l'activité du LCR

La premiére hypothése de travail était que des éléments du gene de B-globine autres
que le promoteur et donc absents du transgéne LCR-B-lacZ (BB) étaient requis pour
l'activité d'expression indépendante de la position. Les séquences situées en aval du
promoteur de B-globine ont été rajoutées a ce transgéne (BE) mais cela n'a pas suffi a
prévenir les effets de position, indiquant qu'il n'y aurait pas de séquence discrete
nécessaire pour l'activité du LCR dans le géne B-globine. Pourtant, le LCR li€¢ exactement

aux mémes séquences, mais sans lacZ (micro-locus ou BF), permet une expression
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indépendante de la position. Nous concluons donc que c'est directement I'insertion de

lacZ dans le transgéne qui altére la capacité du LCR d'ouvrir la chromatine.

5.2.3 LacZ n'agit pas comme un isolateur gui bloquerait ]la propagation de

I'ouverture de la chromatine

Plusieurs modeles peuvent étre mis de 1'avant pour expliquer comment lacZ peut
inhiber l'activité du LCR. Premierement, le LCR pourrait empécher la propagation de
I'ouverture de la chromatine (Chapitre 1, Figure 8) d'une de ces fagons: a) Par exemple,
les séquences lacZ, qui proviennent d'un génome procaryote, pourraient adopter une
conformation non compatible avec l'activité du LCR. b) Elles pourraient aussi agir en
isolateur naturel qui empécherait la propagation du signal de décompaction de la
chromatine. c) Les séquences de lacZ sont peut-€tre liées des protéines toxiques pour
I'activité du LCR. Si cette hypothése est la bonne, d'autres séquences que lacZ, mise
dans la méme situation (remplagant lacZ dans le transgéne BE, par exemple) n'auraient pas

le méme effet.

Si lacZ agissait comme un isolateur, alors un géne de B-globine (complet et intégre)
juxtaposé au LCR pourrait étre exprimé indépendamment de la position. Au contraire, un
geéne de B-globine qui serait toujours séparé du LCR par une séquence lacZ serait
automatiquement soumis a des effets de position. Le transgéne BJ (LCR-B-lacZ-
-globine; Annexe I) offre la possibilité d'une ouverture de la chromatine au géne de
B-globine par propagation directe en provenance du LCR dans le cas d'une insertion de
plusieurs copies téte contre queue. Par contre, BI, est un transgéne similaire mais ol un
autre exemplaire des séquences lacZ a été ajoutée en 3' du géne de B-globine pour bloquer
cette possibilité de juxtaposition directe. En testant 1'expression de ces transgenes, nous
avons noté de forts effets de position du géne de B-globine dans les deux cas. Puisqu'il
n'y a pas de différences entre le patron d'expression des deux transgeénes, nous concluons

que lacZ n'agit pas en isolateur.

Une autre facon de prouver cette affirmation est de démontrer que d'autres

séquences que lacZ ont le méme effet sur l'activité du LCR. Nous avons utilis€¢ I' ADNc
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eucaryote TIMP dans deux constructions. BL place TIMP 4 la méme position qu'avait
lacZ dans BD (Annexe I, Figure 1). De la méme fagon, BK est I'équivalente de BJ mais
les séquences lacZ ont été substituées par TIMP. Ces deux transgénes €taient eux aussi
incapable de conférer une expression indépendante de la position. Ces résultats prouvent
que d'autres séquences que lacZ empéchent le LCR de manifester I'ouverture de la
chromatine. Puisque lacZ n'est pas spécifiquement un élément qui bloque le LCR, nous
concluons que c'est simplement son insertion qui cause le probleme. Son action serait
donc tout simplement de déplacer les éléments du géne de B-globine les uns par rapports
aux autres (par exemple, le promoteur se trouve plus loin des enhancers) et ainsi empécher

la formation d'une "structure" capable d'activer le LCR.

5.2.4 Une interaction mutuelle activant l'ouverture de la chromatine par le LCR

pourrait étre altérée par l'insertion de séquences dans le géne de -globine

La seconde hypothése décrivant comment lacZ pourrait nuire a I'ouverture de la
chromatine par le LCR serait qu'une interaction mutuelle entre le LCR et le géne de
B-globine (Chapitre 1, Figure 7) (188) ne puisse avoir lieu si des séquences sont
introduites dans le géne. Bien que toutes les séquences de B-globine soient présentes dans
le transgéne BE, puisque les divers éléments ne se situent pas tous a leur position normale
les uns par rapport aux autres en raison de l'insertion de lacZ , il est possible que
l'interaction n'ait pas lieu ou ne soit pas fonctionnelle. Plusieurs résultats pourraient étre
compatibles avec cette hypothése. Les études de Reitman sur le locus de f3-globine de
poulet démontrent le besoin de combinaisons des divers €léments de régulation du locus
trés bien définies pour éviter les effets de position (Chapitre 1, figure 5) (190). De plus,
l'expression du géne y-globine sera indépendante ou non selon les séquences a proximité
du gene inclues dans le transgéne et la présence ou non du géne B-globine (191,193).
L'ajout ou le retrait de nouveaux éléments de régulation pourrait donc nuire ou aider a la
formation d'une interaction mutuelle productive. Dans les constructions ou il y a des
effets de position, des interaction secondaires (par exemple entre un site hypersensible

seul et le LCR) pourraient nuire & l'interaction mutuelle entre le géne et le LCR et donc
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permettre les effets de position. Selon cette interprétation, en ajoutant ou déplagant des

éléments, la capacité de former une interaction mutuelle fonctionnelle pourrait étre réduite.

Afin de tester cette hypothese, nous avons ajouté un géne de -globine, complet et
intégre (comme il apparait dans le mini- et le micro-locus), au transgéne LCR-f-lacZ ($B)
pour savoir s'il pouvait former une interaction mutuelle fonctionnelle avec le LCR et
protéger contre les effets de position. Plusieurs souris fondatrices portant les transgeénes
BI et BJ ont été analysées. Moins de la moitié des lignées exprimaient le transgene et,
lorsqu'il y avait expression, celle-ci était relativement faible en comparaison aux globines
endogeénes (Annexe I, figure 2). Un fait 4 noter est que I'expression de lacZ et de
B.globine était relativement proportionnelle dans la méme souris. Une grande variation
dans l'expression corrigée par le nombre de copie a été observée pour chacun des
transgénes. Ces résultats nous indiquent qu'il n'est pas possible pour le LCR d'interagir
avec le géne de B-globine afin de prévenir les effets de position lorsque B-lacZ se retrouve

entre les deux.

5.2.5 Une interaction mutuelle entre le LCR et le géne B-globine est compétitionnée
par le eéne B-lacZ

1l est donc possible que le modele d'interaction mutuelle ne soit pas appropri€ pour
expliquer le mécanisme d'action du LCR, toutefois, nous privilégions une autre expli-
cation. Il est par exemple possible que le LCR ne puisse interagir correctement avec le
géne de B-globine parce qu'il y a compétition du géne B-lacZ, une telle compétition
pourrait favoriser lacZ puisqu'il se trouve plus prés du LCR. En effet, la compétition
polaire démontre que le LCR active davantage les génes proximaux (160-162). Si tel était
le cas, il pourrait y avoir une interaction entre le LCR et le géne B-lacZ, mais non
productive, c'est-a-dire incapable de créer les conditions requises pour protéger le
transgeéne contre les effets de position. Cette interaction empécherait 'entrée en contact du

LCR et du géne B-globine.

Le modele du flip-flop qui suggere que le LCR peut activer un géne de globine,

changer de geéne cible, puis revenir au premier géne (163), pourrait étre impliqué dans le
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processus. En effet, il est possible que le LCR tente d'interagir ou d'activer tour a tour les
geénes B-lacZ et B-globine. Le flip-flop de I'un a 'autre pourrait faire en sorte que chaque
géne soit moins activé que s'il avait été seul avec le LCR. Ceci pourrait réduire les
niveaux de stimulation mais aussi accentuer les effets de position. En effet, si la formation
d'hétérochromatine sur le transgéne est bloquée par une interaction entre le LCR et le
géne, elle pourrait se produire durant le temps que le LCR passe a interagir avec l'autre
géne. En bout de ligne, I'expression pourrait étre fortement réduite et méme cesser
complétement. Ceci pourrait expliquer que les effets de positions sont beaucoup plus
graves pour les transgénes oll deux genes rapporteurs sont activés par le LCR par rapport
aux transgénes oll il n'y en a qu'un seul. Par exemple, les transgénes ou un promoteur
complet de B-globine dirige lacZ sont toujours exprimés (3B a BBE, 37/37) alors que
I'ajout d'un autre géne de B-globine rend la moitié des intégrations silencieuses (BI et BJ,

5/10).

Une expérience selon laquelle un géne de B-globine complet, intégre et sans
compétition pour le LCR pourrait prouver cette hypothése s'il n'y a pas d'effets de
position. En fournissant au LCR un géne avec lequel il peut former une interaction
productive sans compétition, nous pourrions peut-étre créer un transgéne dont
l'expression serait indépendante de la position malgré la présence de lacZ. Un tel résultat
serait une autre preuve que les séquences lacZ ne contiennent pas d'éléments qui,
intrinséquement, interférent avec l'activité du LCR. Plusieurs constructions peuvent €tre
envisagées. En premier lieu, nous pourrions placer les séquences lacZ sans promoteur
dans le micro-locus (avant ou aprés le géne de [-globine). L'absence de promoteur
empécherait la compétition et selon notre modele, 1'expression de -globine devrait étre
indépendante de la position. Nous pourrions aussi placer un géne -lacZ apres le géne de
B-globine dans le micro-locus. Dans ce cas, il y aurait compétition mais lacZ serait
défavorisé par sa position. Donc si des effets de position sont observés, ils devraient étre
moins important que dans BJ, indiquant que le modele de compétition pour I'interaction

est valable.
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5.3 Variégation de l'expression et modéle d'expression graduée

5.3.1 Il n'v apas de variégation de l'expression des transgénes 3-lacZ

Nous avons observé qu'un certain nombre de cellules ne coloraient pas au X-gal, ce
qui pouvait étre compatible avec une variégation de l'expression ou, plus particulierement,
un modele binaire (voir Chapitres 1 et 3). Toutefois, nos données suggérent que la
gradation dans les niveaux d'expression par cellules dans une méme lignée provoquent
une coloration dans seulement une partie des cellules. Puisque l'expression moyenne par
cellule differe d'une lignée a I'autre, le nombre de cellules détectées variera en fonction de
I'expression. Le modegle de l'expression graduée présente une similitude avec la
variégation: il y a un phénoméne qui induit une baisse d'expression dans certaines
cellules. L'expression graduée prévoit que les niveaux d'expression par cellule sont tres
variés alors que la variégation suggére une distribution bimodale (allumé/éteint).
Toutefois, la différence majeure entre les deux modeles provient surtout du fait que
I'expression graduée explique comment l'expression détermine le nombre de cellules
positives alors que dans la variégation, c'est le nombre de cellules positives qui fixe
l'expression. Cette différence fondamentales est trés importante car elle a des
conséquences sur notre vision des effets de position, a savoir est-ce que les effets de
position sont dus 2 la variégation ou alors est-ce seulement une conséquence des effets de

position?

D'autres transgénes sont-ils exprimés de fagon graduée? Plusieurs études semblent
démontrer la variégation de l'expression de transgenes chez la souris. Dans plusieurs cas,
la cytométrie de flux est utilisée (140). Tel que mentionné en introduction, plusieurs
autres explications que la variégation peuvent expliquer les résultats. Bien qu'il soit
probable que d'autres transgénes génerent une réelle variégation de l'expression, il est
aussi possible que certains auteurs obtiennent une expression graduée mais la confondent

avec la variégation de l'expression.
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5.3.2 Modéle d'expression graduée et mécanisme du L.CR

Des auteurs ont suggéré que le LCR du géne CD2 permettait de supprimer la
variégation de l'expression, elle-méme générée par des effets de position (194). Dans
notre cas, nous avons pu démontrer que les transgénes LCR-B-lacZ, aussi soumis a des
effets de position, avaient plutdt un patron d'expression graduée. Toutefois, il est difficile
d'établir un lien clair avec les mécanismes des enhancers et du LCR. En effet, aucune
construction sans LCR n'a été analysée, on ne peut donc établir son réle direct dans le
processus. De plus, puisque l'activité du LCR qui confére une expression indépendante
de la position n'est fonctionnelle dans aucune construction, nous ne pouvons pas non plus
comparer le patron d'expression avec et sans effets de position. II est possible que les
effets de position induisent une expression graduée et que le role d'un LCR fonctionnel est
de permettre une expression a un niveau identique dans toutes les cellules. Toutefois,
puisque toutes les lignées démontraient une expression graduée, peu importe la position,
cette hypothése semble improbable. Nous croyons plutét que le LCR ne doit que fixer
'expression moyenne et qu'il y aura expression graduée, méme sans effets de position.
Des expériences intéressantes seraient d'étudier des lignées sans LCR et des lignées avec

LCR mais qui exprimeraient la B-galactosidase de fagon indépendante de la position.

Le modele proposé par Milot et al. selon lequel certains effets de positions sont dus
a une réduction de la fréquence et de la durée de stimulation par le LCR (172) apporte ici
un éclairage différent. Si ce modéle est le bon, alors I'expression graduée pourrait €tre
due a une différence dans la proportion du temps durant laquelle le LCR stimule le géne

dans chaque cellule.

Si ce ne sont pas les effets de position qui induisent I'expression graduée, est-ce que
les éléments de régulation du locus de globine sont impliqués ou est-ce un phénomene lié
directement au rapporteur? En utilisant les €léments de régulation du locus des génes de
type a-globine, Sutherland et al. (229) ont démontré une expression équivalente de
B-galactosidase dans chaque cellule. Il sembe donc que le phénoméne ne soit pas

spécifique a lacZ. De plus, d'autres génes ont une expression graduée. Par exemple, les
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colorations par immunofluorescence de globules rouges de souris transgéniques avec des
anticorps contre la globine humaine encodée par le transgéne (HSS2 murin-B-globine,
position indépendant et LCR-y-globine, position dépendant) ont démontré une coloration
variable d'une cellule a l'autre (191,230). Le phénomeéne est donc bien réel et pas
seulement spécifique a lacZ. D'ailleurs, les patrons obtenus en cytométrie de flux pour
une foule de geénes ou de transgeénes sont trés souvent distribués sur une grande région du
graphique. Rarement voit-on un pic d'expression trés bien défini. Dans des conditions
normales, probablement tous les globules rouges adultes expriment la B-globine, il est
toutefois possible qu'il y ait une légére variation dans les niveaux par cellule. Donc le
rapporteur n'est pas intrinsequement exprimé de fagon graduée et le phénomene semble

induit par les séquences de régulation de 3-globine.

5.4 Réle du motif CACC du promoteur de B-globine et de EKLF

Plusieurs études suggerent que les motifs conservés CACC, CAAT et TATA du
promoteur minimal de B-globine jouent un réle trés important dans la régulation
transcriptionnelle du gene (129-131). Par exemple, ils sont essentiels pour obtenir des
bons niveaux d'expression basale, I'activité promotrice est donc essentiellement contenue
dans ces séquences. Ensuite, leur présence est requise pour permettre la stimulation par le
LCR (227). L'étude de la transcription dirigée par ces motif et stimulée par le LCR dans
divers modeles cellulaires et a divers stades de développement chez les souris trans-
géniques et des facteurs transcriptionnels qui s'y lient aide a cerner leur rdle dans la

régulation du géne de B-globine.

EKLF est un facteur dont la fonction est trés intéressante. Il peut interagir avec le
motif CACC et stimuler la transcription en transfection cellulaire (216,219,220).
L'ablation génétique du gene EKLF chez la souris résulte en une perte d'expression du
géne de B-globine et une augmentation de celle des génes de y-globine (164,221,222,
224). 1l ne semble donc pas y avoir de transition vers les globines adultes. Conséquem-
ment, I'hypothese que EKLF soit un régulateur majeur de la régulation développementale

des genes de globine a été posée (219).
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5.4.1 Dans les cellules K562, le motif CACC permet la transcription stimulée par le
LCR

Afin de définir les interactions entre le LCR et le promoteur de B-globine, nous
avons caractérisé les éléments requis pour une bonne expression dans les cellules
humaines K562 et les souris transgéniques. En transfections stables dans les cellules
K562, nous avons analysé I'expression de transgénes ou plusieurs délétions du promoteur
ont été clonés entre le LCR et le géne rapporteur H-2K. Nous avons pu démontrer que le
motif CACC, a lui seul, pouvait soutenir la stimulation du LCR dans les cellules K562

(Annexe II).

Quel rdle le motif CACC joue-t-il dans I'expression du gene B-globine dans les
cellules K562? Le motif CACC stimule environ 3 fois les niveaux d'expression en
transfection dans des cellules non-érythroides (HeLa ou 3T6) (129-131). Toutefois, il
n'est pas totalement essentiel: il y a toujours expression, bien que plus faible, sans ce
motif. Au contraire, dans les cellules K562, le motif CACC est absolument requis pour
I'expression (Annexe II). Sa fonction pourrait étre différente que celle de simplement
stimuler la transcription basale. De plus, les cellules K562 n'expriment pas normalement
le g&ne de B-globine en raison de la régulation développementale. L'expression détectée
est donc causée par la stimulation du LCR, créée plus ou moins artificiellement par
l'absence de compétition génique (141). 1l serait raisonnable de croire que I'activation de
la transcription observée correspond & une stimulation provenant du LCR a travers le motif
CACC et non pas un simple effet sur la transcription basale. Il y a donc des facteurs liant

le motif CACC dans ces cellules qui peuvent soutenir 1'activation par le LCR.

Les facteurs liant le motif CACC ont pour la plupart été bien caractérisés (231). Ily
a entre autres Sp1, un facteur plus ou moins ubiquitaire liant les motifs G/C, dont le motif
CACC fait partie; EKLF, qui est spécifique aux érythrocytes et BKLF, qui est
principalement présent dans les cellules hématopoiétiques mais aussi retrouvé dans
d'autres types cellulaires; et CAC-A, encore non-identifié. Chez les cellules K562, la
caractérisation est moins poussée. Nous savons toutefois que EKLF n'est pas exprimé

dans ce type cellulaire (219,232). Ces résultats indiquent que d'autres facteurs que EKLF
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peuvent activer la transcription et permettre la stimulation par le LCR a travers le motif

CACC. L'identification de ces facteurs serait donc trés intéressante.

5.4.2 T.e motif CACC est important. mais non essentiel pour l'expression du

rapporteur B-lacZ chez les souris transgéniques

Nous avons procédé a des études similaires chez les souris transgéniques. Des
délétions du promoteur de -globine ont été analysées dans le contexte de constructions
LCR-B-lacZ. Les différents promoteurs qui ont été comparés sont le promoteur complet
et des promoteurs minimaux incluant les motifs CACC, CAAT et TATA ou des
combinaisons de motifs: CACC et TATA ou CAAT et TATA (Annexe II, Figure 5).
L'expression de la B-galactosidase chez des souris transgéniques portant ces constructions
est soumise a des effets de position, toutefois, les niveaux d'expression moyens nous
donnent une idée de la capacité transcriptionnelle de chacun des promoteurs. Nous avons
noté que les motifs CAAT et CACC peuvent soutenir des niveaux d'expression environ
équivalents et qu'ils semblent avoir un effet additif lorsque présents ensemble. L'ajout

des séquences plus distales augmente encore un peu les niveaux obtenus.

Ces résultats nous indiquent comment le LCR peut stimuler les génes de globine.
Des études ont montré que I'expression d'un transgéne [(-globine (sans LCR) chez les
souris était trés faible (120-122,135). Si, en plus de 1'absence du LCR, les enhancers en
3" du gene sont délétés, alors il n'y a plus d'expression du tout (121). Le promoteur du
géne de B-globine seul est donc inactif chez les souris. Les niveaux d'expression du
rapporteur lacZ, dirigé par ce méme promoteur, sont donc nécessairement dus a la
stimulation par le LCR. Nous pouvons donc affirmer que les motifs CAAT, CACC et/ou
TATA sont en quelque sorte des vecteurs par lesquels le LCR peut stimuler la
transcription. I y a donc une possibilité que des interactions - probablement par les
protéines liées a ces séquences - entre le LCR et les motifs du promoteur minimal de

B-globine se produisent dans la chromatine des souris transgéniques.
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5.4.3 L'expression des transgenes B-lacZ est indépendante de EKLF

Chez les souris transgéniques, 1'expression de la 3-galactosidase dépendait du motif
CACC dans la mesure ol les niveaux étaient supérieurs lorsqu'il était inclus dans le
promoteur. Toutefois, sa présence n'était pas absolument requise: la délétion des
séquences CACC ne résultait qu'en une perte d'expression d'environ 50% (transgéne BA
par rapport au transgéne 3G). Par contre, l'ablation génétique de EKLF provoque une
perte d'expression du gene B-globine endogeéne de pres de 20 fois (221,222). 1l semble
paradoxal que la délétion du site de liaison d'un facteur aussi important pour l'expression
n'ait pas d'effet plus drastique. Nous avons donc supposé qu'EKLF pouvait avoir un
effet ailleurs qu'au motif CACC. 1l aurait par exemple été possible que EKLF lie le LCR
et parvient ainsi & activer les transgénes LCR-B-lacZ. Afin de tester cette hypotheése, nous
avons croisé certaines des lignées transgéniques avec des souris knock out pour EKLF.
Contre toute attente, l'activité B-galactosidase n'a pas été réduite chez les embryons
dépourvus de EKLF. Au contraire, une augmentation plus ou moins substantielle (allant
jusqu'a 7 fois) a été observée (Annexe II, Tableau II). L'intensité de la stimulation ne
semble pas liée & la présence du motif CACC et varie dans les lignées ou le motif CACC
est présent et dans les lignées ol il est absent. Nous concluons donc que l'expression des
transgénes LCR-P-lacZ ne requiert en aucune facon EKLF. Ce facteur ne joue donc
aucun rdle, du moins détectable, dans la stimulation de la transcription en liant le LCR.
De la méme fagon, il ne stimule pas la transcription des transgenes en se liant au motif

CACC du promoteur de B-globine.

Comment expliquer que 1'expression de ces transgénes soit supérieure en absence de
EKLF? Ce facteur de transcription pourrait carrément étre un répresseur. Toutefois,
EKLF pourrait aussi étre un activateur mais tout simplement moins efficace que d'autres
protéines liant le méme motif (par exemple Spl ou BKLF). EKLF serait alors un
compétiteur agissant en agoniste et sa perte permettrait une meilleure stimulation par les
autres facteurs. Cependant, cette hypothése n'expliquerait pas pourquoi les lignées BA,

dont le promoteur ne contient pas le motif CACC, sont elles aussi mieux exprimées dans
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les souris knock out pour EKLF. Il semble donc plus probable qu'un effet indirect soit en
cause. Par exemple, le transgéne pourrait étre en compétition avec le locus de B-globine
murine endogene pour des facteurs de transcription limitants. Dans les knock out,
puisque ce locus n'exprime pas la globine B-major murine, ces facteurs deviendraient
disponibles pour le transgéne. Une autre possibilité est que ces animaux, fortement
anémiques, tentent de stimuler I'érythropoiese pour remédier a la situation. De tels
signaux existent réellement lors de perte de sang importante par exemple. Ces signaux

pourraient influencer l'expression des transgenes.

5.4.4 EKLF pourrait activer le géne B-globine par d'autres éléments que le motif
CACC

Puisque nous ne détectons pas de stimulation par EKLF par le LCR ou le promoteur
de B-globine dans nos souris transgéniques, EKLF pourrait stimuler 'expression de la
B-globine par d'autres éléments. Il est donc possible que le role supposé de EKLF, soit
d'activer la transcription du géne de B-globine en se liant au motif CACC, ne corresponde
pas a la réalité. Or, la seule différence entre ce transgéne et BB (LCR-B-lacZ) est la
séquence codante (B-globine versus lacZ). EKLF pourrait par exemple activer la
B-globine par les enhancers 3' présents dans le micro-locus mais non dans BB.
D'ailleurs, ces enhancers comportent des motifs de type CACC qui sont liés par des
protéines. La liaison de EKLF dans cette région n'a, a notre connaissance, pas encore été
testée. Il est aussi possible que EKLF active la transcription par le motif CACC mais

seulement si un autre élément, celui-la localisé dans les séquences codantes, est présent.

Une autre possibilité est que nous observons ici un artefact créé par l'expression
aberrante de la B-galactosidase. En effet, les transgénes LCR-B-lacZ sont soumis a
d'importants effets de position, qui pourraient annuler la stimulation de EKLF. Dans de
telles condition, la présence ou l'absence du facteur n'aurait pas d'effet important sur
I'expression du transgene. L'étude de la conséquence du knock out de EKLF sur
l'expression de transgeénes utilisant les séquences codant pour la B-globine comme

rapporteur, et non pas lacZ, pourrait confirmer 1'une ou I'autre de ces hypotheses.
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5.4.5 LCR pourrait stimuler le géne le plus actif transcriptionnellement

Au Chapitre 4, nous démontrons que EKLF, contrairement 2 ce que l'on aurait pu
supposer a partir des expériences antérieures, n'induit pas la transitition entre les genes de
v.globine et le géne de B-globine. La transition pourrait plutét avoir lieu lors de la
répression partielle des genes de y-globine (152), sans toutefois se produire si le gene de
B-globine n'est pas au préalable activé par EKLF. Malheureusement, ces expériences ne
permettent pas de conclure sur le type d'interaction entre le LCR et les génes. Par
exemple, ces résultats seraient compatibles avec un mécanisme ot le LCR choisirait
d'interagir avec le géne le plus actif a proximité, sans égard a I'affinité d'interaction avec
des protéines spécifiques liées au LCR et aux genes. D'ailleurs, le fait qu'un géne neo,
dirigé par aucun élément de régulation érythroide, peut efficacement compétitionner tous
les génes de globine lorsqu'inséré a proximité du LCR (155-157) nous indique que
I'activation ne semble pas faire intervenir des protéines trés spécifiques. Le LCR pourrait

par exemple directement stimuler directement I'ARN polymérase 11.

5.4.6 Différents mécanismes gouvernent l'activité de stimulation de ]a transcription
et I'ouverture de la chromatine

L'hypothese que le LCR peut stimuler la transcription d'un géne sans interaction
spécifique n'est pas incompatible avec celle d'une interaction mutuelle protégeant contre
les effets de position. Il est possible que ces deux interactions soient distinctes et
indépendantes. a) Une interaction mutuelle entre le LCR et le gene qu'il active pourrait
avoir lieu a un moment précis du développement et la conséquence de cette interaction
serait de prévenir les effets de position. La structure de la chromatine serait alors plus ou
moins fixée pour le reste du développement (avec peut-vétre une répression qui apparaitrait
graduellement). Cette interaction devrait étre trés spécifique puisque l'insertion de certains
éléments de régulation dans le transgéne pourrait empécher sa formation. Ce modele est
compatible avec les effets de position causés par l'insertion de lacZ dans un transgene de
B-globine (Chapitre 1 et annexe I) et avec les dispositions d'éléments de régulation bien
précises requises pour l'indépendance de la position des divers transgenes du locus de

B-globine de poulet ou de y-globine humaine (Chapitre 1, figures 7 et 8). Il explique aussi
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pourquoi deux génes (B-lacZ et B-globine) inclus dans le méme transgene sont stimulés de
fagon plus ou moins proportionnelle. Enfin, il pourrait expliquer comment un certain
silencing se produit alors que la souris viellit ( et données non montrées). b) Par la suite,
il pourrait y avoir une activation de la transcription du géne le plus actif de la région
environnante. Puisque les enhancers stimulent a peu prés n'importe quel gene, il ne doit
pas y avoir d'interaction trés spécifique. Une hypothése souvent rencontrée est que ces
éléments recrutent des facteurs de la machinerie transcriptionnelle générale, qui est a peu
prés commune 2 tous les genes transcrits par I'ADN polymérase II. Ce modele global
pourrait réconcilier tous les résultats présentés dans cette theése, et plusieurs autres déja

publiés.
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Annexe I

Article 4

Une interaction mutuelle entre le LCR et le géne B-globine
peut prévenir les effets de position

si la disposition des €léments du geéne est correcte

Louis-Georges Guy, Qi Mei, Rashmi Kothary, Yves DeRepentigny
et Lee Wall.
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Résumé

Nous avons déja démontré que l'insertion du geéne rapporteur lacZ dans le micro-
locus de B-globine empéchait une expression indépendante conférée par le LCR de la
position chez les souris transgéniques (Chapitre 1). Afin de comprendre le mécanisme de
cette interférence, nous avons analysé de nouvelles constructions ol les séquences lacZ
ont été remplacées par ' ADNc eucaryote TIMP. Ces transgénes sont aussi soumis a des
effets de position, démontrant que lacZ ne porte pas de facon intrinséque d'éiéments
inhibant l'activit¢ du LCR. Nous proposons un modele ol une interaction mutuelle doit
avoir lieu entre le LCR et un complexe constitué d'éléments du géne de B-globine pour
prévenir les effets de position. Le déplacement de ces éléments par I'insertion de lacZ
empécherait une interaction productive de se produire. De plus, nous démontrons qu'un
gene de B-globine complet et intact ne peut interagir avec le LCR de fagon a prévenir les
effets de position si un geéne B-lacZ est inclus dans le transgene mais plus pres du LCR
(donc meilleur compétiteur). Selon notre modéle, ce géne B-lacZ pourrait compétitionner
avec le géne B-globine pour l'interaction avec le LCR mais cette interaction ne serait pas

productive, c'est-a-dire incapable de prévenir les effets de position.
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Tableau I Expression des transgeénes Bl et BJ

Lignée  nombre! B-gal.2  PB-gal/copie % Phu/Pmu? Exp./copie
de copies  (mU/mg)

BI1 4 220 55 1.3 0.33
BI2 23 0 0 0 0
BI3 80 190 2.3 1.6 0.02
Bl4 28 0 0 0 0
BI5 55 0 0 0 0
BI6 22 14 0.63 <0.1 <0.01
BI1 5 1100 220 11.8 2.36
BI2 1 0 0 0 0
BJ3 3 0 0 0 0
BJ4 2 130 70 5.1 1.05

1. Le nombre de copies a été déterminé avec de I' ADN de foie foetal.
2. Les analyses ont été effectuées sur des échantillons prélevés sur

des souris transgénique fondatrices de 14,5 jours.



Tableau 2: analyse des souris transgéniques BK et BL

Lignée nombre! % B hu/p mu2:3 Exp./copie

de copies
BK1 3 0.14 4.7
BK2 1 0.008 0.77
BK3 16 0.026 0.16
BK4 25 0.001 <0.01
BK5 3 0.003 0.11
BK6 2 0.028 1.4
BK7 5 0.020 0.40
BK8 9 0.004 0.05
Lignée nombre Timp2-4 Exp./copie
de copies
BL2 31 0.090 0.0029
BL3 1 0.018 0.018
BLS F 0.0046 0.00066
BL18 0.9 0.0033 0.037

1. Le nombre de copies a ét€ déterminé avec de

I'ADN de foie foetal.

2. Les analyses ont été effectuées sur des échantillons
prélevés sur des souris transgéniques fondatrices de
14,5 jours.

3. L'expression de TIMP était si faible qu'elle n'a pu
étre détectée par protection aux ribonucléases.

4. L'expression de TIMP a été calculée de fagon relative
au géne [3-major.
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Figure 1: Constructions. BF est le micro-locus normal ol les sites hypersensibles du
LCR (indiqués par des fleches) sont liés au géne de B-globine. Dans BB, lacZ, encodant
la B-galactosidase, remplace les séquences codantes de B-globine, le reste du transgéne est
identique & BF. Dans BI et BJ, un géne complet et intact de B-globine a été ajouté en 3' de
BB afin de tester la capacité de ce géne de rétablir une expression indépendante de la
position malgré la présence de lacZ. Dans BI, un second exemplaire des séquences lacZ a
été ajouté en 3' afin d'empécher une juxtaposition directe entre le géne de B-globine et le
LCR dans le cas de copies multiples. Cette juxtaposition sera cependant possible dans le
cas de BJ. BK est identique & BJ a l'exception des séquences lacZ qui ont été remplacées
par 'ADNc eucaryote TIMP. De facon similaire, B-globine est I'équivalent de D (BB
avec la partie 3' du géne de B-globine, incluant le dernier intron, les enhancers et le signal
de poly-adénylation) mais ot lacZ a été substitué par TIMP.
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Figure 2: Analyse de I'expression des transgenes PI et BJ chez les souris transgéniques.
Les ARN totaux isolés du foie foetal des souris transgéniques BI et BJ ont été analysées
par protection aux ribonucléases pour détecter I'expression de lacZ et de B-globine
humaine du transgéne et de 3-major endogéne comme contrble. Des échantillons d'ARN
de souris non transgéniques (nt) ont été ajoutés comme contrdle négatif.
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Figure 3: Analyse de l'expression du transgéne BK chez les souris transgéniques.
L'expression de la B-globine humaine du transgeéne et de B-major endogéne a été mesurée
dans I'ARN de foie foetal par protection aux ribonucléases. L'expression de TIMP était si
faible qu'elle n'a pu &tre détectée (donnée non-montrée). Comme contrble, des
échantillons d'ARN provenant d'une souris non-transgénique (nt) et d'une souris portant
le transgéne micro-locus de B-globine humain (p-D14) ont aussi ét€ analysés.



Annexe 11

Article 5

Fonction du motif CACC du promoteur de B-globine

dans les cellules K562 et les souris transgéniques

Louis-Georges Guy, Yves DeRepentigny,

Rashmi Kothary et Lee Wall.
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Résumé

Les cellules K562 expriment les globines embryonnaires et foetales mais pas le géne
de B-globine adulte. Toutefois, si le transgéne est li€ en cis au LCR, un puissant
activateur du locus de B-globine, alors le géne est transcrit. La cause de cette perte de
spécificité développementale est que le LCR est actif dans les stades embryonnaire et foetal
et peut activer le géne B-globine malgré sa spécificité adulte. Toutefois, le laboratoire du
Dr. Lee Wall a démontré qu'un promoteur minimal, ne contenant que les motif CAAT et
TATA ne répondait plus a la stimulation du LCR dans les cellules K562 (228). Dans la
présente étude, nous montrons que le motif CACC du promoteur de B-globine, un élément
hautement conservé et important pour l'activité transcriptionnelle du promoteur, était
suffisant pour permettre I'activation de la transcription par le LCR dans les cellules K562.
Afin de caractériser davantage la stimulation du promoteur de B-globine par le LCR, nous
avons analysé I'expression de plusieurs constructions chez les souris transgéniques. Ces
résultats démontrent que le motif CACC, en conjonction avec le LCR, est important mais
non essentiel pour I'expression d'un géne rapporteur lacZ. Pourtant, I'ablation génétique
de EKLF, un facteur de transcription liant le motif CACC, résulte en une diminution de
l'expression de la B-globine d'environ 20 fois. En croisant nos souris transgéniques avec
les souris knock out pour EKLF, nous démontrons que 'expression du rapporteur lacZ
est totalement indépendante de EKLF. Il est donc possible que l'action de EKLF sur
I'expression du géne de B-globine passe par d'autres séquences que le motif CACC, par

exemple les enhancers de B-globine absents des construction LCR-B-lacZ.



Tableau 1: Expression de la B-galactosidase chez

les souris transgéniques
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Lignée B-gal.l nombre? Exp./copy
(mU/mg) de copies
BBl 25 3 8.3
BB2 25 19 1.3
BB3 590 14 42
pB4 720 3 240
BB5 610 4 150
BB6 900 3 300
BB7 8 7 1.1
Moyenne 410 100
BG1 1300 3 430
G2 340 30 11
BG3 2 80 0.03
BG4 320 5 64
BG5 0 3 0
BG6 550 13 42
pG7 1 5 0.2
BG8 50 14 3.6
Moyenne 320 70
BH1 0 60 0
pH2 2 90 0.2
pH3 50 10 5
pH4 140 7 20
BH5 440 3 150
Moyenne 130 35
BAl 0 2 0
BA2 220 3 73
BA3 0 ~200 0
BA4 270 5 54
BAS 60 1 60
Moyenne 110 37

1. Les foies foetaux ont été prélevés 15 jours suivant
l'observation du culot spermatique.
2. Le nombre de copies déterminé avec de 'ADN de F1.
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Tableau 2: Comparaison de I'expression [3-galactosidase
chez les souris transgénique des divers génotype EKLF

a 14.5 jours.
Lignée EKLF -/- EKLF +/- EKLF +/+
B4 1900 950 780
(-800)
BG6 260 300 220
(CACC+ CAAT)
BGS8 180 26 28
(CACC+ CAAT)
BH3 140 28 24
(CACO)
BH4 1000 100 140
(CACC)
BA2 260 90 120
(CAAT)
BA4 890 550 370

(CAAT)
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Figure 1: Constructions incluant des délétions du promoteur de [B-globine. Un
plasmide contenant le géne de résistance neo, le LCR et un géne rapporteur H-2K (haut de
la figure) a été utilisé pour insérer différentes versions du promoteur de B-globine (bas de
la figure). Le promoteur -800 est le promoteur complet tel qu'utilisé dans le micro-locus.
Le promoteur -400 est constitue une délétion des séquences -800 a -400 du promoteur
complet. La version -400 deleted est identique & -400 mais une région interne comprenant
les séquences entre -163 et -97, qui contiennent un élément de réponse a l'induction des
cellules MEL, a été délétée. Le promoteur -97 est un promoteur minimal ne comprenant
que les motifs CACC proximal, CAAT et TATA. Le promoteur -87 est similaire mais les
nucléotides du motif CACC ont été délétés.
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Figure 2: Analyse de l'expression avec les différentes délétions du promoteur B-globine
dans les cellules K562. L'expression du géne rapporteur H2-K a été mesuré dans des
populations de cellules K562 sélectionnées au G-418 pour l'insertion stable des plasmides
indiqués au haut de la figure (voir Figure 1) a été mesuré par protection aux ribonucléases.
Comme contrdle, I'expression de la -actine endogéne a aussi été mesurée. Pour chaque
construction, deux population différentes ont été analysées et I'expression a été testé dans
des cellules non induites (U) ou induite a I'hnémine (I). La figure révéle que toutes les
constructions incluant le motif CACC proximal (-800 a -97) expriment le géne rapporteur
alors que la délétion du motif (-87) empéche l'expression.
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Figure 3: Constructions de diverses combinaison des motifs CACC et CAAT. Afin de
vérifier si les motifs CACC et CAAT fonctionnent en conjonction ou si le motif CACC
peut, a lui seul, stimuler 1'expression du rapporteur dans les cellules K562, diverses
combinaison des motifs CACC ont ét€ insérées dans le plasmide décrit a la figure 1. Le
promoteur CACC + CAAT est le méme que le promoteur -97 de la Figure 1. Le
promoteur CACC + MUTS est un promoteur -97 ol ont été insérés des mutations
ponctuelles inactivant le motif CAAT (). Le promoteur CAAT était appelé -87 a la Figure
I et le promoteur MUTS introduit des mutations inactivant le motif CAAT dans le
promoteur -87.
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H2K

Figure 4: Analyse de I'expression avec les différentes combinaisons des motifs CACC
et CAAT dans les cellules K562. L'expression du géne rapporteur H-2K a été mesuré
dans des populations de cellules K562 sélectionnées au G-418 pour l'insertion stable des
plasmides indiqués a été mesuré par protection aux ribonucléases. Quoique les niveaux ne
soient pas directement comparable en raison de I'absence de controle, il est évident que le
motif CACC peut soutenir une expression élevé sans la présence du motif CAAT (voir
CACC + MUTS, I). Noter que 'ARN des pistes (U) était de moins bonne qualité que
dans les pistes (I), expliquant la différence de niveaux.
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Figure 5: Constructions analysées dans les souris transgéniques. Différents promoteurs
de B-globine ont été placés entre le LCR et le géne rapporteur lacZ. Dans B, le
promoteur complet (-800 a +32), tel qu'utilisé dans le micro-locus () a été utilisé. Dans
BG, un promoteur minimal ne comprenant que les motifs CACC proximal, CAAT et
TATA remplace le promoteur complet. Dans BH, des mutations ponctuelles inactivant le
motif CAAT (MUTS5) ont été introduites dans le promoteur -97, ne laissant que les motifs
CACC et TATA fonctionnels. BA est un promoteur -87 ol ne substistent que les motifs
CAAT et TATA.
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Annexe III

Article 6

CAAT/enhancer-binding proteins are involved in
B-globin gene expression and are differentially expressed

in murine erythroleukemia and K562 cells

Lee Wall, Nathalie Destroismaisons, Nathalie Delvoye et
Louis-Georges Guy. (1996) The Journal of Biological Chemistry,
271: 16477-16484.
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Acting in cis with the p-globin locus control region,
the CAAT box of the S-globin gene promoter stimulates
transcription 10-fold in murine erythroleukemia (MEL)
cells but is without effect in K562 cells. Our previous
studies suggested that of four proteins from MEL cells
that bind to this CAAT box region (CP1, GATA-1, and two
factors that were denoted DSFr and DSF1) DSFr is in-
volved in the up-regulation of transcription. In the pres-
ent report, the DSFr protein in MEL cells was identified
as C/EBPy through expression cloning and antibody
studies. C/EBPy DNA binding activity could not be de-
tected in K562 cells. However, K562 cells, but not MEL
cells, were found to express LIP, which is a truncated
form of C/EBPB and is an inhibitor of transcription.
Thus, the differential expression of C/EBP members
could account for the ability of the B-globin CAAT box to
stimulate transcription in MEL cells, but not function in
K562 cells. Juxtaposing a specific C/EBP binding se-
quence next to the g-globin promoter, in constructs in
which the CAAT box had been rendered inactive by
mutation or deletion, restored full promoter activity in
MEL cells only if CP1 still bound to the promoter. In
conjunction with previous mutation analyses, these re-
sults suggest that C/EBPy may collaborate with CP1 to
enhance transcription through the g-globin CAAT box.

The human B-globin locus (Fig. 1) contains five active genes
that are expressed specifically in red blood cells at different
times during development (reviewed in Ref. 1). e-Globin is only
expressed early in embryogenesis, the two y-globin genes are
transcribed at high levels during fetal life, while the 8- (a minor
contributor) and B-globin genes are expressed in late fetal life
and throughout adult life. To express at high levels, all of these
genes rely on the activity of the LCR® that is situated upstream
of the e-globin gene (see Fig. 1). The LCR is a powerful, eryth-
roid-specific enhancer that has the additional property of being
able to confer position-independent, copy number-dependent
expression onto globin transgenes under its control (reviewed
in Ref. 2).

Transgenic mouse studies of the - and y-globin genes, alone
or together in cis with the LCR (3-6), as well as studies of the

* This work was supported in part by a grant from the National
Cancer Institute of Canada (to L. W.}. The costs of publication of this
article were defrayed in part by the payment of page charges. This
article must therefore be hereby marked “advertisement” in accordance
with 18 U.8.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

1 Recipient of a scholarship from the Fonds de Recherche en Santé du
Québec. To whom correspondence should be addressed. Tel.: 514-876-
5497; Fax: 514-876-5476; E-mail: Walll@ere. UMONTREAL.CA.

! The abbreviations used are: LCR, locus control region; GMS, gel
mobility shift; MEL, murine erythroleukemia; CPS, carbamyl phos-
phate synthetase; C/EBP, CAAT/enhancer-binding protein.

whole human B-globin locus (7, 8), have shown that the globin
genes compete for activation by the LCR during development.
Investigations have also indicated that the LCR can only acti-
vate one gene at a time and that the LCR interacts directly
with the gene it is enhancing through a looping mechanism (3,
6, 9). Thus, it is believed that the developmental switching of
globin gene expression is regulated, at least in part, through a
competition between the genes for interactions with the LCR.
In this model, regulatory sequences surrounding each gene
would interact with the LCR and, therefore, would play a direct
role in determining the affinity each gene has for the LCR
during the different stages of development.

Using MEL cells as a model system, Antoniou and Grosveld
{10) demonstrated that only a minimal 3-globin gene promoter,
containing the TATA box, the CAAT box, and the proximal
CACC box sequences (Fig. 1), is necessary for the LCR to
enhanee high levels of transcription onto a H-2K reporter gene.
In conjunction with the TATA box, the CAAT, and the proximal
CACC motifs can each stimulate activity 10-fold higher than
the TATA box alone in MEL cells. Thus, both the CAAT and
proximal CACC elements and the cognate transcription factors
that bind to these sequences play an important role in regulat-
ing the B-globin promoter in the presence of the LCR and, thus,
may be involved in LCR interactions.

Recent work by other groups has implicated an erythroid-
specific kruppel-like factor in the involvement of the B-globin
proximal CACC box in LCR activated transcription (11, 12).
Mice in which the erythroid-specific kruppel-like factor gene
has been crippled though homologous recombination die at the
fetal stage of development due to a severe anemia. This may be
caused by the specific absence of expression of the mouse B-glo-
bin gene (13, 14).

Qur studies on the 8-globin CAAT box have shown that four
distinet factors in MEL cells can bind to this region; the eryth-
roid-specific protein GATA-1, the ubiquitous CAAT-binding
protein CP1 (also called NF-Y), and two DNA binding activities
that were denoted DSF1 and DSFr (15). DSF1 DNA binding
activity is only detectable in MEL cells that are induced to
terminally differentiate, while DSFr activity is present in both
uninduced and induced cells. A mutation analysis that was
done suggested that DSFr is involved in regulating the activity
of the B-globin CAAT box in MEL cells. However, in these same
studies it was also found that the CAAT box, in cis with the
LCR, was completely unable to increase transcription from the
B-globin promoter in K562 cells (15). Yet, it appeared that K562
cells did contain DSFr DNA binding activity. These results
suggested that there might be a difference in the way the LCR
functions in MEL versus K562 cells and/or that there are dif-
ferences in the CAAT box-binding factors that were not de-
tected in the previous studies. Therefore, we sought to identify
the DSFr and DSF1 proteins to be able to determine if there
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Fic. 1. Structure of the human B-globin gene complex. The
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exist important differences between the proteins in MEL cells
versus K562 cells.

The C/EBP family of transcription factors belong to the ba-
sic-ZIP class of DNA-binding proteins (Refs. 16 and 17, and
references therein). C/EBP members contain a domain in their
C-terminal half that is rich in basic amino acids. This basic
domain is followed by a leucine zipper motif (4 to 5 repeats of
leucine at every seventh amino acid) through which the C/EBP
members form homodimers or heterodimerize with one an-
other. Dimerization is required for the proteins to interact with
DNA through the basic domains.

At least six distinct members of the C/EBP family in mam-
mals have been identified: C/EBPa, C/EBPB (also known as
NFIL6 and LAP), NF-IL6B, C/EBPy (also called IgEBP),
C/EBPS, and CHOP (16-24). With the exception of CHOP,
which does not appear to bind DNA (22), all C/EBP members
have a nearly identical DNA-binding specificity. Although the
DNA sequence consensus recognized by these proteins is highly
redundant, a CAAT-like sequence is frequently observed.

In the present report we have identified DSF1 and DSFr as
C/EBPB and C/EBPv, respectively, and we have found that
these DNA binding activities are differentially expressed in
MEL and K562 cells. Moreover, our studies suggest that
C/EBPy may act in collaboration with CP1 to up-regulate LCR
enhanced f-globin gene expression through the p-globin CAAT
box in MEL cells.

MATERIALS AND METHODS

Library Screening —Custom c¢DNA libraries, representing dimethyl
sulfoxide-induced MEL cells, in Agtll (random primed) and Agtl0
(mixed random and oligo(dT) primed) vectors were purchased from
Clontech. For screening Agtll expression libraries, approximately
50,000 plaque-forming units were grown on each 10-inch square plate
and these were screened by the Southwestern method (25). Filters were
probed with the synthetic oligonucleotides GAGCCCTAGGGTTGGC-
CAATCTACTCCCAG and GCTCCTGGGAGTAGATTGGCCAACCCT-
AGG, which were end labeled with [v-*2P]ATP, annealed to form GAGC
and GCTC 5' overhangs, and then ligated to form concatamers.

Gel Mobility Shift Assays —GMS assays and nuclear extract prepa-
ration were done as described previously (15). Extracts were used at a
protein concentration of 0.8 mg/ml in the final reaction mixtures unless
indicated otherwise. Antisera were diluted 3-fold in phosphate-buffered
saline and then extracts were mixed with equal amounts of diluted
antisera and incubated on ice for 30 min. Antibodies to C/EBPy were
kindly provided by Kathryn Calame (26). Antibodies to C/EBPB and
C/EBP§ were purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc. Antibodies
to GATA-1 were as described (27). The B-CAAT oligonucleotide used
and mutants 1, 3, 5, and 7 of this sequence have been described previ-
ously (15). The CPS oligonucleotide was { both strands are given 5’ to 3°)
ATTTGTTATGTTGCAACTTGTATGACA/ATGTCATACAAGTTGCAA-
CATAACAAA.

Synthesis of DNA Constructs — Plasmid constructs containing the
B-globin promoter from position —87, which is just upstream of the
CAAT box (Fig. 1), to +32 linked to a H-2K reporter gene and cloned
into the B-globin microlocus vector, which contains the g-globin LCR,
have been described previously (15). A promoter containing a deleted
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CAAT box was synthesized by the polymerase chain reaction using a 3’
primer with the sequence 5'-CGCGGGGATCCTACTCCCAGGAG-
CAGGG-3'. The underlined sequence represents a BamHI site that was
added for cloning purpases and the T following this represents the start
of the sequence of the S-globin promoter beginning two nucleotides 3’ to
the CAAT sequence. The DNA product was linked to the H-2K reporter
and cloned into the microlocus vector as described (15). To clone the
CPS sequences 5’ to the various S-globin promoters, the CPS oligonu-
cleotides (given above) were re-synthesized to contain a 53' CG overhang
on the first strand and a 5’ GATC overhang on the second strand. The
oligonucleotides were annealed and then cloned juxtaposed 5' to the
promoters using BamHI and Clal restriction sites that are unique when
the promoter fragments are cloned into BlueScript vector befare they
are transferred to the microlocus vector (15). The final products were
sequenced to ensure only one copy had inserted and that it was in the
correct orientation. The rat LIP expression vector was kindly provided
by Ueli Shibler (21).

Western Blots—Fifty ug of proteins from nuclear extracts were sep-
arated on 13% SDS-polyacrylamide gels, the proteins were transferred
electrophoretically to nitrocellulose membranes and the membranes
were probed with a 1:2000 dilution of C/EBPR antibodies using the ECL
system of Amersham Life Sciences.

RESULTS

DSF1 and DSFr in MEL Cells Are C/EBPB and C/EBPy,
respectively—To clone the corresponding ¢cDNAs for the DSF
proteins, a Agtll expression library was screened with a DNA
probe representing the CAAT box of the B-globin promoter. One
positive clone was obtained from 0.8 X 10° recombinants
screened. This clone contained part of the open reading frame
and 3’ sequences of the C/EBPy ¢DNA that was previously
cloned from mouse and rat cells (18-20). A Agt10 c¢DNA library
was screened to isolate the complete coding sequences for
C/EBPy. Interestingly, the 5’ end of the longest cDNA isolated
extended to the G 39 base pairs upstream from the C that was
suggested to be the site of transcription initiation for the
C/EBPvy gene (Ref. 18, data not shown). This result agreed with
studies on rat C/EBPy, in which the 5’ end of the longest cDNA
isolated is highly homologous to the mouse gene and extends 5°
to just 2 nucleotides before our longest clone {20). Thus, either
the transcription start site for the mouse C/EBPy gene was
incorrectly mapped or multiple start sites are used.

To determine if DSF1 and/or DSFr represent C/EBP mem-
bers, MEL nuclear extracts were incubated with antibodies
against various C/EBP proteins before performing GMS assays
with the B-globin CAAT box oligonucleotide as the labeled DNA
probe. To identify the CP1, DSF1, GATA-1, and DSFr bands on
the autoradiograms, competition assays were performed (Fig.
9¢) with various mutations of the CAAT box that were previ-
ously described (15). These can be summarized as follows: CP1,
GATA-1, DSF1 and DSFr bind to the wild type B-CAAT se-
quence; only GATA-1 recognizes mutant 1; mutant 3 is recog-
nized by DSFr and DSF1, and, to a greatly reduced degree, by
CP1; while only CP1 binds to the mutant 7 sequence. Each
oligonucleotide will only compete binding of those proteins that
bind to it.

With uninduced MEL extracts (Fig. 2b, lanes 1-6) the
C/EBPy antisera inhibited formation of the DSF'r protein-DNA
complex and caused a supershift to form, but it did not affect
either GATA-1 or CP1 (lane 3). None of the bands were affected
by antisera against C/EBPB or C/EBPS, or by preimmune se-
rum (lanes 4, 5, and 6, respectively), while GATA-1 antibodies
specifically inhibited formation of the GATA-1 complex (lane 2).
With induced MEL extracts (Fig. 25, lanes 7-12) formation of
the DSFr complex was again only inhibited by the antibodies
against C/EBPy. The C/EBPy antiserum also partially inhib-
ited formation of the DSF1 complex (lane 9). In addition, the
DSF1 band was completely inhibited by the C/EBP antiserum
(lane 10). However, the DSF1 signal was not affected by
GATA-1 antiserum, C/EBPS antiserum, or preimmune serum
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Fic. 2. DSF1 and DSFr are C/EBP
family members. Ina, GMS assays were

performed with uninduced {lane 1) or in- Sonpatitor: -
duced (all other lanes) MEL extracts with

the g-globin CAAT sequence as the DNA

probe, in the absence of competitor (—) or

in the presence of a 100-fold molar excess

of the competitor oligonucleotide shown CP1 ->
at the top of each lane. Mutant 1 binds DSF1 ->
GATA-1 only, mutant 3 binds DSF1 and o e

DSFr (CP1 very weakly), mutant 7 binds
CP1 only (15). The CPS sequence binds to
DSF1 and DSFr specifically (see text). In
b, unindueed (lanes 1-6) or induced (lanes
7-12) MEL extracts were preincubated
with the antiserum shown at the top of
each lane before performing the GMS as-
says. —, no additions.

(lanes 8, 11, and 12, respectively), which demonstrated that the
effects were specific.

To extend these results, we determined if the DSF1 and/or
DSFr factors could recognize DNA sequences known to interact
with C/EBP members, A GMS analysis using a sequence from
the promoter of the CPS gene, which interacts strongly with
C/EBP proteins (28), is shown in Fig. 3. Two bands were de-
tected in induced MEL extracts (Fig. 3a, lane 2) that showed
exactly the same competition profile as DSFr and DSF1 de-
tected with the 8-CAAT probe (compare lanes 2 to 7 in Figs. 2a
and 3a). The faster migrating band was virtually completely
inhibited by the anti-C/EBPy serum, but this band was not
affected by any of the other sera tested, while the upper band
was partially affected by the anti-C/EBPy serum and was com-
pletely inhibited by the anti-C/EBPB serum (Fig. 3b, lanes
6-10). The apparent slight reactivity of the upper band to
anti-C/EBPS and the slight decrease in the lower band in re-
sponse to anti-C/EBPg and anti-C/EBP& was not reproducible.
Thus, the two factors in induced MEL extracts that bound to
the CPS oligonucleotide gave the same DNA-binding specificity
and the same antibody reactivity as DSFr and DSF1 that bind
to the B-globin CAAT sequence.

Surprisingly, the CPS oligonucleotide also formed two DNA-
protein complexes in GMS assays with uninduced MEL ex-
tracts (Fig. 3a, lane 1). However, the slower migrating band
seen with uninduced extracts migrated at a slightly higher
position than the slower migrating band seen with induced
extracts (compare lanes I and 2 in Fig. 3a), and antibody
studies indicated that the upper band obtained with uninduced
extracts was likely due to two molecules of DSFr binding to a
single molecule of the CPS DNA probe. For example, both of the
DNA-protein complexes detected with uninduced extracts were
almost completely blocked by the anti-C/EBPy serum, whereas
neither was affected by the other sera tested, including the
C/EBPS antiserum (Fig. 3b, lanes 1-5 and compare lanes 3 and
4 to lanes 8 and 9). This was in contrast to the upper band
obtained with induced extracts, which was completely reactive
to C/EBP antiserum.

In summary, both DSFr and DSF1 DNA binding activities
can be detected with C/EBP-binding sites, as well as with the
B-globin CAAT sequence, in GMS assays. DSFr is specifically
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MEL cells, while DSF1 is likely C/EBPS. If DSF1 is C/EBPS, it
must be present in part as a homodimer and in part as a
heterodimer with the C/EBPy (DSFr) protein. This would ex-
plain why it is partly reactive to the C/EBPy antiserum. This
interpretation is exactly the same conclusion drawn by Cooper
et al. (26) for mouse B-cells. Both early and mature B-cells
contain active C/EBPy, but only more mature cells contain
detectable C/EBPS DNA binding activity and a large propor-
tion of the C/EBPg protein is present as a heterodimer with
C/EBP4, as appears to be the case here for MEL cells.

K562 Cells Contain LIP, a Truncated Form of C/EBPB That
Is an Inhibitor of Transcription — K562 cells were also studied
using antisera and GMS assays as outlined above for MEL
extracts. In parel a of Fig. 4, the identity of the various radio-
labeled bands obtained in GMS assays of K562 extracts using
the B-CAAT oligonucleotide as the probe was established by
competition assays, while the effect of preincubation with the
various antibodies is shown in panel b of this figure. Previously
(15), we found that GATA-1, CP1, and a band migrating near
the position of and showing the same competition pattern as
DSFr (C/EBPy) can be detected with K562 extracts. However,
the band migrating at the position of DSFr was not at all
reactive to the C/EBPy antiserum and treatment with this
serum did not cause any super shift to form (lane 3 in Fig. 4b).
This indicated that none of the complexes seen with K562
extracts is related to C/EBPy (DSFr). On the other hand, the
protein-DNA complex seen at the DSFr position was strongly
inhibited by the C/EBPS antiserum and supershifted bands
were observed upon treatment with this antiserum (Fig. 4b,
lane 4). With the CPS oligonucleotide as probe, only one major
labeled protein-DNA complex was obtained in GMS assays of
K562 extracts (Fig. 4c; minor bands observed were not repro-
ducible). This complex gave the competition profile expected for
a C/EBP protein (Fig. 4, compare results in panel ¢ to those in
panel a) and again, this DNA-protein complex was reactive to
the C/EBPS antibodies specifically (Fig. 4d). Thus, the DSF
related complex observed with K562 extracts is related to
C/EBPB (DSF1), not to C/EBPy (DSFr).

The C/EBPB mRNA contains three in-frame methionines
that can be used as protein initiation codons in vivo (21). The
first two ATGs are near the 5" end of the message and code for
proteins in the 35-40-kDa range. The third ATG is near the

-F+ln anan reading frame and codes for a protein of only
e T Y 1
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Fic. 3. DSF1 and DSFr specifically
bind to a C/EBP recognition se-
quence. The figure is exactly as de-
scribed for Fig. 2, except that the CPS
oligonucleotide was used as the labeled
DNA probe. In b, lanes I-5 are uninduced
MEL extracts and lanes 610 are induced

MEL extracts.
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Fic. 4. A different form of C/EBP is expressed in K562 cells.
GMS assays were performed with extracts from K562 cells, as described
in Figs. 2 and 3, with the 8-CAAT oligonucleotide (panels a and b) or the
CPS oligonucleotide ipanels ¢ and d) as the labeled DNA probe. The
competitor or antibody conditions are indicated at the top of each lane.
Uninduced K562 nuclear extracts were used for lgnes I in panels a and
¢, and extracts from K562 cells treated with 80 uM hemin for 48 h were
used for all other lanes; uninduced extracts having given identical
results.

amide gel electrophoresis near 20 kDa. Since in the GMS
assays the C/EBP-related DNA binding activity in K562 ex-
iracts co-migrates with C/EBPy (DSFr) from MEL cells, and
S/EBPy itself is a 16.3-kDa protein {18), it was suspected that
he K562 DNA binding activity might represent LIP. In West-
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ern blots probed with C/EBPS antibodies (Fig. 5a) a prominent
band migrating near 20 kDa was seen with K562 extracts,
whereas no protein at this position was detected with MEL
extracts. Moreover, in a K562 clone that was stably transfected
with an expression vector for the LIP protein of rat, the inten-
sity of this 20-kDa protein detected in Western blots with the
C/EBPB antibodies was increased substantially (Fig. 5b). In
GMS assays of extracts prepared from this clone, an intense
DNA-protein complex, migrating near the position of the DSF
related band seen with normal K562 extracts, was obtained
with both the B-CAAT and CPS sequences as probes (Fig. 5¢).
Note that the major band seen with the LIP expressing clone
migrated slightly above the position of the DSF related activity
seen with normal K562 cells. This likely represents a difference
in migration between the transfected rat LIP protein and the
endogenous human K562 protein. Taken together, these data
conclusively show that the DSF related DNA binding activity
in K562 extracts represents the LIP protein. LIP is present in
K562 cells but not in MEL cells.

In the Western blot analyses, the C/EBPg antiserum also
detected major protein bands in the 35-40-kDa range with
both K562 and MEL extracts and these were detected equally
well with uninduced and induced extracts from either cell type
(Fig. 5a). It is expected that these represent the larger C/EBPS
proteins (see above). Yet, C/EBPS (DSF1) DNA binding activity
can only be detected with induced extracts of MEL cells. It
cannot be detected with uninduced MEL extracts, nor with any
K562 extracts (see Figs. 2 and 4 for example). Thus, it was
thought that only induced MEL cell extracts would contain
full-length C/EBPB proteins. However, the Western blot anal-
yses suggest that both K562 and MEL cells, whether they are
induced or not, contain the full-length proteins. One possibility
is that the C/EBP proteins are not active for DNA binding. For
example, it has been shown that the DNA binding activity of
C/EBP proteins can be modified by phosphorylation (29). In
this respect, a minor band migrating near 35 kDa is detected
with induced MEL extracts by the C/EBPB antibodies in the
Western blot analysis, but this band is not detected with un-
induced MEL or any K562 extracts (arrow in Fig. 5a). Thus, it
may be that it is a specific form of the C/EBPg protein that is
active for DNA binding in induced MEL cells. Further studies
will be required to address this possibility.

An Oligonucleotide That Binds Specifically to the C/EBP
Factors Can Reconstitute the B-Globin CAAT Box, but Only in
Conjunction with CPI1—Our previous results (15) had sug-
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Fic. 5. K562 cells contain LIP. In a, equivalent amounts of protein
extract from K562 or MEL cells, were separated by SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis and then analyzed by Western blot using antibodies
against C/EBPS. The position of protein molecular weight standards
run in parallel are indicated on the left-hand side, and the source of the
extracts are indicated at the top of the lanes. Note that LIP is the
20-kDa protein band that is only seen in the K562 lanes, while the
major bands near 40 kDa seen in all lanes are expected to be the larger
forms of C/EBPB. The arrow to the left indicates the position of a band
that is only seen with induced MEL extracts. —, uninduced extracts; +,
induced extracts. In b, extracts from normal K562 cells (Iane 1), or from
a K562 cell clone transfected with a rat LIP expression vector {lane 2)
were analyzed by Western blot as in a. In ¢, GMS assays were per-
formed using extracts from normal K562 cells (lanes I and 3) or the LIP
expressing clone of K562 cells (lanes 2 and 4) with either the g-CAAT
oligonucleotide (lanes I and 2) or the CPS oligonucleotide as the DNA
prabe. Extracts were used at a final protein concentration of 0.2 mg/ml
to emphasize the diffe in DNA binding activity.

gested that C/EBPy is involved in LCR enhanced activation of
transcription through the g-globin CAAT box in MEL cells. We,
therefore predicted that a DNA sequence that binds specifically
to C/EBP proteins in MEL cells, such as the CPS oligonucleo-
tide (Fig. 3), may be able to reconstitute transcriptional activity
to a B-globin promoter in which the CAAT box had been inac-
tivated. Previously, we had derived several multiple point mu-
tations of the B-globin CAAT sequences (15). These were inves-
tigated using constructs that contained the LCR in cis to the
B-globin promoter (from —87 to +32, which includes just the
TATA box and CAAT box motifs (Fig. 1)) linked to a H-2K
reporter gene. Two of the CAAT box mutations studied, mutant
5, which no longer binds to any proteins, and mutant 7, which
only retains CP1 binding, had a 10-fold reduced activity in LCR
enhanced transcription in MEL cells, suggesting that in these
two cases the B-globin CAAT box is not at all functional (Ref.
15; a summary of these two mutations is shown in Fig. 7). In
addition, here we derived an additional construct in which the
CAAT box and further upstream sequences were deleted from
the B-globin promoter (—71 to +32). This deleted promoter,
denoted deleted CAAT, also had a 10-fold reduced activity in
MEL cells (see below). We tested whether juxtaposing the CPS
oligonucleotide 5° of the mutant 5, mutant 7, or deleted CAAT
promoters could restore transcription in MEL cells to the levels
seen with the wild type promoter extending to —87. The pro-
moter fragments (with or without the CPS sequence juxtaposed
5' to them) were linked to a H-2K reporter gene in the LCR
containing microlocus plasmid. Stably transfected populations
of MEL cells were selected and then dimethyl sulfoxide-in-
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Fic. 6. RNase protection analysis of transfected MEL cell pop-
ulations. MEL cells were transfected with constructs containing the
B-globin promoter from —87 to +32 cloned in front of a H-2K reporter
gene in the microlocus LCR containing vector as described previously
(15), The CAAT box of the promoter was either deleted (del CAAT) or
mutated to bind no factors (mutant 5) or to bind only CP1 (mutant 7)
and the promaters were studied with and without the CPS oligonucleo-
tide cloned 5' to them as indicated at the top of each pair of lanes. Two
individually transfected populations of MEL cells for each construct
were induced for 3 days with 1.8% dimethyl sulfoxide, then total RNA
was isolated and was assayed by RNase protection simultaneously for
expression of GATA-1 as a control and for expression of the H-2K
reporter gene. The position of the signals on the autoradiogram are
indicated by the arrows. In the first 2 lanes marked —, untransfected
MEL cells were assayed as a negative control for the H-2K signal.

number (which was determined by Southern blot analysis) in
each population. A summary of the promoter constructs tested,
what factors each binds to, as well as the expression results, is
given in the top part of Fig. 7. The CPS sequences did not
stimulate activity of either the deleted CAAT or the mutant 5
promoter, In contrast, the CPS oligonucleotide did stimulate
the mutant 7 promoter approximately 8-fold, such that the
promoter was now as active as the wild type promoter. None of
the constructs gave any appreciable activity in K562 cells (re-
sults not shown).

To ensure that the ability of the CPS sequence to stimulate
transcription of the mutant 7 promoter in MEL cells was not
because a new protein binding site had been created, polymer-
ase chain reaction was used to synthesize each promoter frag-
ment containing the CPS sequence (CPS-del CAAT, CPS-mu-
tant 5, and CPS-mutant 7) and these were studied by GMS
assays with extracts from MEL cells (Fig. 8). The results
showed that in addition to CP1, C/EBPS, and C/EBPy, the
CPS-mutant 7 DNA fragment formed one additional specific
DNA-protein complex. This complex migrated above the CP1
position on the gels (marked C/EBP-CP1 in the figure). Other
bands observed were not reproducible and/or were nonspecific.
For example, the band migrating below the C/EBP+y position
was not observed in all experiments and it was nonspecific, as
it could be competed to some degree by all competitors tested,
especially mutant 5 and mutant 7. Competition assays showed
that the band migrating above CPl represented CP1 and
C/EBPy or B binding together on the CPS-mutant 7 DNA
fragment. For example, it was competed by the CPS, wild type
B-CAAT. and mutant 7 oligonucleotides, but it was not inhib-
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Fi16. 7. Both CP1 and C/EBPvy are required for wild type levels of expression. In the top part of the figure, the 8-globin promoter
constructs studied in this report are summarized along with the factors that bind to them. The CAAT box region is outlined, mutations from the
wild type B-globin sequence are shown in bold lower case letters, and a BamHI restriction enzyme site (ggatce) that was used to clone in the CPS
sequence is shown in smaller lower case letters. The consensus C/EBP-binding site in the CPS sequence is also outlined. To the right of the figure,
the average level of expression per transgene copy (*, average variation) of each construct, as measured by RNase protection and Southern blot
analysis, is given. Each value is an average from the two different transfected populations shown in Fig. 6, except for the mutant 5 + CPS, mutant
7, and mutant 7 + CPS constructs, for which three, three, and four different populations were studied, respectively. (Note that the expression
values given here may not appear to correspond to the expression levels in Fig. 6. However, the calculated values have been corrected for copy
number since the LCR confers copy number-dependent expression anto transgenes in MEL cells (36). For example, deleted CAAT + CPS would
appear to have a much lower level of expression than mutant 5 in Fig. 6. However, the average copy number for the mutant 5 populations was
approximately 5-fold higher than for the deleted CAAT + CPS populations. Upon correction, they turn out to have approximately the same level
of expression.) In the bottom of the figure, the expression results for mutant 2 and mutant 3, as described previously (15) are summarized for
comparative purposes. These expression values have been corrected by a factor of 1.28 to reflect the difference in wild type values obtained here

(7.3) versus the values obtained previously (9.4).
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Fi6. 8. GMS assays of promoter fragments. The S-globin pro-
moter fragments containing the CPS sequences (mut 5 + CPS, lane 1,
del. CAAT + CPS, lane 2; and mut 7 + CPS, lanes 3-7) were synthe-
sized using polymerase chain reaction and then used as the labeled
DNA probe in GMS assays with MEL extracts. The assays were done in
the presence of approximately a 100-fold excess of the oligonucleotide
shown at the top of each lane. —, no competitor added,

mutant 7 (competes CP1 specifically) the bands at the positions
of C/EBPy and C/EBPg increased (lane 7). Moreover, when the
CPS-mutant 7 fragment was competed with the CPS oligonu-
cleotide, the GMS pattern observed exactly coincided with the

pattern obtained for CPS-mutant 5 and CPS-deleted CAAT
(compare lane 7 to lanes I and 2 in Fig. 8), showing that the
only extra protein that binds to CPS-mutant 7, relative to these
two other promoter fragments, is CP1.

DISCUSBION

In previous studies (15) we showed that whereas the wild
type CAAT box of the S-globin promoter can stimulate LCR
enhanced transcription 10-fold in MEL cells, the CAAT box is
completely inactive in K562 cells. Mutation and stability anal-
yses indicated that a factor that was then denoted DSFr is
invelved in the CAAT box function in MEL cells. In the present
report, we showed that the C/EBPvy transcription factor repre-
sents the DSFr DNA binding activity detected in MEL cells.
However, no C/EBPy DNA binding activity could be detected
with extracts from K562 cells, showing that K562 cells do not
contain active C/EBPy. We cannot say whether or not K562
cells contain inactive C/EBPy protein, as the antibodies to this
protein did not work well in Western blot analyses. However,
K562 cells were found to contain substantially less C/EBPy
mRNA than MEL cells (not shown), suggesting that the regu-
lation might be at the level of transcription. Further studies
will be necessary to clarify this point.

The absence of active C/EBPy in K562 cells might be ex-
pected to account for the inability of the B-globin CAAT box to
function in eis with the LCR in these cells. However, with
clones of K562 cells that were stably co-transfected with a
B-globin promoter-LCR reporter plasmid (the promoter from
—87 to +32 with an unmutated CAAT box) and a C/EBPvy
expression plasmid, we failed to detect any expression of the
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linked H-2K reporter gene (not shown). This suggests that the
absence of active C/EBPy in K562 cells, alone, may not account
for the inactivity of the CAAT box in these cells. However, we
also found that K562 cells, but not MEL cells, express active
LIP. LIP has been shown to be an inhibitor of transcription
{(21). LIP does not contain transcriptional activation domains
that are located in the N-terminal half of the larger C/EBPB
proteins (30). In binding to its cognate sequence, LIP will
prevent potential tramscription activators, including other
C/EBP members, from binding there. Therefore, it is likely the
combination of not containing active C/EBPy protein and hav-
ing LIP that keeps the CAAT box tightly silent in K562 cells.
We also cannot rule out the possibility that CP1 is defective in
K562 cells (see below).

C/EBPvy May Cooperate with CP1 — Our results showed that
a CPS oligonucleotide, which binds only to C/EBP proteins in
MEL cells, Wwas unable to restore activity to the mutant 5 and
the deleted CAAT B-globin promoters, but was able to restore
wild type levels of activity to the mutant 7 promoter. In terms
of factors that normally bind to the wild type CAAT sequence,
the deleted CAAT and mutant 5 sequences do not bind to any
factors, whereas mutant 7 retains full binding of CP1, but does
not bind to any of the other factors in MEL cells (Ref. 15;
summarized in Fig. 7). Thus, these expression results suggest
the possibility that C/EBPy cooperates with CP1 to enhance
transcription through the B-globin CAAT box. In fact, this
interpretation would concur with our previous findings (15). A
CAAT box mutation (mutant 2) that retained binding of
C/EBPy (DSFr), C/EBPg (DSF1), and CP1 stimulated tran-
scription above wild type levels, whereas a mutation (mutant 3
that also retained binding of C/EBPy and C/EBP, but had a
greatly reduced affinity for CP1, only stimulated transcription
slightly above background (these results are summarized in the
bottom part of Fig. 7 for comparison). This again could be
explained by the difference in CP1 binding to the two mutants.
Note that CP1 binding alone has no stimulatory activity above
background (Fig. 7). Thus, it appears that C/EBPy and CP1
may indeed collaborate. However, this possibility does cause a
dilemma. The binding sites for C/EBPy and CP1 in the -globin
CAAT box overlap each other (15). Hence, it would be expected
that the binding of the two proteins is mutually exclusive.
Indeed, we have been unable to detect both proteins binding
together onto the wild type CAAT box. However, the situation
is similar to what has been described for C/EBP factors acti-
vating the albumin promoter (31). The C/EBP DNA-binding
site is also tightly juxtaposed to a binding site for CP1 in the
albumin promoter. Although the binding of bath factors is not
totally mutually exclusive in this case, C/EBP binding inter-
feres with CP1 binding. Yet, binding of both proteins is again
necessary for transcriptional activation (31). Therefore, in
some cases C/EBP proteins act in synergism with CP1, even
when the factors might interfere with each others binding. If
C/EBPy and CP1 do collaborate to enhance transcription
through the B-globin CAAT box, the possibility that both pro-
teins can bind to the CAAT box together under ir vivo condi-
tions cannot be excluded. It would also seem possible that
C/EBPy and CP1 are necessary for different steps in the for-
mation of the preinitiation transcription complex and that each
protein’s function is required at a different time, i.e. the bind-
ing of both proteins may be necessary, but may not have to
occur simultaneously. Further experiments will be necessary to
determine conclusively whether C/EBPy and CP1 do collabo-
rate at the B-globin CAAT box, and, if so, what the function of
each protein is in enhancing B-globin gene expression.

Does the Differential Expression of C/EBP Proteins in MEL
and K562 Cells Reflect a Developmental Role?—As K562 cells
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only express the endogenous e- and y-globin genes and not the
adult stage-specific B-globin gene, they have been considered a
model for the embryonic-fetal stages of erythroid development
(see Ref. 11, for example). On the other hand, MEL cells are
considered a fetal-adult model. Thus, it seems possible that the
differential expression of C/EBP factors in K562 cells (active
LIP and no active C/EBPY) versus MEL cells (active C/EBPy
and also active full-length C/EBPB in induced cells) and the
functioning of the B-globin CAAT box only in MEL cells might
be related to a developmental specificity. However, it has pre-
viously been shown that both C/EBPy and C/EBPB are ex-
pressed in rat yolk sac and fetal liver, at least at the RNA level
(20). This sheds some doubt on the possibility that the differ-
ential expression of C/EBP factors in MEL and K562 cells is
related to developmental switching of B-globin gene expression.

On the other hand, the differential expression of C/EBP
factors has been correlated with cellular differentiation and cell
maturation in a variety of systems, For example, the differen-
tial expression of three C/EBP members, a, B, and &, has been
directly related to adipocyte differentiation (16, 32). The differ-
ential expression of LIP and full-length C/EBPp has been cor-
related with liver regeneration. Whereas more LIP is present
in actively dividing liver cells, more full-length C/EBP protein
is present in quiescent cells and this is directly related to cell
growth (33). In this sense, it is important to note that MEL cells
and K562 cells also appear to represent different precursors in
the erythroid pathway. For example, MEL cells are completely
committed to becoming red cells, but this is not the case for
K562 cells. If K562 cells are treated with phorbol esters, they
lose their erythroid characteristics and induce megakaryocyte
markers (34, 35). Moreover, we have obtained initial results
that suggest that de-regulated expression of C/EBP factors in
K562 cells can alter both erythroid and megakaryocytic differ-
entiation of these cells.? Thus, we suspest that the differential
expression of C/EBP factors in K562 cells versus MEL cells, as
well as the inactivity of the B-globin CAAT box in K562 cells,
may be related to the different precursor status of these cells.
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