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A.1. La cromatina

A.1.1. Estructura de la cromatina

El genoma huma haploide conté aproximadament 3 bilions de parells de bases de DNA
empaquetat formant 23 cromosomes. La majoria de cel-lules del cos huma, excepte els ovuls i els
espermatozoides, son diploides i contenen 23 parelles de cromosomes homolegs. Aixo fa un total de 6
bilions de parells de bases de DNA per cél-lula. Donat que cada parell de bases és al voltant de 0.34
nanometres de llarg, aixo vol dir que cada cél-lula diploide conté uns 2 metres de DNA. A més a més,
s’estima que el cos huma conté uns 50 trilions de cél-lules. Aixo vol dir que cada ésser huma conté al
voltant de 100 trilions de metres de DNA. Si tenim en compte que el Sol esta a 150 bilions de metres de la
Terra, cadasct de nosaltres conté prou DNA per anar d’aqui al Sol i tornar més de 300 vegades o donar la

volta a I’equador terrestre 25 bilions de vegades [1].

Al nivell més basic, la cromatina és Doble hélix de DNA
una estructura de DNA de doble helix

So .
N T M /ﬂ” fﬂy\l\\

‘// ,// ‘// \ //. Cada nucleosoma esta format per 8

2 proteines histones al voltant de les
2 S g\ quals el DNA s’hi enrotlla 1.65 vegades
4
EI DNA s’uneix a les histones per "
formar els nucleosomes Nucli nucleosomal
de 8 histones

Un cromatosoma esta format

Histona H1 per un nucleosoma més la
6 ‘ histona H1.
... que forma bucles de 300 nm de
longitud mitjana Ie | g Cromatosoma
11 nm

300 nm

Els nucleosomes es
pleguen fins a produir
una fibra de 30 nm...

Els bucles de 300 nm es comprimeixen L’enrotllament intens de la fibra de
i es pleguen fins a generar una fibra de 250 nm d’amplada dona lloc a la
250 nm de pas de rosca cromatide d’un cromosoma

Figura 1. Nivells d’empaquetament del DNA eucariota. El DNA cromosomic esta empaquetat dins el nucli microscopic amb
I’ajuda de les histones. Aquestes son proteines carregades positivament que s’adhereixen fortament al DNA carregat negativament
i formen uns complexos anomenats nucleosomes. Cada nucleosoma esta format per DNA enrotllat 1.65 vegades al voltant de 8
proteines histones. Els nucleosomes es pleguen encara més per a generar la fibra de cromatina de 30 nm, que forma bucles de 300
nm de longitud mitjana. Els blucles de 300 nm es comprimeixen i es pleguen encara més fins a generar una fibra de 250 nm de pas

de rosca, que es enrotllada encara més fins a formar la cromatide d’un cromosoma. Imatge adaptada de [1].
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Per fer possible que aquesta gran quantitat de DNA capiga dins I’espai microscopic de 6um de
diametre del nucli d’una cél-lula humana, el DNA es troba altament compactat. Aixo és possible gracies a
I’accié de proteines especialitzades que empaqueten el DNA en nivells de compactacio cada vegada
majors permetent que capiga en un espai tan minuscul (Fig. 1). Aquest complex de DNA i proteines és el
que anomenem cromatina. Sorprenentment, tot i estar altament compactat, el DNA esta condensat d’una
manera que permet que sigui facilment accessible als molts enzims que necessiten interaccionar amb ell

per replicar-lo, reparar-lo o llegir els gens per produir noves proteines.

A.1.1.1. El nucleosoma

Les proteines que s’uneixen al DNA per compactar-lo es divideixen tradicionalment en dues

classes: les histones i les proteines cromosomiques no histones.

~_ «al a2 a3~

N C

H2A-H2B:H4-13: r3-H4A:H2B-H2A

Figura 2. Estructura del nucleosoma. A I’esquerra, model de ’estructura del nucleosoma. A la dreta, estructura secundaria de les
proteines histones del nucli nucleosomal. La regi6 marcada en gris indica els dominis histone fold formats per 3 hélixs-o de cada
proteina amb el primer i Gltim residu que formen cadascuna de les tres helix-a indicats. Les hélixs-o addicionals fora el domini histone
fold estan indicades amb els paréntesis. A sota, representaci6 linial dels contactes primaris entre les histones del nucli del nucleosoma.

Imatge adaptada de [2, 3].

Les histones son les responsables del primer i més basic nivell d’empaquetament del DNA.
Es troben presents a la cél-lula en unes quantitats enormes, gairebé 60 milions de molecules de cada
tipus d’histona per cel-lula humana. Aixo fa que la massa total d’histones a la cromatina sigui gairebé
igual que la de DNA. La unitat repetitiva, basica, estructural i funcional de la cromatina és el que
s’anomena el nucleosoma. Cada nucleosoma esta format per uns 146pb de DNA enrotllats al voltant
d’un nucli proteic d’histones donant aproximadament 1.65 voltes de forma levogira (Fig. 2). El nucli
proteic consisteix en un octamer d’histones compost per dues copies de cadascuna de les histones
H2A, H2B, H3 i H4. Totes quatre histones son proteines relativament petites i contenen un motiu
estructural, anomenat histone fold, format per tres helixs-a i 2 bucles, que permet la unié de les
histones entre elles per formar heterodimers. Quan es genera el nucleosoma, els Aistone fold s’uneixen

entre ells per formar heterodimers H3-H4 i H2A-H2B. A continuacio, els dimers H3-H4 s’uneixen per
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formar tetramers. Finalment el tetramer H3-H4 es combina amb dos dimers H2A-H2B i formen
I’octamer proteic al voltant del qual s’hi enrotlla el DNA [2].

Totes les histones del nucli del nucleosoma son riques en lisines i arginines, dos aminoacids
basics, i presenten per tant, una forta carrega positiva. En canvi, el DNA esta carregat negativament,
degut als grups fosfat de 1’esquelet del DNA format per sucres i fosfats. Per aquesta rao, les histones
s’uneixen fortament amb el DNA ja que les seves carregues positives poden neutralitzar eficientment

la carrega negativa de ’esquelet de DNA.

A.1.1.2. La fibra de 30nm

L’empaquetament del DNA en nucleosomes permet escurgar la longitud de la fibra de DNA
fins a 7 vegades. Per exemple, una molécula de DNA d’1 metre de llarg quedaria comprimida a una
fibra de cromatina de 14 centimetres. Tot i aix0, aquesta fibra encara és massa llarga per encabir-la al
nucli cel-lular. Per fer-ho possible, la cromatina es compacta encara més fins a donar lloc a una fibra
més curta, anomenada fibra de 30 nm ja que té aproximadament 30 nm de diametre. Per a la formacid
d’aquesta fibra, és molt important la contribucié d’una altra histona anomenada histona H1. La unio
d’aquesta proteina al nucleosoma permet I’empaquetament de 20pb addicionals de DNA, resultant en
dues voltes completes del DNA al voltant de 1’octamer d’histones. L’estructura formada pel
nucleosoma més la histona H1 i els 20pb addicionals de DNA ¢és el que es coneix com a cromatosoma,

mentre que el DNA entre dos nucleosomes adjacents rep el nom de DNA connector (Fig. 3) [4].

Cromatosoma

Figura 3. Estructura del cromatosoma. L’estructura formada per la unié de la histona H1 al nucleosoma és
coneix amb el nom de cromatosoma. El DNA entre nucleosomes adjacents rep el nom de DNA connector. Imatge

adaptada de [5].

La majoria dels resultats que han conduit a la hipotesi de 1’existéncia d’una fibra de 30nm al
nucli cel-lular provenen d’assajos in vitro. Recentment, pero, en estudis realitzats in vivo, s’ha
observat que els nucleosomes es troben agrupats en dominis discrets al llarg de la fibra de cromatina
intercalats amb regions on no hi ha nucleosomes i que el nombre de nucleosomes en cadascun
d’aquests dominis és molt heterogeni. Aquests resultats posen seriosament en dubte I’existéncia d’una

fibra de cromatina ben organitzada i ordenada al nucli cel-lular [6].
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A.1.1.3. Els cromosomes

Per arribar a formar 1’estructura final dels cromosomes de 700 nm de diametre, les fibres de
30nm s’uneixen mitjancant unes regions especifiques de DNA, anomenades Matrix Attachment
Regions (MAR) o Scaffold Attachment Regions (SAR), a una estructura central proteica helicoidal de
la qual emanen formant bucles (Fig. 4). Sorprenentment, aquestes regions MAR o SAR presenten una
baixa conservacio de seqiiencia. Son tipicament al voltant d’un 70% riques en A-T, pero no presenten
seqiiéncies consens. En canvi, si que es troben sovint altres seqiiéncies interessants en aquestes
regions MARS. Es habitual trobar seqiiéncies que regulen la transcripcio en cis i, normalment, també
hi ha un lloc de reconeixement per a la topoisomerasa II. Per aquesta rad, es creu que les regions
MAR duen a terme més d’una funcid, proporcionant llocs d’uni6 a la matriu proteica i regions on

tenen lloc els canvis topologics del DNA [7].

DNA
Nucleosomes

Matriu proteica

Fibra de 30 nm

Figura 4. Model de Destructura cromosomica. A ’esquerra, es mostra un alt grau de
superenrotllament de la cromatina, representant un cromosoma durant la divisio cel-lular. A la dreta,
es mostra un superenrotllament més relaxat de la cromatina, representant un cromosoma quan la

cel-lula no s’esta dividint. Imatge adaptada de [8].

En multiples casos, els mateixos fragments de DNA que es troben units a la matriu proteica
en interfase es poden trobar units també a la matriu de metafase [9]. Donat que els fragments MAR
poden unir-se també a la matriu proteica mitotica, sembla probable que el DNA només contingui un
unic tipus de lloc d’unié comt per a ambdues estructures. En interfase, el lloc d’unié es trobaria
connectat a la matriu proteica d’interfase, mentre que a cromosomes mitotics estaria unit a la matriu

metafasica. Ambdues matrius estan formades per proteines diferents, tot i que hi ha components
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comuns. Per exemple, 1’enzim topoisomerasa II €s un component que forma part d’ambdues [9]. Aixd

suggereix que el control de la topologia és important en tots dos casos.

A.1.2. La regulacié epigenética

Existeixen diversos mecanismes que permeten modificar 1’estructura de la cromatina per regular
I’expressio geénica en resposta a estimuls endogens i exogens. Aquesta dinamica continua entre un estat
permissiu o repressiu de 1’expressi6 és possible gracies a diversos mecanismes epigenctics (Fig. 5). Entre

aquests mecanismes trobem: la metilacié del DNA, les modificacions post-traduccionals de les histones,

els RNAs no codificants i les variants d’histones [10-12].
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Figura 5. Mecanismes epigenétics de regulacié de I’expressié geénica. Es mostren la metilacio del DNA, la

modificacio post-traduccional de les histones, els RNAs no codificants i les variants d’histones. Imatge adaptada de [3,

13].

A.1.2.1. La metilacié del DNA

La metilacié del DNA ¢és un procés quimic que afegeix un grup metil al DNA. Té¢ lloc a les
bases de citosina de tot el genoma pero esta particularment concentrada a les illes CpG, regions de
DNA altament enriquides en seqiiéncies formades per una base de citosina seguida directament per

una de guanina [14]. La metilacié del DNA ¢és una forma potent de silenciar gens transcripcionalment
[15]. La via enzimatica que déna lloc a la metilacié del DNA és bastant coneguda actualment. Hi
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participen multiples proteines metiltransferases de DNA (DNMTs). Es sap, per exemple, que DNMT 1
és la responsable de mantenir el patré de metilaci6 del DNA, mentre que el complex

DNMT3a/DNMT3b s’encarrega d’establir les metilacions de novo [16].

A.1.2.2. Les modificacions post-traduccionals de les histones

Existeix un elevat nombre de tipus de modificacions covalents que es poden introduir a les
cues N-terminal de les histones que emanen del nucli nucleosomal [17]. De la mateixa manera, tamb¢é
trobem un elevat nombre de proteines que duen a terme aquestes modificacions. Entre elles, per
exemple, tenim acetiltransferases d’histones (HATSs), metiltransferases d’histones (HMTs) i
desacetilases d’histones (HDACs). Totes aquestes modificacions afecten I’estructura de la cromatina
mitjangant interaccions electrostatiques entre les histones carregades més o menys positivament en
funci6é de les modificacions i el DNA carregat negativament. Aix0 fa que les regions genomiques
siguin més o menys accessibles als factors de transcripcié permetent regular I’expressio génica.

A més a més, aquestes modificacions també funcionen com a plataformes de reclutament de
proteines efectores a llocs concrets de la cromatina. Aixo és possible gracies a 1’existéncia de dominis
en les proteines efectores que permeten la unio especifica a modificacions concretes de les cues de les
histones. Per exemple, els bromodominis permeten la unié a lisines acetilades, mentre que els
cromodominis reconeixen lisines metilades [18].

Normalment, les modificacions de les histones no actuen per separat sind6 que ho fan
conjuntament amb la metilacié6 del DNA. Per exemple, les proteines que s’uneixen a les histones
modificades, o directament les que modifiquen les histones, poden reclutar metiltransferases de DNA
per induir la metilacié del DNA del gen a silenciar [19-21]. En conseqii¢ncia, les proteines d’uni6 a
illes CpG metilades (MBPs) s’uneixen a les regions de DNA metilades i recluten HDACs que
s’encarreguen de desacetilar les histones aigiies avall de les illes CpG silenciant la transcripcio

d’aquella regié genomica [16].

A.1.2.3. Els RNAs no codificants

Els gens també es poden silenciar mitjangant RNAs en forma de transcrits en sentit invers,
RNAs no codificants o0 RNAs d’interferéncia. Normalment, aquests RNAs no codificants indueixen la
formaci6é d’heterocromatina o certes modificacions d’histones i metilaci6 del DNA provocant el
silenciament de la regi6 genomica [22]. A més a més, també poden promoure el silenciament de
I’expressio génica induint la degradacié de transcrits a través del sistema de I’'RNA d’interferéncia.
Recentment, perd, també s’ha descrit que alguns RNAs no codificants poden estar implicats en
I’activacié de 1’expressio génica. Concretament, s’ha observat que alguns enhancers es transcriuen
donant lloc a RNAs no codificants (enhancerRNAs o eRNAs) i que els nivells d’expressioé d’aquests

eRNAs coincideixen amb els dels gens de la periféria [23].
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A.1.2.4. Les variants d’histones

A diferéncia de les histones canoniques que tenen com a funcions principals
I’empaquetament del genoma i la regulacié geénica, les variants no candniques participen en un ampli
ventall de processos, com per exemple, la reparaciéo del DNA, la recombinacié meiotica, la segregaciod
cromosoOmica, la iniciaci6 i finalitzacio de la transcripci6 i la condensacié dels cromosomes sexuals.
Aquesta diversitat de funcions reflecteix, almenys en part, diferéncies estructurals respecte les
histones canoniques que alteren els nucleosomes. Les modificacions en la composicio de 1’octamer
d’histones del nucli proteic del nucleosoma poden afectar la manera en que el DNA s’enrotlla al

voltant de les histones i, per tant, alterar la dinamica dels nucleosomes [24].

A.1.3 Classificacio de la cromatina

A principis del segle XX, utilitzant tints basics per tenyir la cromatina i observant-la al
microscopi, Emil Heitz va observar que a la cromatina de les cé¢l-lules eucariotes es podia diferenciar
clarament 2 formes: ’heterocromatina i I’eucromatina. L heterocromatina es va descriure com a regions
condensades del nucli que no es descondensen durant interfase, mentre que 1’eucromatina es va descriure
com aquelles regions que es descondensaven eficientment al sortir de mitosi. Es va postular que
I’heterocromatina eren les regions del genoma funcionalment inactives mentre que 1’eucromatina eren les
regions on ’activitat génica tenia lloc. Al entrar al segle XXI, perd, els dominis de la cromatina es van
definir més eficientment a nivell molecular. En general, I’eucromatina presenta una conformacio6 oberta i
accessible, és rica en gens activament transcrits i es replica d’hora a la fase S. En canvi, I’heterocromatina
presenta una estructura més condensada de la cromatina, conté pocs gens activament expressats i es
replica tard durant la fase S [25].

Existeixen dos tipus d’heterocromatina: 1’heterocromatina constitutiva i la facultativa o induible.
Tot i que tots dos estats poden ser establement heretats durant nombroses divisions, cadascun dels dos
tipus presenta una composicio i funcié diferent. L heterocromatina constitutiva engloba principalment els
elements genétics repetitius, com els telomers i els centromers, que es localitzen a la periféria nuclear. En
canvi, |’heterocromatina facultativa es pot formar a tot arreu del nucli i la seva formacio6 és necessaria per
al silenciament genic del mating-type a llevat o la inactivacio del cromosoma X [26].

Tan I’heterocromatina constitutiva com la facultativa formen estructures de la cromatina
repressives 1 estan associades a silenciament transcripcional. L heterocromatina constitutiva es creu que
actua principalment com un estabilitzador del genoma que prevé els entrecreuaments entre seqiiéncies
genétiques molt semblants i assegura una segregacié cromosomica eficient [27]. Indirectament, els gens
adjacents a les seqiiéncies repetitives de DNA es poden silenciar per I’expansié de 1’heterocromatina
silenciada a regions no repetitives que contenen gens. Aquest fenomen €s coneix com a variegacidé per
efecte de posicio [28]. L’heterocromatina facultativa normalment es localitza als promotors i s’estableix

de manera regulada al llarg del desenvolupament o en resposta a factors ambientals. Assegura el
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silenciament epigenctic de gens a certs tipus cel-lulars o teixits, i €s una mecanisme important per a la

programacio del desenvolupament i els desti cel-lular [27].

A.1.3.1 Mecanismes de formacio de I'heterocromatina

En general, a la cel-lula eucariota s’han determinat dos mecanismes diferents a través dels
quals es pot induir la formacié de I’heterocromatina. Basicament, la generacid d’aquesta estructura
altament condensada de la cromatina pot ser promoguda per la uni6é de factors proteics especifics al
DNA o a través del sistema d’RNAs d’interferéncia (Fig. 6). Per exemple, mentre 1’establiment de
I’heterocromatina facultativa depén generalment de la unid especifica de determinats factors a
seqiiencies de DNA concretes, la formacidé de 1’heterocromatina constitutiva, en canvi, sovint es troba
associada a la preséncia d’elements repetitius de DNA. En aquest darrer cas, la naturalesa repetitiva
d’aquests elements i els RNAs d’interferéncia petits que se’n deriven de la seva transcripcid, més que
no pas la unié de cap proteina a una seqiiéncia primaria especifica de DNA, sembla ser 1’inductor i
diana de formacié d’heterocromatina [29].

La inducci6 de la formacié d’heterocromatina constitutiva mitjangant RNAs d’interferéncia
es basa en la generaci6 d’RNAs d’interferéncia petits (siRNAs) que s’uneixen a les seqiiéncies
gendmiques diana sobre les quals s’ha de construir I’heterocromatina, per induir-ne la formacio. Per
exemple, a S. pombe, s’ha observat que la transcripcié6 d’elements repetitius per part de la RNA
polimerasa II és essencial per desencadenar la produccié d’siRNAs i la formacidé de I’heterocromatina.
A més a més, també s’ha vist que els components de I’RNAIi s’uneixen preferentment al llarg dels

principals dominis heterocromatics del genoma de S. pombe [29].
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Figura 6. Mecanismes d’inici de la formacio de I’heterocromatina. La formacio de 1’heterocromatina pot
ser nucleada per factors que reconeixen seqiiéncies especifiques de DNA , com factors de transcripcio (TF), o
mitjangant la maquinaria d’RNAi que actua sobre els elements de DNA repetitiu. Ambdds mecanismes
recluten enzims modificadors d’histones com metiltransferases d’histones (HMTs) i desacetilases d’histones
(HDACSs) per nuclear la formaci6 d’heterocromatina a llocs especifics. Les proteines heterocromatiques com
Swi6/HP1, que s’uneixen a cues modificades d’histones, permeten a 1’heterocromatina estendre’s cap a les
seqiiencies adjacents. Els elements frontera impedeixen que I’heterocromatina s’estengui cap a regions
eucromatiques veines, que presenten un patré de modificacions d’histones diferent. Les banderes vermelles
representen la histona H3 metilada a la lisina 9, i la blava la histona H3 metilada a la lisina 4. Imatge adaptada

de [29].

Dr’altra banda, la formacié d’heterocromatina també pot ser nucleada per proteines d’unié al
DNA. Per exemple, a S. pombe, els factors de transcripcié d’unid especifica al DNA, Atfl i Perl,

cooperen amb Clr3, una HDAC, per nuclear la formacié d’heterocromatina facultativa a la regié del
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mating type [29-32]. En alguns casos, aquest mecanisme fins i tot pot funcionar en paral-lel amb la
nucleacié de I’heterocromatina constitutiva dirigida per RNAs d’interferéncia. En aquest sentit, als
telomers de S. pombe s’ha observat que ambdds mecanismes participen en la formacido de
I’heterocromatina. Concretament, s’ha vist que tan la proteina d’uni6 a repeticions telomériques Taz1
com la maquinaria d’RNAi contribueixen a la nucleacio de I’heterocromatina en aquesta regio [29].
Les histones i les modificacions d’aquestes també tenen un paper determinant en la formaci6
de I’heterocromatina. En aquest sentit, s’ha observat que la metilacié de la lisina 9 de la histona H3
proporciona un lloc d’unié per al cromodomini d’HP1a, una proteina estructural de I’heterocromatina
que presenta homolegs des de llevat (Swi6, Chp2, Chpl) fins a humans (HPla, HP1B i HP1y), per
reclutar-la als loci heterocromatics [29]. Alhora, també s’ha vist que I’HP1la unida a la cromatina
indueix el reclutament de la metiltransferasa d’histones Su(var)3-9, el principal productor
d’H3K9me2/3. D’aquesta manera, Su(var)3-9 metila els residus de lisina 9 de les histones H3 dels
nucleosomes adjacents i el procés d’elongacio de la formacié d’heterocromatina continua [29].
L’habilitat de 1’heterocromatina d’expandir-se, pero, ha d’estar limitada per evitar la invasio
inapropiada cap a I’eucromatina del voltant. Per aquesta rao, les cél-lules han desenvolupat multiples
mecanismes per limitar la propagacié de I’heterocromatina. Un d’aquests mecanismes implica
elements de DNA que actuen com a frontera. Aquests elements estan implicats en definir els limits
entre I’heterocromatina i 1’eucromatina adjacent. D’una banda, hi ha factors que es recluten a aquests
elements frontera que es creu que actuen impossibilitant el muntatge dels nucleosomes, provocant la
disrupcio de les formacions contigiies de nucleosomes, la qual cosa es creu que és necessaria per a la
extensio de I’heterocromatina. D’altra banda, en alguns casos, aquests elements recluten factors
especialitzats per crear un ambient de cromatina activa que impedeix la propagacio de

I’heterocromatina [29].

A.1.3.2. Silenciament génic associat a la formacié d’heterocromatina

L’heterocromatina funciona com una gran plataforma de reclutament de factors composta per
lligands, com H3K9me, i adaptadors, com Swi6/HP1, que permeten reclutar proteines efectores que
alhora regulen diversos processos cromosomics (Fig. 7).

Habitualment, la formacié de 1’heterocromatina esta associada amb la condensacio de la
cromatina i la reorganitzacié dels dominis nuclears. Ambdos casos poden reduir 1’accessibilitat de la
maquinaria de transcripcid als loci heterocromatics. A S. pombe, s’ha vist que les molecules
d’Swi6/HP1 adjacents unides a diferents nucleosomes poden dimeritzar a través del domini
cromoshadow provocant la condensacié de la cromatina. Tot i aixo, d’acord amb evidéncies recents,
Swi6/HP1 també funcionen com a plataforma de reclutament d’enzims modificadors de la cromatina
que poden alhora impedir I’accessibilitat de la maquinaria transcripcional. Per exemple, ha estat
suggerit que la proteina Swi6 funciona com una plataforma de reclutament de la HDAC Clr3. La
desacetilacié mitjancant Clr3 manté I’heterocromatina estabilitzant H3K9me3 i impedeix 1’accés de la

RNA polimerasa II [29, 30].
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En eucariotes superiors, el silenciament heterocromatic recau en complexes interaccions
entre la metilacio del DNA i la metilacié d’histones. En aquest cas, la metilacié6 del DNA i de les
histones actuen en paral-lel reclutant activitats de silenciament génic. Per exemple, a mamifers, s’ha
observat que la metilacié del DNA recluta proteines amb dominis d’uni6 a grups metil d’illes CpG
(MBD) que, de forma analoga a HPI, funcionen com a plataformes per reclutar enzims

reorganitzadors de la cromatina [29].

Arquitectura
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Figura 7. L’heterocromatina actua com un plataforma per al reclutament d’efectors al llarg d’extensos
dominis. Un marc de reclutadors com la metilacio de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me) o la metilacio del
DNA, i adaptadors com Swi6/HP1 (o altres proteines amb cromodominis capaces d’unir-se a H3K9me),
recluten diversos efectors, com factors implicats en la segregacié cromosomica (cohesina), silenciament génic
(RNAI i desacetilases d’histones) i activadors transcripcionals. L’expansio d’H3K9me i Swi6/HP1 permet als
factors que interaccionen amb aquests components de I’heterocromatina funcionar al llarg de d’extensos

dominis cromosomics. Imatge adaptada de [29].

Draltra banda, el silenciament de les seqiiéncies heterocromatiques en alguns sistemes també
implica processaments post-transcripcionals dels transcrits derivats d’aquestes seqiiéncies mitjangant
mecanismes relacionats amb el mecanisme de I’RNAI. En aquest sentit, s’ha observat a S. pombe que
la metilacié de la lisina 9 de la histona H3 i les proteines d’heterocromatina permeten dirigir
preferentment els complexos efectors del mecanisme de I’'RNAI, com els complexos RITS i RDRC,
als elements de DNA repetitius. Un cop a lloc, proporciona un mecanisme per a monitoritzar, detectar
i eliminar transcrits inapropiats derivats d’elements repetitius. De forma similar, en eucariotes
superiors s’ha observat que la pérdua de Dicer a cél-lules DT40 de pollastre o cél-lules mare
embrionaries de ratoli provoca una acumulacid de transcrits de seqiiéncies repetitives
heterocromatiques [29].

El reclutament de la maquinaria d’RNAi als elements repetitius de DNA permet silenciar
aquests loci i alhora crea factories de produccié d’siRNAs. Aquests siRNAs tenen un doble proposit.
D’una banda, reforcen el silenciament de 1’heterocromatina i, de 1’altra, sén exportats al citoplasma on
indueixen complexos similars a RISC per neutralitzar futures invasions de seqiiéncies similars i
degradar qualsevol transcrit que escapi del mecanisme RITS [29].

A banda d’induir el silenciament génic, també cal destacar que existeixen diverses evidéncies
que demostren que la formacié de I’heterocromatina €s necessaria, en alguns casos, per a I’activacio
de determinats /loci. Per exemple, a D. melanogaster existeixen dos gens essencials, light i enrolled,

que estan dins I’heterocromatina i la seva expressio requereix HPla i la proximitat de grans blocs
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d’heterocromatina [33, 34]. A més a més, en cromosomes politénics també s’ha vist que HPla es
localitza als gens de heat shock activament transcrits [35]. D’altra banda, a mamifers, s’ha observat,

per exemple, que ambdds H3K9me i HP1y s’associen amb les regions codificants de gens actius [36].

A.1.4. La cromatina de Drosophila melanogaster

Mg¢s enlla de la tipica classificaci6 de la cromatina en eucromatina i heterocromatina, recentment
gracies a les técniques modernes d’alta resolucié i analisis profundes bioinformatiques s’ha pogut anar
més enlla i s’han dut a terme diversos estudis on ha estat possible caracteritzar diversos tipus de
cromatina a D. melanogaster [37, 38]. El mimero de tipus o estats de la cromatina identificats varia
segons I’astringeéncia en la classificacié dels autors, perd en tots els casos s’arriba a la conclusié que es
poden identificar diversos tipus de cromatina més enlla dels dos grups tradicionalment estudiats atenent a
les combinacions de proteines i marques epigenétiques del genoma. Estudis recents fins i tot han posat de
manifest que moltes d’aquestes propietats en la organitzacié de la cromatina estarien conservades fins a

humans [38].

A.1.4.1. Classificacio classica de la cromatina de D. melanogaster

Inicialment, la cromatina de D. melanogaster es classificava en dos grans grups atenent a
I’aparenga citologica del DNA dels cromosomes politénics. Llavors, es parlava d’eucromatina per fer
referéncia al DNA amb una aparenga més laxa dels bracos dels cromosomes i d’heterocromatina per
anomenar la regié centromeérica altament densa coneguda com a cromocentre a partir de la qual
emanaven els bragos dels cromosomes [39]. Mentre que I’eucromatina es considerava rica en gens i
que es replicava d’hora a fase S, ’heterocromatina era vista com una regi6 pobre en gens que es
replicava tard a fase S composta majoritariament per elements de DNA repetitius com DNAs satel-lit i
transposons. Dins [’heterocromatina es diferenciaven dos tipus: ’a-heterocromatina i la pB-
heterocromatina (Fig. 8).

Basant-se en estudis citologics, en un primer moment es va pensar que el cromocentre
consistia en una regi6 central d’a-heterocromatina composta per DNAs satel-lit flanquejada per f-
heterocromatina feta de seqiiéncies mitjanament repetitives (transposons). Estudis posteriors, pero,
van demostrar que els elements mitjanament repetitius (transposons) estaven presents en blocs, dins
els quals hi havia alguns gens tUnics, envoltats per blocs de DNAs satel-lit [40, 41]. Aquests estudis
van fer que la B-heterocromatina dels cromosomes politénics deixés de veure’s com un continu de
seqiiencies que es trobaven entre el DNA satel-lit del cromocentre i I’eucromatina, i passés a tenir-se
la imatge que representava un agregat de blocs compostos per elements mitjanament repetitius
replicats a un nivell similar a I’eucromatina durant el procés de politenitzacid. A partir d’aqui, el
cromocentre dels cromosomes politénics va passar a veure’s com una estructura formada per blocs de

DNA satel-lit poc replicats que s’associaven per formar 1’a-heterocromatina, intercalats entre blocs de
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DNA mitjanament repetitiu totalment replicats que emanaven d’aquesta estructura central per formar

la B-heterocromatina [40].

Figura 8. Imatge del cromocentre i els bracos dels cromosomes politénics que emanen
d’ell. La regio central més intensament tenyida correspon al cromocentre. A la imatge, la lletra

a indica ’a-heterocromatina i la b la -heterocromatina. Imatge adaptada de [42].

Més endavant també es va veure que els telomers estaven formats principalment pels
retrotransposons HeT-A , TART i seqiiéncies similars, i que també es comportaven com a dominis
heterocromatics pero que responien a modificadors genétics diferents [40].

L’heterocromatina constitutiva de D. melanogaster esta concentrada en regions de megabases
de grandaria a les regions céntriques i subtelomériques dels cromosomes (Fig. 9). Conté seqiiéncies
curtes repetides en tandem (DNAs satel-lit), elements mitjanament repetitius (elements transponibles),
i algunes seqiiéncies de copia unica [43] (Fig. 10). L’analisi del component no satel-lit de
I’heterocromatina de Drosophila, Arabidopsis 1 humana ha progressat molt en els ltims temps. En
canvi, I’analisi de les seqiiéncies satel-lit no ha progressat tant, tot i que alguns estudis recents han

mostrat ’estructura i composicio d’alguns dels satél-lits centromérics.
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Figura 9. Estructura cr omica de D.

g . A la imatge es mostren els bragos esquerra i dret dels cromosomes 2 (2L, 2R). 3
(3L, 3R), els cromosomes sexuals X i Y, i el petit cromosoma 4. Els ntimeros representen la longitud en megabases. Les regions
eucromatiques dels bragos dels cromosomes estan representades de color blanc, mentre que les regions heterocromatiques es troben en color

blau. Les longituds de les regions heterocromatiques son estimacions de mesures en cromosomes mitotics. Imatge adaptada de [43].

L’heterocromatina representa aproximadament 59 megabases (Mb) de les 176 Mb del
genoma de la femella de D. melanogaster. A més a més, les 41 Mb del cromosoma Y dels mascles

son totalment heterocromatiques. La localitzacié de les seqiiéncies repetitives dins 1’heterocromatina
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ha estat estudiada mitjangant la hibridacio in situ de sondes derivades d’elements repetitius coneguts a
cromosomes mitotics. Aixo, conjuntament amb 1’analisi molecular de minicromosomes, ha permes
determinar 1’organitzacié i composicié general de I’heterocromatina. Concretament, s’ha observat que
esta formada per blocs de satel-lits de 20 quilobases (kb) a 1 Mb interrompudes per illes de 5-50 kb de
seqiiencies complexes que contenen una alta densitat d’elements transponibles [43].

A D. melanogaster, la transicié entre heterocromatina i eucromatina sembla ser gradual més
que no pas abrupta. Per exemple, una caracteristica de I’heterocromatina és una alta densitat de
transposons, pero la densitat d’aquests elements a la seqiiéncia gendmica incrementa gradualment com
més a prop de I’extrem centric de la fraccié eucromatica dels bragos dels cromosomes. Aquesta

tendéncia continua a I’heterocromatina céntrica, que conté grans blocs de tipus especifics de

seqiliencies mitjanament repetitives [43].

Figura 10. Localitzacié dels elements transponibles i les principals posicions dels satél-lits a I’heterocromatina de D. melanogaster. A
I’esquerra, es mostra la distribucio dels elements transponibles indicats, detectats mitjangant FISH, en un cariotip amb els cromosomes de
neuroblastos de cervells de larves. Els senyals de FISH estan marcats de color vermell i el DAPI en blau. Imatge adaptada de [44]. A la dreta, es
mostra les principals localitzacions dels satél-lits, definida mitjangant tincions i bandatges cromosomics, a I’heterocromatina de cada cromosoma.

Només es mostren les regions que contenen una quantitat de satel-lits superior a 300kb. Imatge adaptada de [45].

A.1.4.2. Classificacié moderna de la cromatina de D. melanogaster

Recentment, pero, tant la classificacio citologica de la cromatina en eucromatina, o-
heterocromatina i B-heterocromatina, com la classificacio funcional de la cromatina en eucromatina i
heterocromatina constitutiva i facultativa han quedat en un segon pla. En el seu lloc, mitjancant el
mapatge dels llocs d’unié al DNA de 53 proteines de la cromatina utilitzant la tecnologia del DamlID i
la posterior analisi dels patrons combinatorials que presenten aquestes proteines a la cromatina, s’ha

suggerit una classificacié de la cromatina en 5 tipus diferents [37] (Taula 1).
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Tipus de cromatina Principals proteines Classificacio6 tradicional
RPD3, SIR2, SIN3A, DF31, ASH2, MAX, BRM,

perella Su(var)2-10, MED31, CAF1, ECR, GAF, JRA Eicems e
Groga RPD3, SIR2, SIN3A, DF31, ASH2, MAX, MRG15 Eucromatina
Verda Su(var)3-9, HP1, LHR, HP6, RPD3 Heterocromatina
Blava PC, E(2), PCL, SCE, RPD3, EFF Heterocromatina
Negra Histona dH1, D1, IAL, SUUR, SU(HW), LAM, EFF Heterocromatina

Taula 1. Composicié de cadascun dels 5 tipus de cromatina en que s’ha suggerit que es podria classificar la cromatina de D.
melanogaster segons [37]. Es mostra una taula on es pot observar les proteines que s’han identificat enriquides en cadascun dels 5
tipus de cromatina. A la ultima columna, es mostra el tipus de cromatina segons la classificacio6 més tradicional a que

correspondrien cadascun dels 5 tipus de cromatina suggerits.

Per anomenar a cadascuna d’aquestes combinacions de proteines s’ha fet servir el nom d’un
color. D’aquesta manera, han estat identificats dos tipus de cromatina, la vermella i la groga, que
correspondrien a la classificacié tradicional d’eucromatina, i tres tipus, la verda, la blava i la negra,
que correspondrien a I’heterocromatina classica (Fig. 11). Sorprenentment, 1’anomenada cromatina
negra cobriria un 50% del genoma aproximadament. En canvi, la cromatina vermella i groga,
tradicionalment eucromatina, representaria només el 25% del genoma, mentre que el 25% restant
correspondria a la cromatina verda i blava, antigament heterocromatina. A nivell génic, vora el 60%
dels gens es troben en un ambient de cromatina vermella o groga corresponent a eucromatina, mentre
que el 40% restant formarien part de la cromatina heterocromatica representada pels tipus de
cromatina verd, blau i negre. En canvi, a nivell de gens silenciats, s’observa que vora un 80% dels
gens que no s’expressen es troben en algun dels tres tipus de cromatina verda, blava o negra, reflexant

la naturalesa repressiva d’aquests tipus de cromatina [37].

Cobertura genomica Numero de dominis Tots els gens Gens silenciats
117 Mb 8428 dominis 15145 gens 4229 gens silenciats

Figura 11. Caracteristiques dels cinc tipus de cromatina. Es mostra la cobertura genomica, les regions genomiques identificades per
cadascun dels tipus de cromatina (dominis), el contingut génic i el de gens silenciats de cadascun dels tipus de cromatina. Les regions
grises corresponen a aquells gens que els seus promotors mapen en llocs de transicié entre dos tipus diferents de cromatina. Imatge

adaptada de [37].

Pel que fa al patr6 temporal de replicacio, el DNA de la cromatina vermella i groga es replica
generalment d’hora a fase S, com es d’esperar per a ’eucromatina. Tot i aix0, la cromatina vermella
tendeix a ser replicada encara abans que la cromatina groga. En canvi, les cromatines verda, blava i
negra es repliquen més tard a fase S com és d’esperar donada la seva naturalesa heterocromatica, sent

la cromatina negra la ultima a replicar [37] (Fig. 12).
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Patré temporal de replicacio

log2 (d’hora/tard)

-10

_?0

Figura 12. Patr6 temporal de replicacié de cada tipus de cromatina. El
grafic mostra la tendéncia temporal a replicar-se que presenten cadascun dels

diferents tipus de cromatina identificats. Imatge adaptada de [37].

Alternativament, en un context més epigenétic, la cromatina de D. melanogaster també ha
estat categoritzada en base a 18 modificacions d’histones en 9 nivells d’organitzacid o ‘estats’ [46]
(Figura 13). Aquesta regionalitzacid de la cromatina ha estat possible en part gracies al projecte
modENCODE (model organism Encyclopedia of DNA) que ha permeés el mapatge de multiples
components de la cromatina al genoma de D. melanogaster. En aquest model, s’associa cada

localitzacié genomica amb un estat en particular, generant un anotacié del genoma basada en la

cromatina.
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Figura 13. Classificacié de la cromatina de D. melanogaster en 9 estats. Cada estat (linies) es caracteritza per presentar un patro

d’enriquiment (vermell) i depleci6 (blau) de diferents marques especifiques de la cromatina (columnes). Imatge adaptada de [46].

A.2. La histona H1

A.2.1 Estructura de la histona H1

La histona H1 presenta una estructura tipicament tripartida (Fig. 14). Conté un domini central
globular d’estructura definida flanquejat per dominis d’estructura no definida C-terminal i N-terminal. A

diferéncia de les histones del nucli nucleosomal, aquest domini estructurat central no presenta el tipic
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domini histone fold. Enlloc d’aix0, presenta un motiu winged-helix consistent en tres hélixs a (al, a2 i
a3), tres bucles (L1, L2 i L3) i dues fulles B petites (B1 i B2) [47].

Els primers experiments utilitzant nucleasa micrococal per digerir cromatina nativa van revelar
que la preséncia de la histona H1 estenia el patr6 de proteccié del DNA de 147pb a uns 166pb, suggerint
que la histona H1 interacciona amb 10pb de cada cadena de DNA entrant i sortint del nucleosoma
respectivament. Més endavant, en estudis més recents realitzats amb la histona H1.5 humana es va
observar que el domini globular de la histona H1 s’uneix al solc menor del DNA situat al centre del
nucleosoma contactant amb una regid6 de DNA de 10pb localitzada simetricament respecte 1’eix
nucleosomal. A més a més, també mostra que el domini globular interacciona directa i simultaniament

amb ambdues hélixs de DNA entrant i sortint del nucleosoma [47].

Uni6 simétrica respecte I’eix
<— Triple contacte
Domini globular
NH,-

-COOH

(o]

romatina més condensada

Uni6 assimétrica respecte I’eix

<— Doble contacte
COOH
NH GD

- Y / 226
40 112

L , L ,
Domini Domini
N-terminal C-terminal

Cromatina menys condensada

**\ DNA connector

S o -
Histones H1 Dominis globulars e .
© © Nucleosoma

Figura 14. Estructura de la histona H1 i la seva interaccié amb el nucleosoma. A I’esquerra, es mostra I’estructura
tipicament tripartida de la histona H1. El domini globular es troba flanquejat per un domini N-terminal curt i un llarg domini C-
terminal. La imatge de I’estructura correspon a la histona H1.5, i el domini globular de la imatge a la histona H1 de pollastre.
Imatge adaptada de [4]. Els nimeros indiquen les posicions dels residus d’aminoacids. A la dreta, es mostra una representacio de
I’efecte que pot tenir el mode en que s’uneix la histona HI al nucleosoma en la formacié d’estructures d’ordre superior de la

cromatina. Imatge adaptada de [48].

Recentment, pero, utilitzant ressonancia magneética nuclear, també s’ha analitzat la uni6 de la
histona H1 de Drosophila al nucleosoma [49]. Aquests resultats indiquen que el domini globular s’uneix
lleugerament asimétricament respecte 1’eix i que existeix un segon contacte amb el DNA que s’estableix
preferentment només amb una de les cadenes de DNA entrant o sortint. Malgrat aixo, un segon contacte
més feble es pot establir dinamicament amb la segona cadena de DNA connector. Finalment, fa molt poc,
s’ha pogut determinar 1’estructura cristal-lina del cromatosoma contenint el domini globular de la histona
HS5 de pollastre, membre de la familia H1 [48]. Aquest estudi ha mostrat que la manera en que el domini
globular d’HS s’uneix a I’eix es diferent del determinat per a la histona H1 de Drosophila. En aquest
sistema, el domini globular de la histona H5 estableix contactes estables amb totes dues cadenes de DNA
connector i s’uneix asimetricament al DNA de I’eix nucleosomal formant una configuracié de tres
contactes. En aquest ultim treball, fins i tot es demostra que diferents histones H1 es poden unir al

nucleosoma de diferents formes, donant lloc a diferents estructures d’ordre superior de la cromatina
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(Figura 14). En base a aix0, proposen que els diferents subtipus d’histona H1 deuen utilitzar formes
diferents d’uni6 per regular les estructures d’ordre superior i les funcions de la cromatina [48].

El domini N-terminal es considera sense estructura definida donat que 1’estructura
cristal-lografica no s’ha pogut determinar encara. Aquest domini es pot dividir en dues subregions basant-
se en la seqiiencia. La seqiiencia de I’extrem ¢€s rica en aminoacids hidrofobics, mentre que a prop del
domini globular trobem una regi6 enriquida en aminoacids basics. Aquesta regié basica ha estat lligada al
posicionament del domini globular i adopta una estructura d’hélix a en preséncia de DNA, mentre que la
regié hidrofobica resta no caracteritzada. Tot i que el domini N-terminal de la histona H1 de timus bovi
s’ha mostrat que no és essencial per a la formacié d’estructures d’ordre superior de cromatina, la delecio
del domini N-terminal de les isoformes de la histona H1 redueix I’afinitat d’uni6 a cromatina in vitro [50-
52]. A més a més, també s’ha observat que 1’intercanvi dels dominis N-terminal entre H1° i Hlc provoca
un intercanvi de les afinitats d’unid a la cromatina [53]. Aquests experiments suggereixen que el domini
N-terminal de la histona H1 juga un paper important en I’afinitat d’unié als nucleosomes. Tot i aixi,
encara es necessiten més estudis per caracteritzar la funcionalitat d’aquest domini [47].

Pel que fa al domini C-terminal, tampoc no s’ha resolt I’estructura cristal-lografica i s’assumeix
que es tracta d’un domini intrinsecament desordenat en solucio. Hi ha dades in vitro que assumeixen que
al unir-se al DNA a concentracions fisiologiques de sal aquest domini adopta una conformacié6 dominada
per components estructurals secundaris com hélixs a, fulles B, bucles i girs [54-59]. La interacci6 del
domini C-terminal amb el DNA connector s’ha demostrat que s’estén més enlla dels 20pb inicials a
I’entrada i sortida del nucleosoma [47].

El domini carboxi-terminal representa més del 50% de la seqiiéncia de la histona H1. Esta
compost en un ~40% de residus de lisina, ~25-30% d’alanina i ~15% de residus de prolina. Els estudis
mutacionals duts a terme amb la regido C-terminal suggereixen 1’existéncia de dues regions funcionals
d’uni6 al DNA d’uns 24 aminoacids de llargada que faciliten la condensaci6é de la cromatina [55-61].
D’altra banda, es creu que la regié restant del domini C-terminal d’uns 50 aminoacids esta involucrada en
interaccions proteina-proteina. Una prova d’aquesta possibilitat la trobem en el fet que recentment s ha
demostrat que les metiltransferases de DNA DNMT1 i DNMT3B s’uneixen al domini C-terminal de la
histona H1 de ratoli [47].

La carrega positiva neta del domini C-terminal degut a I’alt contingut en lisina permet la
regulacio de les estructures de la cromatina d’ordre superior mitjangant la neutralitzacio de la carrega de
la cadena de DNA. Aixo faria que la unié de baixa afinitat doni lloc a la formacié d’una estructura
secundaria al domini C-terminal que permetria unié d’alta afinitat [47].

A més del domini globular, ’estructura secundaria del domini C-terminal permet la formacio i
estabilitzacié del DNA connector en estructures de la cromatina d’ordre superior. La llargada, la carrega i
el niimero de modificacions post-traduccionals de les cues C-terminal varien entre les isoformes de la
histona H1 suggerint que les variants individuals de H1 deuen jugar papers diferents en la regulacié de

I’estructura d’ordre superior de la cromatina [47].
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A.2.2 La familia genica de la histona H1

La familia genica de la histona H1 als organismes inferiors es troba menys conservada
evolutivament que les histones del nucli nucleosomal. Per exemple, a Saccharomyces cerevisiae,
I’homologia de seqiiéncia entre Hhol, I’homoleg de la histona H1 a S. cerevisiae, 1 1a histona H1 d’Homo
sapiens és idéntica en un 31% 1 un 44% similar, mentre que la histona H4 entre les mateixes espécies és
un 92% idéntica i un 96% similar. En canvi, en organismes d’ordre superior com al pollastre (Gallus
gallus), la histona de la familia H1 dels eritrocits, la histona HS, mostra una elevada homologia de
seqiiencia (66%) amb la histona H1.0 humana, amb la major divergéncia de seqiiéncia trobada al domini

C-terminal [62].

Homo sapiens (11) Mus musculus (11)

Gallus gallus (7)

Xenopus laevis (5)

Danio rerio (4)

Drosophila virilis (3)

Drosophila 2
mclanogaslcr( )
Nicotiana Caenorhabditis
tabacum (6) elegans (8)
Saccharomyces

cerevisiae (1)

Tetrahymena
thermophila (1)

Figura 15. Numero de variants d’histona H1 en diverses
espécies. Es mostren les espécies en un arbre evolutiu. El nombre
de variants d’histona HI s’indica entre paréntesi (en vermell, D.

melanogaster). Imatge adaptada de [62].

A més de la variabilitat en la seqiliéncia, les proteines d’histona H1 també presenten un ampli
ventall d’estructures. Per exemple, Hholp de S. cerevisiae conté dos dominis globulars, mentre que a
Tetrahymena I’H1 esta mancada de domini globular. Els eucariotes també difereixen en el nombre de
variants d’histona H1 (Fig. 15). Mentre que H. sapiens i Mus musculus ambdés tenen 11 variants
diferents, C. elegans en conté 8 i X. laevis 5. La familia de la histona H1 d’H. sapiens presenta 7 variants
somatiques (H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H1.5, H1.0 i H1.X), tres variants especifiques de testicles (HIt,
HIT2 i HILS1) i una especifica d’oocits (H100) [63].

Totes les variants son codificades per gens de copia tnica. En funcié del patré d’expressio, els
gens que codifiquen per les variants d’histona H1 es poden classificar en: gens dependents de replicacio i
independents de replicacié (Taula 2) [62]. Els gens d’histona HI1 independents de replicaci6, com la
histona H1.0, exhibeixen un fenotip de reemplacament. Els gens que codifiquen per aquestes variants es

troben aillats genomicament de la resta de gens de les histones i presenten una transcripcié basada en
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I’estatus cel-lular. Mentre les variants independents de replicacio han estat observades al llarg de tot el
cicle cel-lular, la majoria d’histona H1 es produida durant la fase S del cicle cel-lular. En canvi, les
variants dependents de replicacid es troben junt a molts dels gens de les histones del nucli nucleosomal en
un gran cluster, anomenat HIST1, que es troba a la regid 6p21-6p22 del cromosoma 6 [65]. Els gens
d’aquestes variants presenten una expressid coordinada amb la replicacid del DNA i els nivells
d’expressio de les histones del nucli nucleosomal, tot i que s’ha observat que variants d’H1 especifiques
presenten fluctuacions en I’expressio al llarg de fase S. L’'mRNA de les variants dependents de replicacio
no presenten cua poli(A) ni introns. Alternativament, els gens de les histones H1 somatiques presenten
una seqiiéncia stem-loop a 3’ que permet una rapida traduccio durant la replicaciéo del DNA, alhora que

permet una regulacié acurada de I’expressio geénica un cop finalitzada la fase S [62].

Proteina H1 Gen H1 Locus Llargada Expressio

(i sinonims) (i sindnims) (cromosoma) (aminoacids) (cél-lula, teixit)

Histones H1 dependents de replicacio

H1.1 (Hla) HISTIHA (HIF1) 6p21.3-22 214 Ubiqua
H1.2 (Hlc) HISTIHC (HIF2) 6p21.3-22 212 Ubiqua
H1.3 (H1d) HIST1HD (H1F3) 6p21.3-22 220 Ubiqua
H1.4 (Hle) HISTIHE (H1F4) 6p21.3-22 218 Ubiqua
H1.5 (H1b) HISTIHB (HIF5) 6p21.3-22 225 Ubiqua

Histones H1 independents de replicacié

HIt HIST1HIT (H1FT) 6p21.3-22 206 Espermatocits

HIT2 HIFNT (HANP1) 12q13.11 233 Espermatides

Hloo (H1foo) HIFOO 3q21.3 345 Oodcits

HILS1 (Hilsl) HILS1 17921.33 230 Espermatides

Hilx (H1X, H1.X) HIFX 3q21.3 212 Ubiqua

H1.0 (H1°) HIFV (H1F0) 22q13.1 193 Cél-lules diferenciades

Taula 2. Variants d’histona H1 humanes. Es mostra les diferents variants humanes d’histona H1. Per cada variant, s’indica el

nom de la proteina i del gen, el locus genomic, la llargada de la proteina i el patré d’expressio. Taula adaptada de [64].

A.2.3. La histona H1 de D. melanogaster

A diferéncia de la resta d’eucariotes superiors, D. melanogaster conté una Uinica variant somatica
d’histona H1. El locus amb els gens que codifiquen per les histones somatiques es troba al cromosoma II.
Aquest locus esta format per unitats repetitives que contenen una copia de cadascun dels gens que
codifiquen per les histones somatiques repetides al voltant de 100 vegades (Fig. 16). El gen de la histona
HI es troba en aquestes unitats repetitives entre els gens d’H2B i H3. La disposicié i organitzacio
gendmica d’aquest locus esta conservat a totes les espécies de Drosophila. Cada repeticio conté totes les
seqiiencies reguladores per permetre 1’expressié de cadascun dels gens de les histones. Recentment, s’ha
vist que unicament 12 repeticions son suficients per a uns nivells normals d’expressio de les histones

suggerint que no totes les copies son funcionals [66-68].
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Figura 16. Organitzacié gendmica dels gens de les histones canoniques de D. melanog al cr 2. Es mostra els gens de les

histones canoniques i I’ts de TBP o TRF2. Imatge adaptada de [68].

Malgrat el gen de la histona HI es troba dins aquestes unitats repetitives, la regulacié de
I’expressi6 de la histona H1 és independent de les histones del nucli nucleosomal. En aquest sentit,
mentre els gens de les histones del nucli nucleosomal de Drosophila requereixen el factor TBP (TATA-
binding protein) per a la seva expressio, els gens de la histona H1 no contenen caixa TATA al promotor i
requereixen el factor TRF2 (TBP-related factor 2) [69]. A més a més, mentre als gens de les histones del
nucli nucleosomal s’hi acumula RNA pol I i TBP a fase S, TRF2 es detecta als gens de la histona H1 al
llarg de tot el cicle cel-lular suggerint que la histona H1 es deu expressar i regular de manera diferent
[69]. En aquest sentit, el gen de la histona H1 es transcriu al llarg de tota la fase S mentre que els gens de
les histones del nucli nucleosomal només es transcriuen durant un curt pero intens pols a I’inici de fase S.
Una altra diferéncia important la trobem en la vida mitjana dels mRNAs. La vida mitjana dels transcrits
de la histona H1 és molt més curta que la dels transcrits de les histones del nucli nucleosomal. Aixo fa
pensar que, tot i que I’expressid de la histona H1 i de les histones del nucli nucleosomal ha d’estar
coordinada fins a cert punt, probablement existeixin mecanismes de regulacio de 1’expressio especifics de
desenvolupament o de tipus cel-lular independents en cada cas [68].

D’altra banda, 1’expressié de les histones ha d’estar altament regulada donat que un excés
d’histones provoca problemes citotoxics a través de multiples mecanismes com s’ha vist a llevat. En
aquest sentit, un estudi recent ha mostrat que la sobreexpressioé de la proteina de fusié6 H1-GFP a mosques
mitjancant el sistema UAS/GAL4 és limitada. A més a més, és compensada per una davallada de
I’expressio de la H1 endogena de manera que es mantinguin uns nivells normals d’histona H1 total. Tot
aixo fa pensar que els nivells de proteina H1 estan altament regulats [68].

El sistema de D. melanogaster demostra que una Unica isoforma d’histona H1 somatica és
suficient per permetre el desenvolupament complex dels metazous i que la histona H1 és essencial donat
que inclis una deplecid parcial a nivell de tot 1’organisme provoca una alta letalitat [70, 71]. Des d’un
punt de vista evolutiu, D. melanogaster és un sistema Unic entre els metazous. Sembla una situaci6
simplificada donat que mentre eucariotes unicel-lulars com S. cerevisiae i T. thermophila contenen una
unica isoforma d’histona H1, els metazous habitualment presenten diverses isoformes d’H1. Per exemple,
C. elegans en conté 8, X. laevis 5, D. rerio 4 i, a plantes, N. Tabacum en té 6. Donat que D. melanogaster
si que presenta variants de les histones del nucli nucleosomal de manera similar a tots els eucariotes,
semblaria que en el cas de la histona H1 s’ha donat una reduccié del nimero de variants al llarg de

I’evolucid en aquest organisme [68].
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A.2.4. Funcions de la histona H1

A.2.4.1. Contribucié a la formacié d’estructures d’ordre superior

Les histones H1 estan implicades tant en 1’estructura del nucleosoma com en la formacio
d’estructures de la cromatina d’ordre superior. Inicialment, la fibra de 30nm va ser descrita com una
estructura solenoide generada pel plegament d’una cadena de nucleosomes en presencia de la histona
H1. Aquesta fibra solenoide també es va detectar a elevada forga idnica en abséncia de la histona H1,
tot 1 que no era tan condensada i no tan regularment orientada com en preséncia de la histona H1. Des
de llavors, diversos estudis sobre I’estructura de la fibra de 30nm s’han dut a terme, i els models
derivats d’aquestes investigacions encara generen controversia. Dos tipus principals d’organitzacié de
la cadena de nucleosomes han estat descrits (Fig. 17). D’una banda, la fibra solenoide pot ser descrita
com una hélix d’inici unic en la qual nucleosomes consecutius segueixen un a ’altre, i el linker DNA
entre els nucleosomes es troba orientat cap al centre de la fibra solenoidal. D’altra banda, la principal
caracteristica del segon model és la distribucié dels nucleosomes en zig-zag. Aixo resulta en una
estructura de doble helix de dos inicis. El model del zig-zag deriva de 1’estructura mitjancant rajos X
d’un tetranucleosoma muntat in vitro en solucions contenent cations divalents a concentracions com
les necessitades per obtenir cromatina compactada. A més de 1’organitzacié dels nucleosomes en zig-
zag, aquest model també situa la cua de la histona H4 i el dimer H2A-H2B a prop 1’un de I’altre la
qual cosa facilitaria la interaccié del nucli nucleosomal en compactar la fibra de cromatina en
estructures d’ordre superior. En canvi, el model d’inici Gnic va ser presentat en base a un estudi
mitjancant microscopia electronica d’una col-lecci6 de nucleosomes amb diferents longitud de
repeticio [64].

D’altra banda, analitzant en piles de nucleosomes els entrecreuaments entre les histones del
nucli nucleosomal H4 i H2A en nucleosomes veins, es va observar que aquestes dades donaven suport
al model d’inici doble i es va concloure a partir dels patrons d’entrecreuament que ni les diferéncies
en la longitud de repeticid ni la preséncia o abséncia de la histona HI influenciaven el
desenvolupament de dues piles de nucleosomes en suport del model de doble inici. La controversia
entre els dos models probablement pugui ser resolta considerant diferents nivells de compactacié de la
cromatina, com una estructura molt compactada que només es forma en preséncia de la histona HI
versus una estructura menys condensada que també deu ocorrer en abséncia de la histona H1 [64].

En resum, ha de ser considerat que la majoria de les dades sobre la fibra de 30 nm estan
basades en estudis in vitro, 1 podria ser que in vivo els diferents tipus d’organitzacié puguin ser
aplicables a petites regions de cromatina funcionalment definides i podrien estar subjectes a
transicions dinamiques [64]. De fet, recentment, s’ha descrit que in vivo els nucleosomes es troben
agrupats en dominis discrets al llarg de la fibra de cromatina intercalats amb regions on no hi ha
nucleosomes dins el nucli cel-lular i que el nombre de nucleosomes en cadascun d’aquests dominis és
molt heterogeni. Aquests resultats posen seriosament en dubte 1’existéncia d’una fibra de cromatina

ben organitzada i ordenada al nucli cel-lular [6].
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Model solenoidal Model en zig-zag

~30nm

Figura 17. Models de condensaci6 de la cromatina en la fibra de 30 nm. Es mostra dues possibles estructures de la fibra de

30 nm, una basada en un model solenoidal i ’altra en una estructura en zig-zag dels nucleosomes. Imatge adaptada de [5].

A.2.4.1. Altres funcions de la histona H1

La histona H1 ha estat relacionada amb diverses funcions cel-lulars. Concretament, s’ha
observat que aquesta histona esta implicada en processos com la formacié de 1’heterocromatina,
I’expressio genica, ’embriogenesi primerenca, la reparacié del DNA i I’estabilitat genomica [72] (Fig.
18).

A D. melanogaster, s’ha demostrat que aquesta proteina €s essencial per al desenvolupament
de ’organisme i presenta un paper fonamental en la formacio de 1’heterocromatina. En aquest sentit,
s’ha observat que quan els nivells de proteina de la variant somatica d’histona H1 es redueixen a un
~20% del contingut normal mitjangant RNAi, les larves deplecionades d’histona H1 no es
desenvolupen a mosques adultes i moren [70].

Conjuntament, en aquestes condicions s’observen marcats efectes en 1’estructura i funcié de
I’heterocromatina. En aquest sentit, s’aprecia que la variant somatica de la histona H1 és un fort
supressor de la variegacid i és essencial per a I’organitzacié de les regions pericentromeériques en
cromosomes politénics [70]. S’anomenen supressors de la variegacié aquelles proteines que en
eliminar-les desapareix el patré de variegacioé. La formacié d’aquest fenotip es basa en la propia
variabilitat que existeix en les c¢l-lules per determinar el limit de I’heterocromatina. Quan un gen
reporter es troba adjacent a una regié heterocromatica, aquest resulta silenciat o no aleatoriament en
cada cél-lula en funcié del punt en que cada c¢l-lula estableix el limit de I’heterocromatina. D’aquesta
manera, si en eliminar la proteina es perd la capacitat de generar I’heterocromatina, aquest patrd és
perd i es parla llavors de supressors de la variegacid. Per aquesta rad, donat que en eliminar la variant
somatica de la histona HI es perd aquest fenotip de variegacio [70], es diu que la histona H1 actua
com un supressor de la variegacid. Aixo demostra que la variant somatica de la histona H1 és

essencial per al correcte establiment de 1’heterocromatina a D. melanogaster. En relacié amb aixo, a
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més a més també s’observa que mentre els cromosomes politenics de glandules salivals normals
presenten un patré de bandes i interbandes amb una tincié prominent del cromocentre per la proteina
d’heterocromatina 1a (HP1a) i la marca repressiva H3K9me2/3, la deplecio de la histona H1 resulta en
un estructura cromosomica massivament alterada i la perdua del bandatge cromosomic. A més a més,
la tinci6 d’H3K9me?2 resulta indetectable i enlloc d’un Unic cromocentre es poden observar diversos
foci d’HP1a [70].

En la mateixa linia, recentment també s’ha descrit que la pérdua d’aquesta variant somatica
d’histona H1 provoca majoritariament la derepressié d'un 5-10% aproximadament dels gens.
Sorprenentment, pero, vora el 90% d’aquests gens corresponen a elements heterocromatics (Fig. 19)

[71,74].
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Figura 18. Funcions de la histona H1. Es mostra un resum de les principals funcions descrites fins al moment de la histona H1. Imatge adaptada

a partir de [71-73].

Recentment, també s’ha demostrat que la variant somatica de la histona H1 de D.
melanogaster pot induir la formacié d’heterocromatina mitjangant dos mecanismes alternatius. D una
banda, s’ha demostrat que pot induir la formacié d’heterocromatina mitjancant el reclutament de
Su(var)3-9. En aquest sentit, s’ha observat que la histona H1 actua reclutant Su(var)3-9 a
I’heterocromatina, facilitant aixi la metilacié d’H3K9 [74] i proporcionant una plataforma d’uni6 per a
HPla. Alternativament, també s’ha demostrat que aquesta variant somatica estd implicada en una
segona via d’induccio de la formacidé d’heterocromatina que implica la Unica proteina de la familia
STAT a D. melanogaster, STAT29E [75].

A banda dels efectes severs sobre I’heterocromatina indicats anteriorment, la deplecio de la
histona H1 de D. melanogaster a la regi6 del pouch dels discos imaginals d’ala larvaris dona lloc a
unes ales de tamany reduit altament atrofiades a I’organisme adult. Una analisi més profunda d’aquest
fenotip ha permés observar que la deplecid dona lloc a 1’aparicié de molécules de DNA circular

extracromosomals que contenen rDNA, una propietat que també és observada en mutants de pérdua
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de funcid de Su(var)3-9 i és una indicacid directa d’inestabilitat genomica. A més a més, la deplecio
també dona lloc a un alt senyal de YH2Av a la regio deplecionada suggerint dany al DNA quan el
contingut en histona H1 es redueix [71] (Figura 19) . Aquest resultats indiquen que la histona H1
d’alguna manera prevé el dany al DNA i contribueix a mantenir I’estabilitat genomica. De manera
similar, la deleci6 del gen Hhol, la histona H1 de S. cerevisiae, indueix un fenotip

d’hiperrecombinacio al locus d’rDNA [68].
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Figura 19. La hist dH1 és aria per mantenir el silenciament dels gens heterocromatics i els transposons. (A) A la part superior, es

mostren els percentatges de gens heterocromatics i eucromatics analitzats mitjangant microarrays que es troben diferencialment expressats en
mosques mutants UAS-RNAi™!; 4ct5CGAL4 tenint en compte els graus de canvi (GC) indicats. A la part de sota, es mostra el Gene Set

Enrichment Analysis (GSEA) de gens heterocromatics i transposons (linies negres) en funcié del canvi en I’expressio en mosques mutants Act5C-

GAL4; RNA{*™ (B) Nivells de yYH2Av determinats mitjangant immunolocalitzacio en discos imaginals d’ala de mosques mutants UAS-RNAi¢!!;

nubGAL4; UAS-Dcr2 i mosques control nubGAL4/UAS-RNAi®"; UAS-Decr2. S’indica la regi6 corresponent al pouch. Imatge adaptada de [71].

Diversos treballs també han descrit connexions entra la histona H1 i els components de
I’heterocromatina a cé¢l-lules de mamifer. Potser la interaccid més ben caracteritzada és la que es dona
entre la histona H1 i la proteina HP1, la qual cosa es pensa que és especifica de subtipus d’histona H1
i dependent d’una metilacio especifica de la histona H1. D’altra banda, estudis en cél-lules mare
embrionaries (MESCs) de ratoli amb una triple deleci6é de gens d’histona H1, i que contenen el 50%
del contingut normal d’histona H1, també suggereixen un paper de la histona H1 en el manteniment
de I’estructura de I’heterocromatina [72].

Finalment, també cal destacar que recentment ha estat identificada una variant embrionaria
de la histona dH1 a D. melanogaster que presenta un paper important en 1’embriogenesi primerenca.
En general, als metazous, les variants somatiques d’H1 son reemplacades per variants d’histona H1
especifiques a les cél-lules germinals. Durant molt de temps, D. melanogaster semblava ser una
excepcido amb una Unica proteina H1 caracteritzada. Fa poc, perd, s’hi ha identificat una histona H1
embrionaria, dBigH1. Aquesta variant d’H1 presenta una cua N-terminal inusualment llarga enriquida
en aminodcids carregats negativament. dBigH1 es troba present a les cél-lules germinals i durant les
primeres hores de I’embriogenesi, desapareixent a ’etapa de cel-lularitzacié quan és reemplagada per
la histona H1 somatica. A més a més, dBigH1 ¢és essencial per al desenvolupament embrionari

primerenc i prevé I’activacio prematura del genoma zigotic [68, 73].
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A.2.5. Modificacions post-traduccionals de la histona H1

La histona H1 pot ser modificada post-traduccionalment en residus tan de les cues N i C-terminal

com del domini globular.

v
=g=) v o
LI oo o = [=f=] o o =} a v
SDSAVATSA SPVAAPPATV EKKVVQ GSAGTKAKKA SATPSHPPTQ QMVDASIKNL KERGGSSLLA IKKYITATYK
]
N-terminal central globular

n()

= =
CDAQKLAPFI KKYLKSAVVN GKLIQTKGKG ASGSFKLSAS AKKEKDPKAK SKVLSAEKKV QSKKVASKKI GVSSKKTAVG
I Y

central globular

AW
AADKKPKAKK AVATKKTAEN KKTEKAKAKD AKKTGIIKSK PAATKAKVTA AKPKAVVAKA SKAKPAVSAK PKKTVKKASV

C-terminal

A A
SATAKKPKAK TTAAKK

Figura 20. Resum de les modificacions post-traduccionals identificades de la variant somatica de la histona dH1. Es mostra
la seqiiéncia d’aminoacids i les diferents modificacions identificades: fosforilacié (cercles vermells), monometilaci6 (quadrats verd
clar), dimetilacié (quadrets verd fosc), acetilacio (triangles taronja) i ubiquitinitzacio (trapezis liles). Sota la seqiiencia, s’indiquen
els dominis de la proteina. Al domini N-terminal, s’indica la posicio d’una regié evolutivament conservada entre els residus 19 129

(rectangle taronja pal-lid). Imatge adaptada de [76].

Mitjangant estudis d’espectometria de masses s’han identificat diverses modificacions post-
traduccionals de la histona H1 en organismes com Drosophila, pollastre, ratoli i humans. Entre elles, s’ha
observat que la histona H1 pot ser metilada, acetilada, fosforilada, ADP-ribosilada, ubiquitinada i
citrulinitzada [72].

En el cas de D. melanogaster, s’ha observat que la variant somatica de la histona H1 esta
ampliament modificada per fosforilacio, metilacio, acetilacié i ubiquitinacio, i que la majoria d’aquestes
modificacions es donen al domini N-terminal [76] (Fig. 20). De forma similar, també han estat
identificades diverses modificacions al domini N-terminal en variants especifiques d’histona HI1

d’humans i ratoli.

A.3. L’estabilitat del genoma

A.3.1 El programa eucariota de replicacié del DNA

La maquinaria de replicacio de les cel-lules eucariotes duplica acuradament el genoma i és
suficientment robusta per dur a terme aquesta tasca en front de nombrosos obstacles. El programa de
replicaciéo del DNA esta controlat temporal i espacialment. L’inici de la sintesi de DNA té lloc a milers
d’origens de replicacio a partir dels quals dues forquetes de replicacié progressen bidireccionalment [77].

La replicacié del DNA es dona simultaniament amb nombrosos processos metabolics com la

transcripcio, el processament dels mRNAs i el remodelament de la cromatina. Aquests processos han
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d’estar acuradament coordinats amb la replicacié del DNA per evitar conflictes potencials i assegurar la
correcta transmissio de la informaci6 genética i epigenctica. La precisio i la robustesa de la replicacio del

DNA es basa en els segiients punts [77]:

1) La sintesi del DNA ¢és altament precisa degut a la fidelitat de les polimerases replicatives i

I’associaci6 de factors de reparacio de desajustos (MMR) a les factories de replicacio.

2) Els origens de replicaci6 es disparen una tinica vegada per cada cicle cel-lular. Son activats
seqiiencialment al llarg de fase S. Aquesta activacié seqiiencial depén de la seva
accessibilitat als factors d’iniciacio limitants, per als quals competeixen els origens. A més a
més, els origens estan agrupats en dominis temporals de replicacio, en els quals els origens

es disparen estocasticament.

3) El genoma conté un gran excés d’origens de replicacid. Tots els origens es llicencien abans
de fase S, perd molts d’ells no son activats en condicions normals. Aquests origens es
coneixen com a origens criptics o dorments i s’utilitzen per rescatar forquetes aturades en

condicions d’estres replicatiu.

4) La progressi6 de les forquetes de replicacio és escortada per multiples factors que asseguren

la seva estabilitat en front d’obstacles i promouen el seu reinici quan es necessita.

A.3.2 L’estres replicatiu

El manteniment de D’estabilitat genomica és essencial per a una acurada transmissio de la
informaci6é genética. Aixo implica una adequada duplicaci6é dels cromosomes seguida per una correcta
segregacio a mitosi. La inestabilitat gendomica no només és una caracteristica del cancer, sind que també, i
encara més important, és causa de malalties genomiques i predisposicio a cancer [77].

Anomenem estres replicatiu aquelles alteracions en la dinamica de la replicacio del DNA que
provoquen inestabilitat genomica. El concepte d’estrés replicatiu engloba una amplia varietat
d’esdeveniments que distorsionen el programa temporal i espacial del programa de replicaciéo del DNA.
Aquests esdeveniments tenen origens endogens o exogens i afecten local (llocs de pausa discrets) i
globalment la dinamica de la replicacié del DNA. Poden apar¢ixer en una finestra curta de temps (estres
agut) o durant cada fase S (estrés cronic) [77].

Les situacions conegudes actualment en que la replicacié del DNA es veu afectada es poden

agrupar en quatre categories [77]:

1) Activacio6 inadequada d’origens de replicacio (deficiéncia o excés)

2) Obstacles a la replicacié del DNA
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3) Conflictes entre la transcripcio i la replicacio

4) Replicaci6 del DNA en condicions metaboliques inadequades (replicacid del DNA
desequilibrada)

Donat que el programa de replicaciéo del DNA ¢és un procés altament regulat per molts factors,
I’estrés replicatiu sovint apareix com una cascada d’esdeveniments. Un estres local impedeix completar la
replicacio del DNA a un locus concret comprometent la segregacié cromosomica a mitosi i acaba tenint

un efecte global en la integritat genomica [77].

A.3.2.1 Causes de I'estres replicatiu

Cada vegada que la cél-lula entra a fase S ha de replicar un gran nombre de loci que
representen un desafiament per a la progressio de la forqueta de replicacio i, per tant, una font
potencial d’estres replicatiu local (Fig. 21). No totes les regions del genoma soén igualment sensibles a
I’estrés replicatiu, sind que algunes regions del genoma sén més sensibles que altres. Aquests loci
altament sensibles es coneixen com a llocs intrinsecament dificils de replicar. A mamifers, sén
paradigmes de regions dificils de replicar els llocs fragils habituals (CFSs), que es defineixen com a
regions cromosomiques especifiques que tendeixen a trencar-se preferentment en situacions d’estres
replicatiu [78, 79].

Reparacié,
Tolerancia al Helicases?
dany al DNA RNAsaH (BLM, WRN....) &
9 <
>
( <®
/7 Voo l X
4 (& Q
4 A y f Lesions Incorporacié de DNA - N\ \o\ -
74 2> 2 al DNA  ribonucleotids repetitiu <uREER A < \g
C - 3
o ARG 2 B0 clclchclche 5 '\C’o \
® S . 4§ B Y &4
R\ \ N\ Llocs fragils Estructures - &A o &
Pl \ N 0 secundaries Transcripcid 7/ oS IS
\GS Nucleotids Estrés induit per del DNA i/o 0/ G
) limitants oncogens hibrids d’RNA:DNA C
Regulacié de Helicases? Magquinaria de
PPactivacié d’origens (BLM, WRN,...) processament
de PRNA
Helicases, RNAsa H,
topoisomerases

Figura 21. Fonts d’estrés replicatiu. Es mostren diferents condicions o obstacles que poden alentir o aturar la replicacié del DNA, i algunes de

les vies conegudes per resoldre cadascuna de les situacions d’estres (negreta). Imatge adaptada de [80].
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A.3.2.1.1. Activacié inadequada dels origens de replicacid: excés i déficit

Per a mantenir I’estabilitat del genoma durant la replicacio del DNA és critic que es
dispari una quantitat suficient d’origens que permeti completar la replicacio del DNA en un
periode de temps prudencial, que els origens es disparin en ordre seqiiencial i no tots al mateix
temps, 1 que els origens es disparin un unic cop per fase S. Les alteracions d’aquest patrd en
I’activacié dels origens, tan per un excés com per un deficit en 1’activacio d’aquests, donen lloc a
situacions d’estrés replicatiu [77].

Un exemple de situacions d’estrés replicatiu induides per un déficit en 1’activacio dels
origens es dona als llocs fragils habituals (CFS). Els origens de replicacié no es troben igualment
distribuits al llarg del genoma i la seva eficiéncia varia ampliament. Algunes regions genomiques,
com els llocs fragils habituals (CFS), son pobres en origens al llarg de megabases de DNA i son,
per tant, incapaces de compensar forquetes alentides activant origens dorments. En resposta a
situacions d’estrés replicatiu lleus, per tant, la duplicacié de les CFSs depén de la capacitat de les
forquetes alentides de sintetitzar DNA al llarg d’una distancia gran [77, 81].

Draltra banda, una activaci6 excessiva dels origens de replicaci6é també és negativa per a
la viabilitat cel-lular. Per exemple, a llevat, la sobreexpressié dels factors d’iniciacié limitants
permet ’activacioé simultania de la majoria d’origens a I’inici de fase S i, en conseqiiencia, el
nivell de dNTPs es torna limitant rapidament, amb conseqiiéncies nefastes per a la viabilitat
cel-lular. Si la quantitat de dNTPs baixa per sota d’uns nivells critics, s’acumula ssDNA a les
forquetes sotmeses a estrés, el punt de control de la replicaciéo del DNA s’activa i interromp el

programa de replicacio [82].

A.3.2.1.2. Obstacles en la progressio de la forqueta de replicacid

Una gran varietat d’obstacles poden impedir la progressio de les forquetes de replicacio,
alterant D’activitat de les helicases replicatives o la capacitat de les polimerases replicatives
d’incorporar nucleotids. Per exemple, poden representar un obstacle important per a la progressio
de la forqueta de replicacio les lesions del DNA (bases danyades, inter o intra entrecreuaments,...),
els complexos DNA-proteina, les seqiiencies de DNA amb tendencia a formar estructures
secundaries de DNA o els gens altament transcrits. L estat de la cromatina també ha estat proposat
com una font d’impediment de la progressio de la forqueta de replicacié. En aquest sentit, a S.
cerevisiae, s’ha observat que alguns gens reprimits activament representen un obstacle especial per
a la replicacié del DNA, probablement degut a una estructura especialitzada de la cromatina que
implica desacetilases d’histones (HDACs). De forma similar, a S. pombe, també s’ha observat
problemes en regions transcripcionalment reprimides, majoritariament subtelomériques i als

retrotransposons, silenciades per la desacetilacié d’histones depenent de Clr3/Clr6 [83].
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A.3.2.1.3. Interferéncia entre el programa de transcripcié i replicacio

El procés de la transcripcio representa un font molt important d’estrés replicatiu tan a
eucariotes com procariotes. Aixo €és degut al fet que les maquinaries de replicacio i transcripcio
comparteixen el mateix DNA motlle i tenen tendéncia, per tant, a col-lisionar [77]. Els genomes
bacterians generalment son replicats a partir d’un unic origen de replicacio i els gens es troben
organitzats en el mateix sentit que la replicacid per evitar col-lisions frontals. Aquesta situacid és
més complexa en eucariotes degut a la preséncia de multiples origens de replicacio. Per limitar la
interferéncia entre aquests dos processos, la replicacio del DNA i la transcripcid estan fisicament i
temporalment separades dins el nucli. Tot i aixi, gran quantitat d’evidéncies indiquen que la
transcripci6 interfereix amb la replicacio del DNA i indueix inestabilitat genomica a eucariotes. En
aquest sentit, ha estat ampliament descrit que aquestes situacions d’estrés replicatiu poden ser
induides per I’acumulacié d’hibrids RNA:DNA que es formen durant la transcripciéo quan I’'RNA
naixent s’anella a la cadena de DNA motlle, deixant la cadena de DNA no motlle desaparellada
[77, 84]. Aquestes estructures es coneixen amb el nom d’R-loops. La formacié d’aquestes
estructures es veu afavorida en seqiiéncies de DNA riques en GC i augmenta quan la formacié dels
complexos mRNA-proteina (mRNPs) esta afectada [77, 85, 86]. La deplecidé dels factors que
eliminen els R-loops o prevenen la seva formacio6 indueix inestabilitat genomica tan a llevat com a

eucariotes superiors [77, 84, 87-89].

A.3.2.2. Consegqiiéncies de I'estrés replicatiu sobre I'estabilitat genomica

Les situacions d’estrés replicatiu afecten [’estabilitat i integritat del genoma induint
mutacions genomiques heretables. Aquests problemes poden apar¢ixer com a resultat de problemes
associats a I’aturada de les forquetes de replicacid, als sistemes de reparacid o a la segregacio

cromosomica a mitosi.

A.3.2.2.1. Mutacions associades a la segregaci6 desigual dels cromosomes

En primer lloc, aquestes situacions es poden donar en cél-lules eucariotes que arriben a
mitosi amb cromosomes danyats o no replicats completament.

Aquelles regions genomiques que arriben a anafase no replicades o no resoltes afecten la
segregacid cromosomica creant un enlla¢ fisic entre les dues cromatides germanes. Aquestes
estructures reben el nom de ponts anafasics o ponts de cromatina. Aquestes estructures es poden
tenyir amb agents intercalants del DNA com DAPI quan es donen [81]. La separacio de les
cromatides que té lloc a I’anafase genera una tensié mecanica creixent en cromatides parcialment
replicades que tendeixen a trencar-se. Finalment, el trencament dels ponts anafasics dona lloc a

una segregacio desigual dels bragos trencats dels cromosomes [77].
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Alternativament, aquestes situacions de problemes en la segregacié cromosomica també
es poden donar com a conseqiiéncia de la formacié de centrosomes addicionals a mitosi . Donat
que molts dels centrosomes mitotics addicionals son funcionals, la seva preséncia provoca mitosis
multipolars i segregacions desequilibrades de cromosomes [90].

En resum, la replicaciéo incompleta dona lloc a anormalitats cromosomiques locals a
mitosi, i la formacié de centrosomes extres amplifica els defectes a tot el genoma generant mitosis

multipolars que acaben provocant una segregacio aberrant de cromosomes completament replicats.

A.3.2.2.2. Mutacions associades a l'aturada de la forqueta

Les situacions d’aturada de la forqueta de replicacié que es donen en situacions d’estrés
replicatiu son una important font mutacional (Fig. 22). Aixo és degut a que I’aturada de les
forquetes de replicacio esta associada a una acumulacié de trencaments de doble cadena al DNA.
Existeixen diferents hipotesis sobre com una forqueta aturada pot donar lloc a trencaments de
doble cadena en cél-lules eucariotes. En primer lloc, poden ser deguts a I’intent de la cél-lula de
resoldre estructures de forquetes de replicacio aturades mitjangant activitats endonucleolitiques i
vies de reinici basades en la recombinacio [77, 80]. Aquesta resposta pot ser iniciada per la
formaci6 d’estructures vulnerables com una forqueta revertida, una forqueta aturada o DNA de
cadena senzilla. En segon lloc, el DNA de cadena senzilla desprotegit persistent, trobat a la
forqueta de replicacio aturada, en forats deixats darrera la forqueta o en estructures que sorgeixen
d’aquests forats, poden ser també dianes d’endonucleases o tenir tendéncia a trencaments passius

en condicions prolongades d’aturada[77, 80].

Situacions de col-lapse de la forqueta

Replisoma

\

Dissociacio del replisoma / Digesti6 amb nucleases ssDNA trencat Replicacié no possible
migracio (forqueta revertida) (nucleasa o trencament passiu) (forats de ssDNA)

Figura 22. Mecanismes de col-lapse de la forqueta de replicacié. Si les forquetes de replicacio aturades no son estabilitzades, o si
persisteixen durant periodes llargs de temps, les forquetes de replicacié col-lapsen, i d’aquesta manera prevenen el reinici de la replicacio. El
mecanisme mitjangant el qual una forqueta de replicacio col-lapsa encara és desconeix. Aqui es presenten diverses possibilitats, incloent la
dissociacioé dels components del replisoma, la digestio per part de nucleases d’una forqueta revertida o aturada, o forats de cadena senzilla del

DNA. Imatge adaptada de [80].

A.3.2.2. 3. Mutacions associades als sistemes de reparacié del DNA

Alternativament, els sistemes de reparacio del DNA també poden donar lloc a mutacions

genomiques heretables. A eucariotes, existeixen dues vies principals de reparacio dels trencaments
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de doble cadena que permeten restaurar la continuitat del DNA: el sistema d’Unié d’Extrems No
Homolegs (NHEJ) i la Reparaci6 per Homologia [77, 91].

El NHEJ consisteix a unir directament els extrems dels trencaments de doble cadena entre
ells sense que siguin homolegs necessariament. Per aquesta rad, aquest sistema de reparacio
presenta certa tendeéncia a ’error ja que freqiientment dona lloc a petites insercions, delecions,
substitucions al punt de trencament, o inclos translocacions si la unio es realitza entre fragments de
diferents parts del genoma. Alternativament, aquestes lesions també poden ser reparades utilitzant
seqiiencies homologues com a DNA motlle per sintetitzar el fragment de DNA que falta. La forma
més habitual de reparacid6 per homologia s’anomena Recombinacié Homologa (HR) [91].
Ocasionalment, la recombinacié homologa pot donar-se entre seqiiéncies repetitives dispersades
pel genoma. En aquest cas es coneix amb el nom de recombinacié homologa no al-1¢lica (NAHR).
Aquest tipus de Recombinaci6 Homologa pot provocar reordenaments genomics importants amb
seqiiéncies que presenten homologia amb els punts de trencament. Aquesta situacié és la que es
pot donar en seqiiéncies repetides diverses vegades al llarg del genoma, com per exemple els
transposons [77].

La preferéncia en la utilitzacié d’un sistema de reparaci6é en front de 1’altre depén de les
condicions en que es trobi la cél-lula fins a cert punt. Durant les fases S i G2, la cromatide
germana esta fisicament molt a prop, proporcionant d’aquesta manera un donant homoleg per a la
recombinacié homologa i afavorint la utilitzaci6 d’aquest mecanisme. En canvi, fora de S/G2,
donat que no existeix una cromatide germana, el NHEJ és I’opcio preferida majoritariament [91].

A banda de la Recombinaci6 Homologa, també han estat descrits a eucariotes altres
formes de reparacié dels trencaments de doble cadena per homologia, com 1’Anellament de
Cadena Senzilla (SSA) i la Reparacié Induida per Trencament (BIR), que presenten unes taxes de
mutacions associades més elevades [77, 92]. En el mateix sentit, també ha estat demostrat que en
comparaciéo amb les DNA polimerases replicatives, que utilitzen el sistema de lectura de prova i
exhibeixen taxes d’error en el rang d’un nucleotid incorrecte cada 10°-10° bases replicades, les
polimerases implicades en la sintesi trans-lesio (TLS) presenten una taxa d’error que pot anar des
d’aproximadament un nucleotid incorrecte cada 10 bases a un cada 10000 bases quan repliquen

DNA no danyat [93].

A.3.2.3 Senyalitzacio de I'estrés replicatiu

Les forquetes de replicacio aturades son una font molt important de dany endogen al DNA.

Per evitar la generacié de dany derivada de la seva aturada, existeixen diverses vies de senyalitzacio

que permeten detectar i assegurar la resolucié d’aquestes forquetes (Fig. 23). La deteccio implica la

identificaci6 dels trossos de ssDNA que es formen quan les helicases de DNA replicatives continuen

obrint el DNA després que la DNA polimerasa s’hagi aturat [80, 94].

En primer lloc, la proteina de replicacid6 A (RPA) reconeix el ssDNA i s’hi uneix. Llavors,

RPA indueix el reclutament i activacié de diversos mediadors de resposta a 1’estrés replicatiu. Entre
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ells, la quinasa de resposta al dany al DNA Ataxia Telangiectasia Mutated and Rad3-related (ATR)
que juga un paper central en la resposta. A banda d’ATR, la proteina RPA també recluta el complex 9-
1-1 (RAD9-HUS1-RADI1) a les lesions del DNA. Aquest complex regula ATR mitjangant el
reclutament del seu activador al-lostéric, TOPBP1 (Topoisomerase Binding Protein 1). La formacid
del complex d’ATR a les forquetes de replicacié aturades engega una senyalitzacié que permet
coordinar replicacio, cicle cel-lular i reparaci6. Una de les dianes més importants d’ATR és la quinasa
de serina i treonina CHK1 (Checkpoint Kinase-1). Alhora, aquesta quinasa estén la senyalitzacid al
control del cicle cel-lular a través de la fosforilacié de quinases dependents de ciclines (CDKs). A més
amés, ATR juga també un paper molt important inhibint ’activacio excessiva d’origens de replicacio.
Una prova del seu paper central durant la replicacié la trobem en el fet que la perdua d’ATR
sensibilitza les cél-lules a I’estrés replicatiu, provocant defectes en els punts de control i, finalment

aberracions cromosomiques [94].
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Figura 23. Senyalitzaci6 a les forquetes de replicacié aturades. Diversos factors s’associen amb la forqueta de replicacio per evitar el seu

col-lapse. Les regions de ssDNA i els trencaments de doble cadena son detectats pel punt de control de fase S que és activat mitjangant ATM i
ATR. En el cas dels trencaments de doble cadena, la senyalitzaciéo del punt de control s’estén al voltant del trencament de doble cadena

mitjangant la fosforilacié de la histona H2AX. Imatge adaptada de [95].

En condicions d’aturada persistent de la forqueta de replicacio, la ce¢l-lula no és capag de
rescatar la forqueta aturada. Aixo pot provocar la generacié de trencaments de doble cadena i el
col-lapse de la forqueta de replicacid. En aquest cas, aquestes situacions indueixen la senyalitzaci6 de
dany al DNA a través de la quinasa Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) [80, 94]. L’activacid
d’ATM promou el reclutament del complex MRN (MRE11-RAD51-NBS1) a les forquetes de
replicacio trencades. Un cop carregat, aquest complex facilita el resseguiment de 1’extrem de DNA i la
reparacio del dany mitjancant la Recombinaci6 Homologa. Diversos estudis indiquen que la
senyalitzacid d’ATR també esta connectada de manera similar al reclutament del complex MRN. La

senyalitzacid6 d’ATM també jugaria un paper molt important en condicions d’estrés replicatiu. En
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aquest sentit, s’ha observat que la pérdua simultania d’ATR i ATM provoca una inestabilitat als llocs

fragils habituals (CFSs) més elevada que la deplecio sola d’ATR [94, 96].

A.3.2.3.1. Fosforilacié de la variant d’H2A, H2AX, en resposta al dany al DNA

En resposta als trencaments de doble cadena del DNA, a mamifers, la variant ’H2A, H2AX,
és fosforilada a la serina 139 de I’extrem C-terminal als nucleosomes del voltant del punt de
trencament del DNA [97]. Per exemple, s’ha observat que H2AX pot ser fosforilada en aquest residu
en resposta a radiacions ionitzants, aturada de les forquetes de replicacid o apoptosi. Generalment,
quan H2AX esta fosforilada en aquest residu en resposta al dany al DNA rep el nom de YH2AX [98].
La fosforilacio d’H2AX s’estén massivament fins a 1-2 megabases al voltant del trencament de doble
cadena i dona lloc a una acumulacié local d’aquesta modificacio al voltant dels trencaments de doble
cadena visible al microscopi en forma de punts discrets o foci al nucli de les c¢l-lules [99].

La variant H2AX pot ser fosforilada en aquest residu mitjancant diverses quinases. En
general, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) sembla ser la principal quinasa implicada en la
fosforilacié d’H2AX en resposta a radiacions ionitzants, mentre que ATR (ATM and Rad3-related) hi
esta implicada preferentment en resposta a 1’estrés replicatiu. Tot i aixi, hi ha certa redundancia
funcional entre ambdues vies, donat que es pot detectar fosforilacio d’H2AX en mutants ATM™ i
ATR” [97].

Recentment, pero, diverses evidéncies han posat de manifest que també es pot formar

YH2AX en forquetes aturades en abséncia de trencaments de doble cadena [100, 101].

A.3.2.3.2 La variant H2Av és ’'homoleg funcional d’H2AX a D. melanogaster

La resposta de les cel-lules eucariotes a la formacié de trencaments de doble cadena esta molt
conservada. Una de les primeres respostes a la generacié de trencaments de doble cadena és la
fosforilacié de la cua C-terminal de les histones H2A localitzades als nucleosomes proxims al
trencament. A llevat, es fosforila la histona H2A, mentre que a mamifers és la variant d’H2A, H2AX,
la que és fosforilada.

A D. melanogaster, els trencaments de doble cadena indueixen la fosforilacié de la variant
d’H2A (H2Av) a la serina 137 [102]. Donat que la modificaci6 es dona al quart residu comengant des
de I’extrem C-terminal (y), es fa servir el terme YH2Av per referir-se a la fosforilacié de la variant en
resposta al dany. Aquesta proteina és homologa de la variant humana H2AZ, pero a més a més conté
un domini a la regié C-terminal similar al de la variant humana H2AX que es fosforila en resposta al
dany [102]. En resum, I’homoleg d’H2AZ a D. melanogaster, H2Av, també és ’homoleg funcional
d’H2AX (Fig. 24).

De forma similar al que succeeix en mamifers, a la mosca, la variant H2Av també pot ser

fosforilada pels ortolegs d’ATM i1 ATR, tefu i mei-41 respectivament [103]. En la mateixa linia, mei-
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41 sembla tenir un paper preferentment en la fosforilacio6 d’H2Av en resposta a 1’estrés replicatiu
[104], mentre que tefu estaria implicada principalment en la resposta a radiacions ionitzants i dany al
DNA espontani [105]. De nou, sembla que ambdues proteines perd també presenten una certa

redundancia funcional [103].

136
137
138
139
140

Dm H2Av KKEETVQDPQRK:G:-:--NVIL

Hs H2AX KKTSATVGPKAPSGGKKATQEENORINY +
Sc H2A1 KK-SA- -+ voevn-
Dm H2A1 KKTEKKA *

Hs H2A1 KKTESHHKAKGK *

Figura 24. Seqiiéncia aminoacidica de I’extrem C-terminal de les histones H2A. Es mostra
els extrems C-terminals de les histones H2A i H2Av de D. melanogaster (Dm), H2A i H2AX
d’Homo sapiens (Hs) i H2A de S. cerevisiae (Sc). Els punts indiquen forats i els asteriscos
codons stop. Els numeros damunt la seqiiéncia de la variant H2Av indiquen la seva posicio en
la cadena aminoacidica. Els aminoacids del domini conservat SQ estan subratllats en negre i la
serina que és fosforilada en resposta al dany en cada variant esta aliniada sota la serina 137

d’H2Av de D. melanogaster. Imatge adaptada de [102].

A.3.3. Els R-loops: un exemple de causa d’estres replicatiu

A.3.3.1 Definicid i caracteristiques dels R-loops

Els R-loops son estructures de triple cadena d’acids nucleics compostos per un hibrid RNA-
DNA i una cadena desplacada de ssDNA [106]. Aquestes estructures es formen quan el transcrit
naixent emergent de la maquinaria de transcripci6 s hibrida amb la cadena complementaria de DNA
motlle. Els R-loops van ser descoberts a bacteris [107]. Des de llavors, s’han detectat a molts
organismes des de llevats fins a humans. El mapatge genomic d’aquestes estructures a llevat o
cel-lules de mamifer han mostrat que els R-loops poden apar¢ixer a molts llocs del genoma en
condicions normals. Els R-loops juguen multiples papers fisiologics a les cel-lules, regulant
I’expressio geénica, la replicacié del DNA, la recombinacié del canvi de classe d’immunoglobulina o
la reparacié del DNA. Malgrat aix0, els R-loops també poden induir dany al DNA i inestabilitat

genomica [108].

A.3.3.2 Funcions fisiologiques dels R-loops

A banda del seu paper en la recombinaci6é de canvi de classe de les immunoglobulines o la

replicacido del DNA bacteriana i la replicacié del DNA mitocondrial en humans, els R-loops també
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poden afectar dinamicament funcions cel-lulars fonamentals com la regulacié de I’expressié genica o
la reparaci6 del DNA [108] (Fig. 25).

En primer lloc, ha estat descrit que els R-loops es formen preferentment a les seqiiéncies
promotores i terminadores de certs gens, i regulen 1’expressi6 génica a través de diversos mecanismes.
D’una banda, es formen a les regions promotores que contenen illes CpG caracteritzades per una
distribuci6 asimeétrica de guanines i citosines [85, 109]. En aquests promotors, les seqiiéncies riques en
citosines es troben a la cadena motlle, mentre que les seqiiencies riques en guanines es troben a la
cadena no motlle. També s’ha observat que els R-loops protegeixen la seqiiéncia sobre la que es
troben de la metilaci6 de novo del DNA, una marca epigenética associada amb silenciament
transcripcional. Aquest descobriment suggereix que els R-loops poden actuar com a reguladors
positius de ’expressio genica [109]. D’altra banda, també ha estat descrit que els R-loops es poden
formar a les regions terminals de certs gens. En aquestes regions, la formacié d’R-loops promou la
terminaci6 transcripcional mitjancant el reclutament de I’helicasa d’RNA:DNA Senataxin (SETX)
[110, 111].

A més a més, els R-loops també estan implicats en el silenciament d’RNAs llargs no
codificants (IncRNAs). Per exemple, a Arabidopsis, els R-loops inhibeixen I’expressio del IncRNA
COOLAIR, un transcrit antisense necessari per silenciar el gen repressor floral FLC [112]. En la
mateixa linia, a humans, s’ha observat que inhibeixen 1’expressid del transcrit antisense Uba3a

associat a la Sindrome Prader-Willi [113].
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Figura 25. Funcions fisologiques naturals dels R-loops a les cél-lules. Es mostra I’ampli ventall de funcions en que participen els R-
loops de manera natural. Aquestes estructures estan implicades en la replicacio bacteriana, la replicacié mitocondrial, la recombinacio de
canvi de classe d’Ig, I’expressié geénica, la reparacidé del DNA i I’establiment de marques epigenétiques. A banda dels R-loops, també es
formen hibrids RNA:DNA durant la replicacié del genoma en sintetitzar els primers d’RNA dels fragments d’Okazaki (linia discontinua).

Entre paréntesi, es troba la longitud que presenten els hibrids RNA:DNA a les estructures indicades. Imatge adaptada de [84, 108, 114].
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Finalment, recentment ha estat descrit que els R-loops, o més aviat els hibrids DNA-RNA,
també poden estar implicats en la reparacio del DNA [115]. Per exemple, a llevats que no presenten
un motlle homoleg per reparar, s’ha observat que es pot utilitzar un transcrit d’RNA com a motlle per
a la reparaci6 sense errors dels trencaments de doble cadena. Sembla que el transcrit pot hibridar amb

el seu DNA complementari en cis per generar una estructura similar als R-loops [115].

A.3.3.3 Mecanismes de formacio i resolucié dels R-loops

Es creu que els R-loops es formen cotranscripcionalment quan la molécula d’RNA naixen
s’hibrida en cis amb la cadena de DNA motlle. Experiments a llevat, pero, suggereixen que els R-
loops també es poden formar quan els transcrits s’hibriden a seqiliéncies complementaries o
parcialment complementaries distants del punt original de transcripcio, és a dir, en trans [108, 116].

Existeixen diversos mecanismes per resoldre o prevenir la formacié dels R-loops [106] (Fig.
26). En primer lloc, els R-loops poden ser resolts per I’RNasa H. Aquest enzim degrada
especificament la cadena de RNA dels hibrids RNA:DNA [89]. Alternativament, aquests hibrids
també poden ser resolts mitjancant helicases d’RNA:DNA com Senataxin (SETX) o Aquarius (AQR)
[110, 111, 117].

També ha estat descrit que la formacioé d’R-loops pot ser suprimida per la topoisomerasa I, la
qual resol 1’estrés torsional negatiu darrera ’RNA polimerasa II per prevenir ’anellament de ’'RNA
naixent amb el motlle de DNA [87, 118]. En el mateix sentit, també s’ha observat que la dimetilacio
de I’arginina 3 de la histona H3 (H3R3me2) pot prevenir la formacié de R-loops al locus MYC
mitjangant el reclutament de la topoisomerasa IIIB, un enzim que també relaxa 1’estrés torsional

darrera I’RNA polimerasa [119].

Eliminacié dels R-loops
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Figura 26. Activitats cel-lulars que limiten I’acumulacié d’R-loops. A la part de dalt, es
mostra alguns dels mecanismes, no excloents, d’eliminaci6 dels R-loops quan es formen. A la
part inferior, en canvi, es mostra els mecanismes que eviten la formacioé d’aquestes estructures.

Imatge adaptada de [114].
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En darrer lloc, també ha estat ampliament descrit que els factors encarregats del
processament i de 1’export de ’'RNA impedeixen la formacié dels R-loops, probablement unint-se a
I’RNA a mesura que aquest va emergint de la RNA polimerasa [86, 120].

La formacio i resolucié dels R-loops son, per tant, uns processos altament regulats, i tenen un

efecte important en 1’homeostasi cel-lular.

A.3.3.4. Els R-loops com a causa de dany al DNA

Tots aquests defectes en els factors que resolen els R-loops o prevenen la seva formacio
poden donar lloc a dany al DNA i inestabilitat genomica [108, 114]. La primera evidéncia
experimental d’aixo prové de llevat mutants per THO/TREX, un complex implicat en transcripcio i
exportacio del RNA, els quals exhibeixen un fenotip d’hiperrecombinacié. Aquest fenotip pot ser
suprimit mitjancant la sobreexpressi6 d’RNasa H1, una observacié que implica els R-loops com a
causa del dany [86]. Diversos estudis a llevat i en humans confirmen que els R-loops induits eliminant
factors implicats en el processament del mRNA soén una font de dany al DNA [89, 121-123]. En
relacié amb aixo, diverses analisis genomiques han permes identificar nombrosos factors implicats en
transcripcio, splicing o processament del mRNA que suprimeixen 1’acumulacié de dany al DNA o la
inestabilitat genomica induida pels R-loops [89, 122, 123]. Entre els factors que s’ha vist que
prevenen la formacié de trencaments de doble cadena induits per R-loops a c¢l-lules humanes trobem
ASF, AQR, SETX, BRCA1, BRCA?2 i la topoisomerasa I [87, 117, 118, 121, 124, 125], suggerint que
existeixen multiples connexions entre els R-loops i el dany al DNA.

Existeixen diverses hipotesis sobre com es pot generar aquest dany al DNA com a
conseqiiencia de I’acumulacié d’R-loops (Fig. 27). En primer lloc, el DNA de cadena senzilla de la
cadena no motlle que és exposat durant la formaci6 dels R-loops és un element d’aquesta estructura
particularment vulnerable al dany al DNA. Existeixen diverses nucleases que actuen especificament
sobre el ssDNA, que en el cas dels R-loops es pot estendre fins a diversos centenars de bases [109,
126]. Per exemple, ha estat demostrat en llevat i humans que ’enzim Activation-induced cytidine
deaminase (AID), un enzim que promou la conversio de residus dC a dU especificament al ssDNA,
pot actuar sobre la cadena de DNA desaparellada dels R-loops [127]. Aquesta modificacio fa el DNA
susceptible a I’enzim de reparacid per excisioé de bases Uracil DNA Glicosilasa, que llavors elimina la
base d’uracil per crear un lloc abasic i genera una lesié al DNA.

Altres elements estructurals que poden ser susceptibles al dany son les solapes que es formen
a cada cantd dels R-loops. Treballs recents indiquen que aquestes estructures poden ser tallades per
nucleases especifiques d’estructura dins la cél-lula [117]. Per exemple, a cél-lules humanes, ha estat
descrit que els R-loops induits per 1’abséncia de diversos factors de processament dels mRNAs, o per
la inhibicié de la topoisomerasa I, son processats activament a trencaments de doble cadena
mitjancant XPF i XPG (Tipus F i G de Xeroderma Pigmentosum), dues endonucleases implicades en
la reparacid per excisi6 de nucledtid (NER) [117]. No esta clar com la maquinaria del sistema

reparacio per escissio de nucleotid associada a transcripcié (TC-NER) reconeix i processa els R-loops
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per donar lloc a trencaments de doble cadena. Malgrat aixo, han estat proposades dues hipotesis no
exclusives entre elles. En primer lloc, pot ser que XPF i XPG reconeguin ambdues cadenes d’un R-
loop i generin directament un trencament de doble cadena. En aquest sentit, han demostrat en estudis
in vitro que els R-loops poden ser tallats en ambdues cadenes per XPF i XPG purificades [128].
Alternativament, un altra possibilitat és que els hibrids RNA-DNA siguin tallats per XPG i XPF d’una
manera similar a la que té lloc durant la reparacié per excisi6é de nucledtid classica, generant un forat
de cadena senzilla que és convertit a trencament de doble cadena mitjangant 1’acci6 d’una altra

nucleasa o en trobar-se amb una forqueta de replicacio [114].

R-loop R-loop R-loop
ﬁﬂ , , A ,/ ,, sSDNA A v, p p
! Hibrid. ﬁl \‘Hib !n.; \.ﬁﬂ

mRNA —

RNA:DNA RNA:DNA RNA:DNA
Atac de nucleases Processament de I’hibrid RNA:DNA Bloqueig de la progressio de la
sobre I’'ssDNA mitjan¢ant XPG i XPF forqueta de replicacio

Estres per superenrotllament
=N, @ =
RNA XPG Y ‘xp‘ RNA

XPE XPG RNA polimerasa atrapada al TSS

4 DNA pol
XPG ‘xm: %

Propi hibird RNA:DNA

DNA pol

s

DNA pol

Trencaments de doble cadena del DNA (DSBs)

Figura 27. Mecanismes a través dels quals una acumulacié d’R-loops pot donar lloc a trencaments de doble cadena del DNA. Una
acumulaci6 anomala d’R-loops pot acabar donant lloc a trencaments de doble cadena del DNA facilment a través de diversos mecanismes.
L’atac de nucleases sobre la cadena de DNA desaparellada dels R-loops, els forats de cadena senzilla generats en eliminar els hibrids
RNA:DNA mitjangant les nucleases XPF i XPG o el bloqueig que exerceixen sobre la forqueta de replicacié aquestes estructures poden

provocar la generacié de trencaments de doble cadena del DNA. Imatge adaptada de [84, 108, 114].

Finalment, una altra possibilitat és que els trencaments de doble cadena siguin generats per la
col-lisio fisica entre un R-loop i la maquinaria replicacio [87, 89, 108, 114, 129-131]. En aquest sentit,
ha estat suggerit que els R-loops representen una barrera fisica formidable per a la forqueta de
replicacio donat que son estructures secundaries de DNA relativament estables que estan associades
amb la maquinaria de transcripcio i altres enzims implicats en el processament del RNA. Per tant, es
creu que els R-loops provoquen el col-lapse de la forqueta de replicacid i la formacidé de trencaments
de doble cadena, inclos sense la intervencié de nucleases com XPF i XPG [108, 114].

Malgrat tot aixo, els R-loops que estan implicats en la replicacié bacteriana i mitocondrial,
expressid genica, o reparacid normalment no donen lloc a DSBs. Perque alguns R-loops son
processats a DSBs mentre altres estan d’alguna manera protegits es desconeix de moment [108, 114].

Actualment, no es sap si els R-loops reguladors i els R-loops que donen lloc a DSBs son diferents en
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mida, nombre, localitzaci6, o persisténcia pero s’han proposat diverses hipotesis per explicar aquestes
diferéncies. En primer lloc, una possibilitat €s que 1’excés d’R-loops observats en aquestes cél-lules
saturi les vies que normalment actuen per resoldre aquestes estructures o prevenir la seva formacio,
permetent d’aquesta manera el seu processament aberrant per part de nucleases [108, 114]. En segon
lloc, una altra possibilitat és que els R-loops induits existeixin en diferents contextos cromosomics que
poden afectar el seu processament [108, 114]. Finalment, tamb¢é podria ser que la persisténcia dels R-
loops que son processats a DSBs sigui diferent de la dels R-loops reguladors. En aquest sentit, els R-
loops que son processats a DSBs podrien presentar un temps de vida més llarg, i en conseqiiéncia, una
probabilitat més elevada de ser reconeguts per nucleases o impactats per la forqueta de replicacid

[108, 114].
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La variant somatica de la histona H1 de D. melanogaster (dH1) és essencial per a la viabilitat de
I’organisme [70]. En deplecionar-la, existeixen problemes amb la formaci6 de 1’heterocromatina [70, 74]
i es genera dany al DNA [71]. En base a aquestes observacions, el nostre objectiu ha estat 1’analisi de les
causes moleculars de la inestabilitat generada quan es depleciona la histona dH1. Més concretament ens

varem proposar:

1) La determinacio de les regions genomiques on es genera el dany en el DNA en interferir

I’expressio de la histona dH1.

2) La determinacié de les possibles causes de la generaci6 de dany al DNA en deplecionar la

histona dH1.
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C.1. Materials

C.1.1. Reactius i enzims

La majoria de productes que han estat utilitzats en la realitzacié dels experiments son de qualitat
analitica 1 provenen de les cases comercials Merk, Fluka, Sigma, Gibco, Life Technologies i Ambion. Els

enzims utilitzats son de Fermentas, Roche, Biotools, Ambion i New England Biolabs (NEB).

C.1.2. Soques bacterianes

En aquest treball s’han utilitzat les segiients soques d’Escherichia coli:

» Soques per a I’amplificacié de plasmidis:

o DHS5a: deoR endAl gyrA96 hsdR17 (r;my') recAl relAl supE44 thi-1 F’[traD36
proAB" lac ¢ lac Z AM15]

o TOP10: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(araleu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG A-

C.1.3. Plasmidis

C.1.3.1 Plasmidis de clonatge

En aquest treball s’han utilitzat els segiients plasmidis de clonatge:
» pCR2.1-TOPO (Invitrogen): Utilitzat per al clonatge de fragments de PCR mitjangant el
sistema TOPO-TA (Invitrogen).

» pUAST: Empleat per a la realitzacidé de construccions que permetin 1I’expressié en mosques

transgéniques sota control de GAL4 d’integracié genomica aleatoria [132].
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> pUASattB: Empleat per a la realitzacid de construccions que permetin 1’expressié en

mosques transgeniques sota control de GAL4 d’integraci6é gendmica dirigida [133].

C.1.3.2 Plasmidis per a I’expressio de proteines a cél-lules S2

En aquest treball s’han utilitzat els seglients plasmidis per a I’expressid de proteines a

cél-lules S2:

» pcDNA3-RNHI1: Conté la seqiiéncia de la RNasa H1 humana sota control del promotor del

citomegalovirus. Cedit amablement pel Dr. Ratl Mendez.

C.1.3.3. Plasmidis per a la produccié de linies de mosques transgeniques

En aquest treball s’han utilitzat els segiients plasmidis per generar linies transgeniques de

mosques:

> pUAST-RNHI1: Conté la seqiiéncia de la RNasa H1 humana clonada al plasmidi d’integracio

genomica aleatoria pUAST sota control d’una seqiiéncia induible per Gal4.

» pUASattB-RNH1: Conté la seqiiéncia de la RNasa H1 humana clonada al plasmidi

d’integracio genomica dirigida pUASattB sota control d’una seqiiéncia induible per Gal4.

C.1.4. Linies cel-lulars

Per a la realitzacio d’aquest treball s’han fet servir les segiients linies de cel-lules eucariotes en

cultiu:

» Cel'lules S2 ( també anomenades SL2) de D. melanogaster: Linia cel-lular originaria de D.
melanogaster procedent d’embrions tardans de 20 a 24h, establerta per Imogen Schneider [134].
Son cél-lules d’aspecte esféric que creixen tan enganxades a la superficie del recipient en que es

troben com en suspensio.
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C.1.5. Oligonucleotids

Els oligonucleotids utilitzats en els experiments han estat els segiients (Taula 3):

Llista d’oligonucleotids utilitzats .

Nom del primer Seqiiencia de ’oligonucleotid de 5* a 3° Us
Mthl12TSS-F TGCAAAGCTATTTAATGCACGA 3
Mthl12TSS-R TAAAACTCGACTGGGGTTCC 3
Diver2LTR-F CGCCAAAACTGTGCAGTAGA 2,3
Diver2LTR-R CAGATAAATGCGTGCGAGAA 2,3
Diver20ORF-F CTCTTACGGTGAGGCTGGAG 1,2,3
Diver2ORF-R GCTGTCGATTATGCTCGTGA 1,2,3
GATELTR-F CCGCTCTTCACCTCAGAGTC 2,3
GATELTR-R CCGGGCGTATGTTTATTCAG 2,3
GATEORF-F GCAGACCTGGCAAGTAGAGG 1,2,3
GATEORF-R GAGCGTTGACCTGAGTAGGC 1,23
Invader4LTR-F AGATGACAATGTGGCACACG 2,3
Invader4LTR-R GATCGACGTCAGCAGTCAAA 2,3
Invader4ORF-F GCTTACGCCTTCAAGAAACG 1,23
Invader4ORF-R CAAAAATGGCACATGGTCTG 1,2,3
PogoIR-F CATCGGCAAGATATCTGCATT 2,3
PogolR-R CGATGCAGCAAACGTATGAA 2,3
PogoORF-F TACATTTGGTTCGGACAGCA 1,23
PogoORF-R ACGTGCCGGTCAAGAATTAC 1,23
3S18LTR-F CAGCGGAATCAATGTAAGCA 2,3
3S18LTR-R TGGAAAAGTACTGGGCAAGC 2,3
3S18ORF-F GCCATCAATCGCTTCTTCTC 1,23
3S18ORF-R CCAGGAAAGCTTCGTACTGC 1,23
Het-AUTR-F TTCGCTTGCCAAAGACTCTC 2,3
Het-AUTR-R GCTTTTCTTTGCAGCCTGAG 2,3
Het-AORF-F AAACGACGATCTGGACTGCT 123
Het-AORF-R CGGAAAAATGCTGGGAGTTA 123
rDNA2-F GAAAAGCCATTTTAGTGAATGGA 12
rDNA2-R CGTCGTAGAACAGCTAGCTTACAG 12
rDNA4-F GGTTGCCGACCTCTCATATT 2
rDNA4-R TGCCAAAATCATATGAACACA 2
TR2-F AAACACGTCTCCACCCGAAG 123
TR2-R CTATTCTAACATTCGGCATTCCAC 1,2,3
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RpL5CENTSS2L-F

CGGTATGAACGATATGACAGG

RpL5CENTSS2L-R

TCACATGGCTATTGAAGTGAAA

CG9662TEL2L-F  CCCTGCATTGGTGTATTTCC 2
CG9662TEL2L-R TGACATGGCTTACGATGCAG 2
CG125672LHet-F  ACCGATTGCTTTTCGTTGAA 2
CG125672LHet-R ~ GCTTCGATGCTTATTTTATATCCAG 2
GYPSYLTR-F GGCTCATTGCCGTTAAACAT 2,3
GYPSYLTR-R GGCGATAGCGATTTGATTGT 2,3
GYPSYORF-F CCTCAGAGCTGTGGTCTTCC 12,3
GYPSYORF-R CAGATGGCAGGTCTTTTGGT 1,2,3
DOCUTR-F GACATTCGGCATTCCACAGT 2,3
DOCUTR-R ACGTCTCCACCCGAAGACT 2,3
DOCORF-F CGCTGTGCCAGCTGTAAATA 12,3
DOCORF-R ATTGTTGTTGCAAACGGTCA 1,2,3
MDG3LTR-F TCAGTCGCTGTTGAACCAAG 2,3
MDG3LTR-R TTAGCCGCCGTTTACAGAAG 2,3
MDG3ORF-F AAATGCAAAAAGGCCAAATG 12,3
MDG3ORF-R AGCTAAACGGTTTCGGGTTT 1,2,3
ACCORDLTR-F TAGGCGACATCAGCAAAGTG 2,3
ACCORDLTR-R ATCGGGTGCAACAGAGTTTC 2,3
ACCORDORF-F CCAACAGCAACAACATGGAC 12,3
ACCORDORF-R AAAAGCCAAAATGTCGGTTG 1,2,3
DMCRIAUTR-F TTCGCGAGTGATTCTTTGTG 2
DMCRIAUTR-R ACAACGCACAAAAGGGAGAG 2
DMCRIAORF-F GTTGTGATGCTTGCCTTGTG 1,2
DMCRIAORF-R ATTTCATCTCGTTCGCAACC 1,2
TARTORF-F CCAATGCAACCAAAGCATTA 1,2
TARTORF-R TATGTGTGGGAGGGAGAAGC 1,2
TARTAUTR-F GACTTCCACTCCCTGCAGAC 2
TARTAUTR-R TCCTTCACATCCAGGGAATC 2
T7dHI-F ATTGTAATACGACTCACTATAGATGTCTGATTCTGCAGTTGC 4
T7dHI-R ATTGTAATACGACTCACTATAGTTACTTTTTGGCAGCCGTAG 4
LacZ-F TAATACGACTCACTATAGGGATGACCATGATTACGCCAAGC 4
LacZ-R TAATACGACTCACTATAGGGCAATTTCCATTCGCCATTCAG 4
Tub-F ACCTGAACCGTCTGATTGGC 1
Tub-R GCAGAGAGGCGGTAATCGAG 1
Act-F CGTCCACCATGAAGATTAAGATTGT 1

Act-R

CAATACTTTTGACTCCCATCCTTTG
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RNHI-F ATGAGCTGGCTTCTGTTCC 5
RNHI-R TCAGTCTTCCGATTGTTTAGC 5

Taula 3. Taula dels primers utilitzats. Es mostra les seqiienciies de 5” a 3* dels primers utilitzats i els experiments (1:RT-qPCR; 2:ChIP-qPCR;

3:DRIP-qPCR, 4:Sintesi de dsRNA; 5:clonatge) en que han estat utilitzats. Subratllada, es mostra la seqiiéncia promotora minima de la polimerasa
T7.

C.1.6. Anticossos

Els anticossos utilitzats en els experiments han estat els segiients (Taula 4):

Llista d’anticossos primaris utilitzats

Diana Animal Experiments en que s’ha utilitzat
Clonalitat Referéncia
de I’anticos  d’origen i dilucions emprades

Western blot: 1/2000

) ) Immunoprecipitacié: 3uL
yH2A4v Conill Policlonal Rockland, 600-401-914
Immunotincié SL2: 1/500

Immunotinci6 discos: 1/1000

yH2Av Ratoli Monoclonal Immunotincié SL2: 1/500 DSHB, UNC93-5.2.1

Western blot: 1/20000
dH1 Conill Policlonal Immunotincié SL2: 1/4000 [71]

Immunotincié politénics: 1/4000

dH4 Conill Policlonal Western blot: 1/2000 Abcam Ab10158
CID Conill Policlonal Immunotincié SL2: 1/300 [135]
Cenp-C Rata Policlonal Immunotincié SL2: 1/500 Generat al laboratori

Immunotincié SL2: 1/400

HPla Rata Policlonal Immunotincié discos: 1/500 [136]
Immunotincié politénics: 1/500
R-loops Immunotincié SL2: 1/400
Ratoli Monoclonal o o [137]
(89.6) Immunotincié politénics: 1/500
p-tubulina Ratoli Policlonal Western blot: 1/2500 EMD-Millipore, MAb3408
Llista d’anticossos secundaris utilitzats
Diana Animal Experiments en que s’ha utilitzat
Clonalitat Conjugacio Referéncia
de I’anticos  d’origen i dilucions emprades
Immunotincié SL2: 1/400 Jackson IR
Ac de ratoli Cabra  Policlonal Cy2 o .
Immunotincié politénics: 1/400 115-225-146
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Immunotinci6 discos: 1/600

Immunotincidé SL2: 1/400

Jackson IR
Ac de ratoli Cabra Policlonal Cy3 Immunotincio politénics: 1/400
115-165-146
Immunotincio6 discos: 1/600
Immunotincié SL2: 1/400
. o . Jackson IR
Ac de ratoli Cabra Policlonal Cy5 Immunotincié politeénics: 1/400
115-175-146
Immunotinci6 discos: 1/600
Jackson IR
Ac de ratoli Ruc Policlonal HRP Western blot: 1/10000
715-035-150
Immunotincié SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de ratoli Ruc Policlonal Cy3 Immunotincié politénics: 1/400
715-165-151
Immunotinci6 discos: 1/600
Immunotincié SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de rata Cabra Policlonal Cy2 Immunotinci6 politénics: 1/400
112-225-143
Immunotincio6 discos: 1/600
Immunotincié SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de rata Cabra Policlonal Cy3 Immunotincié politénics: 1/400
112-165-143
Immunotinci6 discos: 1/600
Immunotincidé SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de rata Cabra Policlonal Cy5 Immunotincié politénics: 1/400
112-175-143
Immunotincid discos: 1/600
Jackson IR
Ac de rata Ruc Policlonal HRP Western blot: 1/10000
712-035-150
Immunotincié SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de rata Ruc Policlonal Cy2 Immunotincio politénics: 1/400
712-225-153
Immunotincid discos: 1/600
Immunotincié SL2: 1/400
) o o Jackson IR
Ac de conill Cabra Policlonal Cy2 Immunotincié politénics: 1/400
111-225-144
Immunotinci6 discos: 1/600
Immunotincidé SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de conill Cabra Policlonal Cy3 Immunotincié politénics: 1/400
111-165-144
Immunotincio6 discos: 1/600
Immunotincié SL2: 1/400
Jackson IR
Ac de conill Cabra Policlonal Cy5 Immunotincié politénics: 1/400
111-175-144
Immunotinci6 discos: 1/600
Jackson IR
Ac de conill Ruc Policlonal HRP Western blot: 1/10000
715-035-150

Taula 4. Taula dels anticossos utilitzats. Es mostra les dianes, I’animal d’origen, la clonalitat i I’origen dels anticossos utilitzats. En el cas dels

anticossos secundaris, a més a més tamb¢ es mostra la conjugacio.
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C.1.7. Soques de D. melanogaster

Les linies de mosques amb que s’ha realitzat experiments han estat els segiients (Taula 5):

Llista de linies de mosques utilitzades |

Nom de la linia Cromosoma Descripcié Referéncia
Doble Presenta balancejadors i marcadors als
If/CyO; 1ly/TM3 ) ) ) B-4911
balancejat cromosomes II i III sobre un fons white".
Expressa el gen de la RNasa HI humana
If/CyO; RNH1/TM3 I Generades per a
sota control de GALA4.
la realitzacio
Expressa el gen de la RNasa H1 humana i .
I ) d’aquesta tesi
RNAi""/FM6; TM3Serr/RNH1 XGIII un shRNA contra la histona dH1 sota P
octora
control de GALA4.
a1 Expressa un shRNA contra la histona
RNAi“"/FM6; sb/TM3Serr X
dH1 sota control de GALA4. 1]
Expressa GAL4 sota control del promotor
nubGal4; UAS-Dic2 IR )
nubbin.
UAS-RNA;!TP!? I Expressa un shRNA contra HP1a. VDRC 31995
Wild-type. Conté una mutacio al gen
white X white que elimina tota la proteina. Ulls white'8

blancs.

Taula 5. Taula de les linies de mosques emprades. Es mostra el nom, la descripci6 i I’origen de les linies de mosques utilitzades.

C.2. Métodes

C.2.1. Metodes de manipulacidé del DNA plasmidic

C.2.1.1 Técniques de DNA recombinant

Per a I’obtenci6 dels clonatges realitzats en aquest treball s’han seguit les técniques basiques

de Biologia Molecular descrites per J. Sambrook [138].

C.2.1.2 Preparaci6 de soques bacterianes competents

La competéncia artificial d’una soca bacteriana és induida al laboratori on les cél-lules son

convertides en permeables de forma passiva a través de condicions que normalment no ocorren a la
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natura. Les cél-lules es refreden en preséncia de cations divalents Ca®" (CaCl,) que preparen les
membranes cel-lulars per ser permeables al DNA plasmidic. Es prepara un precultiu de 4 ml de medi
LB (10 g/l triptona, 5 g/l extracte de llevat, 10 g/l NaCl, | mM NaOH), s’inocula amb bacteris
procedents d’un glicerinat i es deixa tota la nit a 37°C amb agitacié. En un erlenmeyer amb 200 ml de
medi LB, s’afegeixen els 4 ml del precultiu i es deixa amb agitacio a 37°C fins que la densitat optica
arriba a D.O.4p0= 0,3. Es refreda el cultiu en gel durant uns 20 min. Es reparteix el volum del cultiu en
tubs de 50 ml i es centrifuga a 4°C durant 20 min a 2500 rpm. Es descarta el sobrenedant, es ressuspen
el sediment cel-lular amb 100 ml de CaCl, 50 mM préviament autoclavat i es deixa en gel 20 min. Es
centrifuguen els tubs a 4°C, 20 min a 2500 rpm. Es descarta el sobrenedant i es ressuspenen les
cel-lules en 16 ml de CaCl, 50 mM (15% glicerol) préviament autoclavat. Es fan aliquotes de 250 ul
en tubs de 1,5 ml i es guarden a -80°C (cal treballar en les maximes condicions d’esterilitat durant tot

el protocol).

C.2.1.3 Procés de transformacio

La transformacié de bacteris competents es refereix a un canvi genétic estable produit a
I’incorporar DNA nu en bacteris competents (bacteris amb capacitat per incorporar DNA exogen).
S’afegeixen 1-20 pg de DNA plasmidic (generalment procedent d’una lligacid) a 100 ul de cel-lules
competents i es deixa el tub durant 20 min en gel. Seguidament, es fa un xoc termic de 2 min a 42°C
en un bany d’aigua. Es recuperen les cél-lules del xoc térmic afegint 300 pl de medi LB fresc sense
antibiotic i incubant el tub durant 30 min a 37°C (temps que tarden els bacteris a produir la resisténcia
a Pantibiotic). Finalment, utilitzant les maximes condicions d’esterilitat, amb una nansa de Digralsky
es sembren 100 pl de la transformaci6é en plaques de Petri que contenen, medi LB, 15 g/l d’agar i
I’antibiotic adient. S’ incuben les plaques tota la nit en una estufa a 37°C per permetre el creixement de

les colonies de bacteris.

C.2.1.4 Minipreparacié de DNA

El DNA plasmidic present en els bacteris s’ailla mitjangant un metode rapid i senzill
anomenat “minipreparacid alcalina rapida”. Consisteix en la lisi alcalina dels bacteris, la precipitacio
de DNA genomic juntament amb les restes cel-lulars i finalment la precipitacié6 del DNA plasmidic
d’interés que no sedimenta amb el DNA genomic. Per I’extracci6 de DNA bacteria s’inocula una
colonia aillada de bacteris transformats amb el plasmidi d’interés en un tub amb 4 ml de medi LB amb
I’antibiotic adequat. S’incuba el tub tota la nit a 37°C amb agitaci6 constant. El dia segiient, es passa 1
ml del cultiu a un tub d’1,5 ml i es centrifuga a 9000 rpm durant 1 min. Es descarta el sobrenedant
amb una pipeta Pasteur i es ressuspen el sediment en 100 pl de GTE (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM,
Tris-HCI 25 mM pH 8.0) vortexant. S’afegeixen 200 pl de solucioé de lisi (NaOH 0.2N, SDS 1%) al

sediment, s’inverteix el tub 2 o 3 cops i es deixa en gel 5 min. S’afegeixen 150 pl d’acetat sodic 3M
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pH 5.0, s’inverteix el tub 2 o 3 cops i es deixa en gel 5 min. Es centrifuga el tub 5 min a 14000 rpm i
es passa el sobrenedant a un tub nou. S’afegeixen 450 pl de fenol/cloroform, es vortexa i es centrifuga
2 min a 14000 rpm. En aquest punt, dins el tub es generen dues fases. Es recupera la fase superior
corresponent a la fase aquosa, on hi ha el DNA plasmidic, i s’afegeix 1 ml d’etanol absolut fred.
S’inverteix el tub 2 o 3 cops i es centrifuga 5 min a 14000 rpm. Seguidament, es treu el sobrenedant i
es renta el sediment amb 300 pl d’etanol 70% fred, centrifugant 3 min a 14000 rpm. Es descarta el
sobrenedant i es deixa eixugar el sediment a 37°C. Finalment es ressuspen el sediment en 50 pl de TE
(Tris-HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM) amb 1 pg d’RNasaA i es deixa digerint amb I’RNasaA durant
15 min a 37°C.

C.2.1.5 Maxipreparacié de DNA

Les maxipreparacions de DNA permeten obtenir DNA plasmidic de gran puresa en grans
quantitats. S’inoculen 500 ml de medi LB amb 1’antibiotic adient amb un precultiu de 6-10 hores de
la soca bacteriana transformada amb el plasmidi que es vol amplificar. S’incuba tota la nit a 37°C en
agitaci6 constant. Es recull el cultiu en pots de 250 ml i es centrifuguen en una centrifuga Beckman®
a 6000 g, 10 min. Es descarta el medi i es procedeix a 1’extraccid i purificacié del DNA plasmidic
amb el kit “Plasmid Maxi Kit” (Qiagen ®), segons les instruccions del fabricant. El protocol del kit
esta basat amb el protocol de lisi alcalina, seguit de la uni6é del plasmidi a reines de bescanvi anionic
Qiagen ®, sota condicions apropiades de sals i pH. L’RNA, les proteines i les impureses de baix pes
molecular son eliminades mitjangant rentats amb un medi sali. El DNA plasmidic s’elueix en un
tampod ric en sals i posteriorment es concentra i se n’elimina la sal mitjangant precipitacid6 amb
isopropanol i rentant posteriorment amb etanol 70%. Després de realitzar els passos indicats pel
fabricant del kit, un cop el DNA ja ha estat precipitat i rentat amb etanol de 70% es deixa assecar el
sediment i es ressuspen en 500 pl d’aigua MilliQ. Per conéixer la concentracié del DNA obtingut, cal
diluir la mostra (normalment es dilueix 1:100) i llegir I’absorbancia a 260 nm en un espectrofotometre
UV-1603 (Shimadzu). Es calcula la concentracié de DNA segons la segiient relacié: [DNA] = 50 pg /
ml x Ayg X factor de dilucié. Per comprovar la integritat i puresa del DNA es realitza una electroforesi

de DNA.

C.2.1.6 Electroforesi de DNA en gel d’agarosa

L’electroforesi en gel d’agarosa permet separar, identificar i purificar DNA. Quan s’aplica un
voltatge als extrems d’un gel, es genera un camp eléctric, la intensitat del qual ve donada per la
longitud del gel i la diferéncia de potencial entre els extrems. Les molécules de DNA exposades al
camp eléectric, migren cap a I’anode o pol positiu, degut a la carrega negativa dels grups fosfat del
DNA. Per a fer el gel, es pesa I’agarosa, es dilueix amb TBE 1X (Tris base 9 mM, EDTA 2,4 mM,

acid boric 0,08 M) dins un erlenmeyer i es dissol en un microones. L’agarosa dissolta, s’aboca a la

57



Materials i Metodes

safata d’electroforesi i es col-loca la pinta per fer el pous del gel. Quan 1’agarosa esta solidificada, es
treu la pinta i es posa la safata amb el gel dins la cubeta d’electroforesi plena amb tamp6 TBE 1X. Es
col-loca la mostra de DNA amb solucié Orange G (glicerol 50 %, EDTA 20 mM, Orange G (Sigma)
0,02 %) dins els pous del gel i en un dels pous es situa un marcador de pes molecular que permet
identificar la mida de les bandes de DNA de les mostres. Es fa correr el gel a 100 V i quan es
considera que el DNA ha avangat prou, es posa el gel dins una solucié de bromur d’etidi (BrEt) 0,5
pg/ml dissolt en aigua durant 15 min en agitacio. Es renta el gel durant 15 min en aigua destil-lada.
Per detectar el DNA cal observar el gel sota un transil-luminador de Ilum ultraviolat (UV). El bromur
d’etidi és un agent intercalant de DNA que permet marcar els acids nucleics i quan s’exposa a llum

UV, emet llum vermella-ataronjada que s’intensifica unes 20 vegades després d’haver-se unit al DNA.

C.2.2. Métodes de treball amb cél-lules SL2 en cultiu

C.2.2.1. Cultiu de cél-lules SL2

La linia cel-lular de D. melanogaster SL2 es manté en medi Schneider (Schenider’s insect
Medium, Sigma) suplementat amb un 10% de seérum bovi fetal (FBS, GIBCO ®) inactivat
préviament 30 minuts a 56°C, i un 1% de penicil-lina/estreptomicina (GIBCO ®). Les cel-lules es
mantenen en flascons de cultiu Corning® de 25 cm” a una densitat entre 1-8x10° cél-lules /mL, en una
estufa a 25°C i sense font de CO,. Dos cops per setmana, es passa 1 mL de cél-lules d’un flascod
crescut, a un altre flascé de cultiu, amb 4 mL de medi nou (dilucié 1/5). No és necessari tripsinitzar les

cel-lules SL2, ja que aquestes son semiadherents i es desenganxen facilment amb la pipeta.

C.2.2.2. Congelacié de cél-lules SL2

Es recullen les cél-lules d’un flascé de 175 cm?® en creixement exponencial i es centrifuguen
5 minuts a 200g en un tub de 15 mL. S’elimina el sobrenedant i es renta 2 cops el precipitat amb
PBS1X estéril. Es descarta el sobrenedant i es ressuspenen les cél-lules en 900 pL. d’FBS (GIBCO ®).
Es posen les cél-lules en un criotub i s’afegeixen, gota a gota, 100 pL de DMSO. El procés de
congelacio de les cél-lules ha de ser un procés gradual. En primer lloc, es posa el criotub a -20°C de 2
a 4 hores. A continuacio, es passa el criotub al congelador de -80°C i es deixa tota la nit. Finalment, es

guarda el criotub en un tanc amb nitrogen liquid.
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C.2.2.3. Descongelacié de cél-lules SL2

Es descongela rapidament un criotub amb cel-lules procedent del tanc de nitrogen liquid. Es
passen les cél-lules a un tub de 15 mL que conté 5 mL de medi de cultiu. Es centrifuga el tub 5 minuts
a 200 g, es descarta el sobrenedant i es realitza un segon rentat amb medi nou. Finalment, es
ressuspenen les cél-lules en 5 mL de medi de cultiu nou, es passen a un flascé de cultiu de 25 cm2 i es

deixa el flasco a I’estufa a 25°C.

C.2.2.4. Comptatge de cel-lules SL2

Per comptar cél-lules s’utilitza una cambra de Neubauer BLAUBRAND ®, adaptada al
microscopi de camp clar o al de contrast de fases. A la cambra de Neubauer hi ha 2 quadricules iguals,
cada quadricula és un quadrat de 3 x 3 mm, amb una separaci6 entre dos linies consecutives de 0.25
mm (veure figura C.1). Aixi doncs, I’area enfosquida i marcada L de la figura C.1, esta dividida amb
16 quadrats i aquesta area correspon a 1 mm®. La depressio central del portaobjectes esta enfonsada
0.1 mm respecte la superficie, de manera que quan es cobreix amb un cobreobjectes, aquest dista de la
superficie marcada 0.1 mm, i el volum comprés entre la superficie L i el cobreobjectes és de 0.1 mm’,
és a dir, 1 x 10 ml. Per fer el comptatge cel-lular, cal posar 200 ul d’una dilucié del cultiu cel-lular
(generalment, 1:10) a la quadricula de la cambra de Neubauer. Es compten les cel-lules de cada zona
enfosquida L, quadricula de 4 x 4 (16 quadrats) i es fa la mitjana de totes les zones L. Per conéixer la
concentraci6 de cel-lules, s’ha de multiplicar la mitjana del nombre obtingut de c¢l-lules que hi ha en
un quadrat 4 x 4 (16 quadrats) per 10* i pel factor de diluci6. D’aquesta manera, s’obté el nombre de

cél-lules per mil-lilitre de medi.

C.2.2.5. Transfeccid de ceél-lules SL2 mitjancant fosfat calcic

El meétode de transfecci6 amb fosfat calcic facilita I’entrada del DNA a les cel-lules
mitjancant la formacid de precipitats de DNA-Ca*". En primer lloc, per a cada transfeccié s’inoculen
3x10° cél-lules per placa de cultiu de 60 mm’ (Corning ®) en un volum final de 5 ml i
s’incuben 24 hores a 25°C. Es transfecta sempre un total de 20 pg de DNA per placa. E1 DNA que
es transfecta ha de ser DNA obtingut a partir de maxipreparacions amb el kit de QIAGEN ®, per tal
que sigui un DNA el més pur possible. Es posen els microlitres necessaris de cada plasmidi que cal
transfectar (un total de 20 pg) en un volum final de 50 pl. Com que cada transfeccio es fa per duplicat,
les barreges s’escalen a 2,5 transfeccions. Es col-loquen les quantitats adequades de cada plasmidi,
afegint, si fa falta, plasmidis buits per arribar als 20 pg de DNA, i s’ajusta el volum a 125 pl (50 pl x
2,5 transfeccions) amb H,O esteril. A la barreja de plasmidis i aigua s’afegeix 1 ml de CaCl, 0,25 M
esterilitzat per filtraci6. S’afegeix aquesta barreja gota a gota a un tub de 15 ml mentre es vortexa el

tub de 15 ml, al qual préviament se li ha afegit 1 ml de HEBS 2X (250 mM NaCl, 9 mM KCl, 1,5 mM
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Na,HPO4, 10 mM D-Glucosa, 50 mM HEPES, pH 7.1) esterilitzat per filtraci6. Es produeixen
d’aquesta manera uns petits precipitats d’aspecte blanquinds. S’incuben els precipitats 35 min a
25°C i un cop passat el temps, es ressuspenen els precipitats pipetejant diverses vegades. S’afegeixen
850 pl d’aquesta barreja a cada placa, gota a gota i procurant escampar-ho homogeniament.
Posteriorment, es deixen les plaques a 25°C. Per a les transfeccions transitories, generalment,

s’incuben les plaques 48 hores a 25°C.

C.2.2.6. Interferéncia de la histona dH1 a cél-lules SL2

La deplecidé de la histona dH1 en c¢l-lules SL2 de D. melanogaster ha estat duta a terme
mitjangant el tractament de les cél-lules amb un RNA de doble cadena dissenyat especificament per
deplecionar la histona dH1, préviament descrit [139]. Aquest sistema de deplecié es basa en el
mecanisme de I’RNA d’interferéncia i permet el silenciament génic post-transcripcional de gens
especifics. L’us d’aquesta técnica en cél-lules de D. melanogaster presenta molts avantatges. Es
técnicament senzilla, eficag i altament reproduible. A més a més, els dsSRNAs son internalitzats
eficientment per les cél-lules. No calen vectors per a que ’RNA de doble cadena entri dins la cel-lula
ja que les cél-lules I’internalitzen directament dissolt en el medi de cultiu. Aixo permet evitar els
problemes generats per la variabilitat de les eficiencies de transfeccié. En resum, es tracta d’un
métode altament efectiu per a determinar la funcié de proteines de D. melanogaster [139].

El tractament de les cél-lules SL2 amb I’RNA de doble cadena (Fig. 28) es duu a terme sota
campana de cultius cel-lulars. En primer lloc, es realitza un comptatge cel-lular i s’agafa el volum de
cultiu cel-lular corresponent a 2,5x10° cél-lules. A continuacié es centrifuguen 10 minuts a 500g i un
cop centrifugades es descarta el sobrenedant. Llavors, es resuspen el pellet de cél-lules en 2mL de
medi de cultiu sense sérum fetal bovi que conté I’'RNA de doble cadena desitjat de manera que quedin
a 1,25x10° cél-lules/mL i es plaquegen els 2mL en una placa petita de SmL de volum total. Aquestes
plaques s’incuben durant 1 hora a 25°C. Passada la hora, s’agafen les plaques i s’hi afegeixen 3mL de
medi de cultiu que conté sérum fetal bovi 5/3X vegades concentrat (41.6mL medi Schneider, 0.5mL
penicil-lina-estreptomicina i 8.4mL de sérum fetal bovi) per a que en barrejar els 3mL amb els 2mL
presents a la placa quedi a la concentracié adequada per a un volum de SmL. Finalment, les cel-lules
queden a una concentracid cel-lular de 5x10° cél-lules/mL i s’incuben a 25°C entre 3 i 6 dies.
Opcionalment, també es poden afegir noves dosis d’RNA per a potenciar la interferéncia. Per a la
deplecio de la histona dH1 a cél-lules SL2 es va utilitzar una dosi inicial ’RNA de doble cadena de
100pg i es va incubar les cel-lules durant 72 hores a 25°C. Passats els tres dies, es va afegir una nova
dosi de 100ug i es va retornar les cél-lules a I’incubador durant tres dies més. El dia 7 s’agafen les
cel-lules 1 es dilueix el cultiu a la meitat amb medi de cultiu normal per a mantenir el cultiu en
creixement exponencial 1 s’hi afegeix una ultima dosi de 100pug d’RNA. Les cel-lules s’incuben
durant 24 hores més a 25°C i el dia segiient es recullen les cél-lules interferides. El mateix tractament

es va utilitzar en les interferéncies control contra el gen LacZ.
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Tractament de les cél-lules SL2 amb I’RNA de doble cadena

100 ug 100 pg
dsRNA  dsRNA

100 pg dsRNA 100 pg dsRNA \v/

5x10° cél-lules/mL
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8

\ 4 \ 4 A 4 >V

Figura 28. Deplecié de la histona dH1 en cél-lules en cultiu. Es mostra un esquema del tractament amb RNA de doble cadena contra

histona dH1 seguit per deplecionar la histona dH1 a cél-lules SL2.

C.2.2.7. Immunolocalitzacié6 a ceél-lules SL2 adherides a una matriu de

concanavalina

Com que les cel-lules SL2 son semiadherents, una opcid per dur a terme
immunolocalitzacions consisteix en fixar-les sobre un cobreobjectes tractat amb concanavalina-A, una
lectina procedent de la mongeta Canvalia ensiformis que facilita la immobilitzacié de les cel-lules.

En primer lloc, es netegen cobreobjectes rodons amb etanol absolut i es deixen assecar. A continuacio,
s’afegeixen 50 puL de concanavalina-A (0,5 mg/ml) (Sigma) al damunt dels cobreobjectes rodons i es
deixen a temperatura ambient durant 15 minuts. Passat aquest temps, es retira 1’excés de
concanavalina-A dels cobreobjectes i es deixa assecar la concanavalina-A durant 1 hora
aproximadament també a temperatura ambient. Acte seguit, es posen els cobreobjectes dins els pous
d’una placa de 24 pous d’1.6 cm de diametre cadascun (Corning) i s’hi afegeix 1mL de medi
Schneider sense penicil-lina-estreptomicina ni sérum fetal bovi. Un cop fet aixd, es recullen les
cel-lules i es centrifuguen 10 minuts a 500g. Acte seguit es descarta el sobrenedant i es resuspenen les
cél-lules en SmL PBS1X. De nou, es centrifuguen i es tornen a resuspendre en PBS1X, aquest cop en
ImL. Després, s’afegeixen aproximadament 1-5x10° cél-lules a cadascun dels pous que contenen els
cobreobjectes coberts per ImL de medi Schneider i es deixa que les cél-lules s’adhereixin durant 1
hora aproximadament a temperatura ambient. Un cop adherides, es retira el liquid dels pous i es renten
amb 1mL de PBS1X durant 10 minuts en agitacio. Passat aquest temps, es retira el PBS1X i es fixen
les cel-lules afegint 300 pL de paraformaldehid al 4% en PBS1X als pous. S’incuben durant 15 minuts
sense agitacio a temperatura ambient i després d’aquest temps es retira el fixador. Tot seguit, es renten
durant 15 minuts amb ImL de PBS1X i dues vegades més amb ImL de PBS1X-trit6X100 0.3%-BSA
0.2% durant deu minuts. Quan es duen a terme immunotincions contra hibrids d’RNA:DNA utilitzant
I’anticos S9.6, previ als dos rentats amb PBS1X-tritd6X100 0.3%-BSA 0.2% es duu a terme un rentat
extra de 5 minuts amb SDS 0.5% en PBS1X amb agitacid. A continuacio, s’afegeixen 200-300uL
d’anticos primari a la dilucié corresponent en PBS1X-trit6X100 0.3%-BSA 0.2% als pous i s’incuba

les cel-lules 1 hora a temperatura ambient o tota la nit a 4°C en agitacio. Passat aquest temps, es renten
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tres vegades amb ImL de PBS1X-tritoX100 0.3%-BSA 0.2% durant deu minuts. Tot seguit,
s’afegeixen 300uL de ’anticos secundari corresponent diluit 1:400 en PBS1X-trit6X100 0.3%-BSA
0.2% als pous i s’incuba les cél-lules durant 1 hora a temperatura ambient en agitacid. Passat aquest
temps, es realitzen dos rentats de 10 minuts amb ImL de PBS1X-trit6X100 0.3% i dos rentats més de
10 minuts amb ImL de PBS1X. Per acabar, es munten els cobreobjectes en portaobjectes afegint 3-
5uL de solucio DAPI-Mowiol (DAPI 0.2 ng/uL en Mowiol (Calbiochem-Novabiochem)).

Les preparacions han estat analitzades per microscopia confocal mitjancant els microscopis

Leica TCS SPE i Leica TCS SP2.

C.2.2.8. Immunolocalitzacid a cél-lules SL2 impactades

Una altra técnica per dur a terme preparacions de c¢l-lules SL2 consisteix en centrifugar les
cel-lules sobre un cobreobjectes mitjangant una citocentrifuga. A diferéncia de les preparacions
obtingudes adherint les cel-lules a una matriu de concanavalina-A, on es poden visualitzar les cél-lules
en les tres dimensions, aquesta metodologia comprimeix tot el volum cel-lular practicament en un
unic pla degut a la forga centrifuga. Aquesta técnica és molt utilitzada per a ’obtencié de preparacions
nuclears.

En primer lloc, es munten uns embuts especials dissenyats per funcionar amb la
citocentrifuga damunt els portaobjectes que permeten concentrar les cél-lules en una area concreta de
la superficie de vidre del portaobjectes en aplicar-hi la forca centrifuga. A continuacid, s’afegeixen
300 pL de cultiu cel-lular a 1 mL de soluci6 hipotonica (glicerol 50mM, KCI 5mM, NaCl 10mM,
CaCl, 0.8mM, sacarosa 10mM) i s’incuben durant exactament 5 minuts a temperatura ambient.
Immediatament després, s’afegeixen 200 pL de la barreja a cadascun dels embuts préviament muntats
damunt dels portaobjectes. Tot seguit, es centrifuga les c¢l-lules damunt els portaobjectes en una
citocentrifuga a 500 rpm durant 10 minuts. Un cop centrifugades, es retiren els embuts i es deixa
assecar les cél-lules damunt els portaobjectes entre 30 minuts i 1 hora. Després d’aixo, s’afegeixen 50
pL de paraformaldehid al 4% en PBS1X damunt 1’area del portaobjectes on es troben les c¢l-lules i
s’incuben durant 15 minuts. Passat aquest temps, es retira el fixador i es renten els portes en una
coplin jar durant 10 minuts amb PBS1X. A continuacio, es realitzen dos rentats més de 10 minuts en
PBS1X-Tween20 0.5%-BSA2% en una colpin jar. Quan es duen a terme immunotincions contra
hibrids d’RNA:DNA utilitzant 1’anticos S9.6, previ als dos rentats amb PBS1X-Tween20 0.5%-
BSA2% es duu a terme un rentat extra de 5 minuts amb SDS 0.5% en PBS1X amb agitacid. Després
d’aquests rentats, les preparacions s’incuben en cambra humida amb I’anticos primari a la dilucio
corresponent en PBS1X-Tween20 0.5%-BSA2% 1 hora a temperatura ambient o tota la nit a 4°C. Un
cop incubades amb 1’anticos primari, es renten les preparacions en una coplin jar amb PBS1X-
Tween20 0.5%-BSA2% durant 10 minuts dues vegades. Tot seguit, s’incuben de nou en cambra
humida amb I’anticds secundari corresponent diluit 1:400 en PBS1X-Tween20 0.5%-BSA2% durant
45 minuts. Passat aquest temps, es renten de nou en una cubeta de portaobjectes amb PBS1X-

Tween20 0.5%-BSA2% durant 10 minuts dues vegades i una ultima vegada en PBS1X durant 10
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minuts. Finalment, es munten els cobreobjectes sobre els portaobjectes amb 5-10uL de solucié DAPI-
Mowiol (DAPI 0.2 ng/uL en Mowiol (Calbiochem-Novabiochem)).
Les preparacions han estat analitzades per microscopia confocal mitjangant els microscopis

Leica TCS SPE i Leica TCS SP2.

C.2.2.9. Analisi del cicle cel-lular

Per fer I’analisi del cicle cel-lular per citometria de flux, primerament cal fixar les cel-lules
amb etanol i seguidament marcar-les amb iodur de propidi [140]. La tincié6 amb iodur de propidi
proporciona informaci6é sobre el contingut de DNA i permet distingir i quantificar, mitjangant la
utilitzacié d’un citometre de flux, la distribucio de cél-lules al llarg de les diferents fases del cicle
cel-lular. En primer lloc, cal fixar les cel-lules amb etanol. Per fer-ho, es prepararen 4,5 ml d’etanol al
70% en tubs de 5 ml i es deixen en gel perqué estiguin els tubs freds. Es recullen 10°10 cél-lules en
un tub de 15 ml i es centrifuguen a 200 g 5 minuts. A continuacid, es retira el sobrenedant i es
ressuspenen amb 5 ml de PBS 1X. De nou, es centrifuguen 5 minuts a 200 g i es ressuspen el
sediment cel-lular amb 0,5 ml de PBS 1X donant copets amb el dit. Finalment, s’afegeix la solucié
amb les cél-lules gota a gota amb una pipeta Pasteur al tub amb ’etanol 70% fred per evitar agregats.

A partir d’aqui, es poden guardar setmanes a 4 °C. El dia que s’han de dur al citometre, es
marquen amb iodur de propidi abans de dur-les-hi. Primer de tot, les cel-lules es centrifuguen amb
I’etanol 70% durant 5 min a 200 g. Acte seguit, es decanta I’etanol i les c¢l-lules es ressuspenen en 5
ml de PBS 1X donant cops amb el dit. S’espera 1 min i es tornen a centrifugar els tubs 5 min a 200 g.
A continuacid, es ressupen el sediment amb 1 ml de solucié IP/trit6X100/RNasa (iodur de propidi
20pg/ml, RNasa A DNasa-free 0.2 mg/ml, tritd X100 0.1% en PBS1X) i es deixen els tubs 15 min a
37°C, o bé 30 min a temperatura ambient. Finalment, es duu a terme ’analisi de les mostres en el
citometre de flux. Les mostres han estat analitzades mitjancant la utilitzacié d’un citometre de flux
Coulter Epics-XL dels Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona. Es va fer servir

el laser argd blau (488 nm, 15 mW) i es va detectar la fluorescéncia a 665-685 nm.

C.2.2.10. Separacio de les cél-lules segons la fase del cicle cel-lular

La separacio de les cél-lules en funcio de la fase, o subfases, del cicle cel-lular en que es
troben les cel-lules ha estat duta a terme utilitzant un citometre de flux BD FACSAria (Beckman-
Coulter) (Fig. 29). Aquest aparell permet separar les cel-lules en funcié de la intensitat del marcatge
fluorescent que presenten. Per exemple, aquest sistema es pot utilitzar per separar cél-lules que
expressen GFP de cél-lules que no n’expressen, cél-lules en que es pot detectar una proteina concreta
de cél-lules en que aquesta proteina no hi és mitjancant immunodeteccié amb anticossos secundaris
fluorescents, o cél-lules en funcié de la quantitat de DNA tenyint-les amb molécules fluorescents que

permeten tenyir el DNA. En aquest treball, aquesta metodologia ha estat emprada per separar les
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cél-lules en funcio de la quantitat de DNA, marcat amb iodur de propidi o DAPI, segons les

necessitats de cada cas.

S1 S3
S (Primerenca) S2 (Final)
(Intermedia)

Figura 29. Separacio cel'lular per citometria de flux. Es mostra un esquema sobre com es van separar les

cél-lules atenent a la fase del cicle cel-lular, o subfases, en que es trobaven.

El procediment previ a sotmetre les cél-lules a la separacié mitjangant aquest aparell és el
mateix que el que es duu a terme per a realitzar un analisi del cicle cel-lular. Breument, es fixen les
c¢l-lules en etanol 70% fred, es tenyeix el DNA i es sotmet la mostra a I’analisi per citometria de flux.
Per evitar creuaments entre la fluorescéncia del iodur de propidi i la de fluorocroms com la cianina 3 a
I’hora de dur a terme immunolocalitzacions sobre cél-lules préviament separades per citometria de
flux, el DNA de les cél-lules es va tenyir amb DAPI i la separacié d’aquestes es va dur a terme atenent
al perfil cel-lular obtingut en aquestes condicions. A diferéncia de la tinciéo amb iodur de propidi, la
tincio del DNA amb DAPI no requereix I’Gs d’RNasa A donat que unicament reacciona amb el DNA.

En aquest cas, simplement s’incuben les cél-lules amb 1 ml de solucié de DAPI/tritoX100
(DAPI 1 pg/ml, TritoX100 0.1% en PBS1X) durant 15 minuts abans de sotmetre-les a citometria de
flux.

Donat que la fase del cicle cel-lular més limitant quan al numero de cél-lules que es poden
obtenir en separar-les és la fase S, es va establir que la quantitat minima de cél-lules de fase S
obtingudes havia de ser al voltant de 10° per a les analisi mitjangant Western Blot i de 10° per als
experiments d’immunolocalitzacio. Per a la separacio de les cél-lules de fase S en inicial, mitjana i
final, la fase S es va subdividir en tres finestres igualment amples. En aquest cas, es van separar 10°
cél-lules per cadascuna de les subfases aproximadament que posteriorment es van utilitzar per a

experiments d’immunolocalitzaci6.
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C.2.3. Tecniques utilitzades amb cél-lules SL2 en cultiu

L’electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) és una técnica que permet separar
proteines segons el seu pes molecular. L’SDS és un detergent que desnaturalitza les proteines i les
cobreix amb carregues negatives, eliminant aixi els possibles efectes de la carrega intrinseca de cada
proteina. En un camp eléctric, totes les proteines migren cap al pol positiu i cada una es separa en
funcio del seu pes molecular. Els gels de poliacrilamida-SDS estan formats per dues fases: la fase
superior o gel apilador i la fase inferior o gel separador. Cada fase presenta un pH i un percentatge
d’acrilamida diferent. La fase apiladora (acrilamida: bisacrilamida 29:1 (40%) 4 %, Tris-HC1 0,125 M
pH 6,8, SDS 0,1 %, persulfat amonic (PSA) 10% 6 pl/ml soluci6, TEMED 3ul/ml solucié) permet
apilar les proteines de les mostres abans de la separacio i el gel separador (10%: acrilamida:
bisacrilamida 29:1 (40%) 10 %, Tris-HCl 0.125M pH 8.7, SDS 0.1 %, 6 pl persulfat amonic (PSA)
10% per ml solucié, 3ul TEMED per ml solucid) és el que separa les proteines segons el seu pes
molecular. Tots els gels d’aquest treball han estat realitzats amb un percentatge del 4% pel gel
apilador i un percentatge variable entre el 10% i el 18% de gel separador segons la mida de la proteina
d’interés. Es munta el sistema de vidres, separadors pinces i gomes Miniprotean (BioRad).
Posteriorment es prepara la solucio pel gel separador al percentatge necessari per separar les proteines
d’interés. S’afegeix la solucié del gel separador entre els dos vidres, i s’afegeix isopropanol per
facilitar la polimeritzaci6 de I’acrilamida. Es deixa un temps fins que el gel separador polimeritzi. Un
cop solidificat, es treu 1’isopropanol, i es renta amb aigua MilliQ. S’afegeix la soluci6 del gel apilador,
es col-loca la pinta per formar els pous i carregar les mostres en el gel. Un cop polimeritzat el gel
apilador, es retira la pinta i es munten els vidres en una cubeta d’electroforesi vertical amb tampo
Laemmli 1X (SDS 0,1 %, Glicina 200 mM, Tris-base 25 mM pH 8,3-8,5). A les mostres se’ls afegeix
tamp6 de carrega desnaturalitzant de proteines PLB 5X (Protein Loading Buffer; Tris-HCl 125 mM
pH 6,8, glicerol 21,75 %, SDS 5 %, blau de bromofenol 0,25 %) i B-mercaptoetanol (1,5 M final),
s’escalfen els tubs 5 min a 95°C i immediatament es carreguen les mostres en els pous. L’electroforesi
es fa a 25 mA, i voltatge il-limitat, utilitzant com a tampé Laemmli 1X. Un cop migrades les
proteines, es descarta el gel apilador i el gel separador es transfereix a una membrana de

nitrocel-lulosa per a dur a terme un assaig de western blot.

C.2.3.2. Transferéncia de proteines (Western blot)

La teécnica de western blot permet la deteccid de proteines presents en un gel de
poliacrilamida-SDS transferit a una membrana de nitrocel-lulosa mitjancant 1’as d’anticossos
especifics. Un cop s’ha fet I’electroforesi SDS-PAGE, es transfereix el gel a una membrana de

nitrocel-lulosa Optitran (Schleicher & Schuell). Per fer la transferéncia cal muntar els diferents
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elements de la transferéncia seguint un ordre concret tal i com es mostra en I’esquema de la figura 30

tenint en compte que les proteines avancen cap al pol positiu.

Pol negatiu
Fregall
Paper 3SMM
Gel
Membrana
Paper 3MM
Fregall

Pol positiu

Figura 30. Esquema del muntatge dels diferents elements per a la transferéncia de proteines. Es mostra el

sistema utilitzat per transferir les proteines del gel a la membrana.

El pas de transferéncia es realitza en una cubeta amb tamp6 de transferéncia (Tris-base 25
mM, glicina 40 mM, SDS 0,05 %, metanol 20 %) i aplicant un voltatge de 80 V durant 3 hores a 4°C
amb agitacio constant. Un cop finalitzada la transferéncia, s’incuba la membrana des d’una hora a tota
la nit amb solucié de bloqueig (llet desnatada en pols 5 %, Tween 20 0,1 % en PBS 1X) per tal
d’evitar la unid inespecifica dels anticossos a la membrana. Posteriorment, es fa un rentat de 5 min
amb PBST (Tween 20 0,1 % en PBS 1X) i s’incuba amb 1’anticos primari diluit en PBST, a la
concentracio requerida per cada anticos durant 1 hora a temperatura ambient i en agitacidé constant.
Seguidament, es fan 3 rentats de 5 min amb PBST i s’incuba la membrana amb I’anticos secundari
diluit amb PBST a la concentracié adequada durant 1 hora, a temperatura ambient i en agitacio
constant. Finalment, es fan 5 rentats de 5 min amb PBST i es procedeix a la deteccio del senyal
mitjangant quimioluminescencia. En el cas de les immunodeteccions de fosforilacions de proteines,
enlloc de PBST (Tween 20 0,1 % en PBS 1X) s’utilitza TBST (Tween 20 0,1 % en TBS 1X) durant
tot el procés.

Per a la deteccio de ’anticos secundari conjugat a la peroxidasa de rave (HRP) es barregen
volums iguals de la soluci6é de luminol i la solucié de perdxid de la casa comercial EMD Millipore,
s’apliquen sobre la membrana i s’incuben 1 min. Finalment, s’asseca la membrana i s’exposa amb una
pel-licula fotografica Curix RP2 (Agfa) el temps adient per obtenir un senyal optim i es revela en una

maquina de revelat automatic Hyperprocessor (Amersham).

C.2.3.3. Rentat de membranes de western blot (strippin

En algunes ocasions, per tal de poder revelar més d’un cop amb diferents anticossos una

mateixa membrana de western blot que ja ha estat revelada anteriorment, cal eliminar els anticossos
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primaris i secundaris que es troben units a la membrana. Aquest procés s’anomena stripping. Per fer el
rentat de la membrana, es situa la membrana dins un recipient que tanqui bé, es cobreix la membrana
en solucio stripping (B-mercaptoetanol 100mM, SDS 2%, Tris 62.5 mM pH6.7), es tapa el recipient i
s’incuba dins un bany d’aigua a 50°C durant 30 min. Es descarta la solucié d’stripping i es fan dos
rentats de la membrana amb PBST. Després dels rentats, la membrana esta a punt per comencar de

nou el protocol de western blot amb una altra combinaci6é d’anticossos.

C.2.3.4. Tincié amb solucié roig de Ponceau

Es un métode de tincid de membranes de western blot rapid inespecific i reversible per
localitzar les bandes de les proteines transferides a la membrana de nitrocel-lulosa abans de seguir
amb la immunodeteccid de les proteines a la membrana. La tincio amb vermell Ponceau produeix una
tinci6 de bandes de color vermell-rosat. Es una tincié que s’uneix de manera feble i no té efectes
deleteris en la membrana. La membrana s’incuba durant 15 min en agitacié6 amb Ponceau diluit 1:5
amb aigua i posteriorment es destenyeix la membrana amb aigua destil-lada fins que el fons queda net
i les bandes queden contrastades. Finalment la tincio es pot eliminar totalment i continuar amb el

procés d’immunodeteccio de les proteines.

C.2.3.5. Reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR)

La reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) de 1’anglés Polymerase Chain Reaction és una
técnica que té per objectiu obtenir un gran nombre de copies d’un fragment de DNA, partint d’una
quantitat minima. Aquesta técnica es fonamenta en la propietat natural de la DNA-polimerasa per
replicar fragments de DNA. Consisteix en un procés ciclic de desnaturalitzaci6 del DNA i
d’amplificacio de les dues cadenes resultants, de manera que a cada cicle d’amplificacié el nombre de
cadenes de DNA es duplica. Actualment s’utilitzen polimerases termostables, encarregades de la
replicacié del DNA d’organismes adaptats a altes temperatures que mostren una activitat optima a
elevades temperatures, caracteristica imprescindible per assegurar ’especificitat de la reacci6. La
DNA polimerasa és capag de sintetitzar DNA bicatenari a partir d¢ DNA monocatenari, que serveix
com a motllo. Per a que ’amplificacié tingui lloc, cal que petits fragments de DNA monocatenari
anomenats encebadors o oligonucleotids, s uneixin als extrems de la seqiiéncia que es vol amplificar.
Cada encebador és complementari a una de les cadenes de DNA i a partir de la unié dels encebadors
es pot comengar a sintetitzar la nova cadena sobre la cadena motllo. Per a que aquests encebadors
s’uneixin de forma especifica es realitza un aparellament (annealing) a una temperatura elevada, de
manera que s’eviten les unions inespecifiques. Un cop els encebadors s’han unit a la seva seqiiéncia
complementaria, la polimerasa pot comengar el procés d’amplificacid, que és dependent d’ATP i
Mg2+, afegint desoxiribonucleotids a 1’extrem 3’ de 1’encebador. Aquest procés es produeix de forma

ciclica gracies a un aparell termociclador, que condueix canvis molt rapids de temperatura de la
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mostra. S’ha de tenir en compte que per a cada parell d’encebadors s’ha d’ajustar la temperatura
d’aparellament o annealing i que variar aquesta temperatura, aixi com la concentracié de MgCl, a la

reacci6 pot fer variar la seva especificitat i eficiéncia.

Reactius Programa

Tampo6 de reaccié 1X

MeCl, 2 mM —
5 min

dNTPs 0.04 mM

Forward primer 0.4 uM

Reverse primer 0.4 pM
0.05 U/uL DNA polimerasa
25 ng DNA motlle

30s

x25 cicles

Figura 31. Reactius i programa utilitzats per amplificar els fragments de DNA corresponents al gen de la histona dH1 i
LacZ. A I’esquerra, es mostren els reactius i les respectives concentracions a que han estat utilitzats i, a la dreta, el programa

utilitzat per a ’amplificacio.

Per poder dur a terme la sintesi de dsRNA, en primer lloc, s’amplifica mitjangant una reaccio
de PCR la regi6 del DNA que es vol obtenir en forma d’RNA de doble cadena (Fig. 31). En aquests
casos, la reaccidé de PCR es va dur a terme amb la DNA polimerasa de la casa comercial BIOTOOLS
d’acord amb les indicacions del fabricant. Per a obtenir el fragment de DNA corresponent al gen de la
histona dH1 es va utilitzar DNA genomic purificat de cel-lules SL2 com a DNA motlle i una parella
de primers préviament descrita [141] per a la reacciéo de PCR. En canvi, per a obtenir el fragment de
DNA control corresponent al gen LacZ es va utilitzar com a DNA motlle el plasmid pBluescript-SK i
una parella de primers dissenyada al nostre laboratori per amplificar una regié del gen LacZ. A la
figura X es poden veure els reactius i els diferents passos de temperatura del termociclador d’aquestes

reaccions de PCR.

C.2.3.6. Sintesi d’'RNA de doble cadena

La sintesi d’RNA de doble cadena d’una seqiiencia genomica concreta depen de la capacitat
de generar transcrits en gran quantitat d’aquesta regi6. Per aquesta rad, normalment, primer de tot es
dissenyen primers per amplificar un fragment del gen que es vol deplecionar mitjangant una reaccid
de PCR. A 5’ dels primers s’hi afegeix la seqiiéncia promotora minima del bacteriofag T7. Aixo
permet amplificar una regid concreta del genoma i obtenir molts fragments de DNA de la regi
desitjada amb el promotor del bacteriofag T7 a 5°. Finalment, aquests fragments s’incuben amb una
barreja que conté I’RNA polimerasa del bacteriofag T7. Aquest enzim transcriu amb una alta
eficiéncia les seqiiéncies de DNA amplificades que contenen el promotor T7 a 5° 1 aixo permet obtenir
una elevada quantitat d’RNA contra una regié gendmica concreta.

Un cop amplificat el fragment de DNA desitjat amb el que generar I’'RNA de doble cadena,
s’agafen directament 8uL de la reaccio de PCR i s’hi afegeixen 2uL dels reactius per a la sintesi de

I’RNA de doble cadena del kit MEGAscript® T7 Transcription Kit de la companyia Ambion,
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ThermoFisher Scientific. Acte seguit, les reaccions de transcripcid es deixen tota la nit a 37°C. El mati
de ’endema s’afegeix 1uL de ’RNasa Turbo del kit a les reaccions de transcripci6 i es deixen 15
minuts a 37 °C. Finalment, ’'RNA de doble cadena es purifica utilitzant columnes de purificacio del
kit RNaeasy Mini Kit de QIAGEN, d’acord amb les indicacions del fabricant. L’RNA purificat es

quantifica, aliquota i guarda congelat a -20°C fins a ser utilitzat.

C.2.3.7. Extraccio i purificacié d’'RNA total

Per a realitzar una extracci6 d’RNA total de cél-lules SL2 s’ha utilitzat un protocol que
combina la utilitzacié de Trizol ® per a I’extraccié d’RNA, el Kit d’extraccid6 d’RNA RNeasy mini
KIT Qiagen ® per la purificacié d’aquest RNA i una precipitacio final de I’'RNA per eliminar
impureses que s’arrastren de les columnes del kit i aixi deixar I’RNA el més net possible. Extraccio
d’RNA total: s’afegeixen 500 ul de Trizol ® en el tub amb els discos imaginals (si els discos estan
congelats a -80°C cal deixar el tub en gel fins que es descongelin abans d’afegir el Trizol ®).
S’homogeneitza uns 10 cops amb un homogeneitzador per a tubs eppendorf i es deixa el tub 5 min a
temperatura ambient. S’afegeixen 100ul de cloroform, es vortexa 10 segons i es deixa reposar el tub 5
min a temperatura ambient. Es centrifuga a 4°C durant 15 min a 13000 rpm. S’agafa la fase aquosa
superior i es passa a un tub nou de 1,5 ml (es treuen uns 170 pl de fase aquosa, no s’ha d’apurar al
maxim la fase). Es reserva el tub en gel. Purificaci6 d’RNA amb el Kit RNAeasy mini Kit Qiagen ®:
dins el tub que tenim reservat en gel, s’afegeixen 3,5 volums referents al que s’ha agafat de fase
aquosa de solucié RLT (tampo de lisi) del Kit i es vortexa (si s’ha tret 170 ul de fase aquosa caldra
afegir 595ul de solucié RLT). Seguidament s’afegeixen 2,5 volums referents a la fase aquosa d’etanol
absolut i es vortexa (si s’ha tret 170 pl de fase aquosa caldra afegir 425ul d’etanol). Es preparen les
columnes del kit i s’afegeixen 600 pl (maxim volum que accepta la columna) de la barreja del tub a la
columna. Es centrifuga durant 30 segons a 13000 rpm i es repeteix el procés tants cops com sigui
necessari fins que tot el volum de la barreja del tub hagi passat per la columna. Es renta 3 vegades la
columna amb 500 pl de solucidé RPE (soluci6 per rentar I’RNA en les columnes). Entre rentat i rentat
s’ha de centrifugar 30 segons a 13000 rpm. S’asseca la columna centrifugant 2 min a 13000 rpm i

finalment s’elueix la columna amb 30 pl d’aigua MilliQ.

C.2.3.8. Transcripcio reversa de 'mRNA

La reaccio6 en cadena de polimerasa amb transcripcio reversa (RT-PCR, de 1’angles Reverse
transcription polymerase chain reaction) és una variant de la PCR que permet realitzar amplificacions
d’RNAs especifics. En I’'RT-PCR, I’RNA es retrotranscriu a DNA complementari (cDNA) gracies a
un enzim DNA polimerasa/RNA-dependent, la retrotranscriptasa o transcriptasa reversa, que utilitza

la cadena d’RNA com a motlle per a generar la cadena complementaria de DNA. Aquest DNA
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resultant, s’amplifica posteriorment mitjangant PCR convencional. Perque la transcriptasa reversa
pugui afegir ANTPs, cal que hi hagi uns encebadors units a la cadena d’RNA que es vol amplificar.
Aquestes reaccions es van dur a terme amb el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

de Roche, d’acord amb les indicacions del fabricant, utilitzant random primers en totes les ocasions.

C.2.3.9. Reaccid quantitativa en cadena de la polimerasa (qPCR)

L’analisi quantitatiu d’una regio concreta del genoma sovint es duu a terme mitjangant una
reaccié quantitativa en cadena de la polimerasa. A diferéncia d’una PCR convencional, aquesta
técnica permet inferir la quantitat de DNA d’una regié gendmica especifica. Per aquesta rad, és una
técnica ampliament utilitzada per assajos d’expressid génica o immunoprecipitacié de la cromatina.

Existeixen diverses metodologies lligades a reaccions de PCR que permeten determinar la
quantitat de DNA inicial de la mostra. La més ampliament utilitzada es basa en monitoritzar la reaccio
de PCR amb el tint SYBR Green I. Aquest tint presenta la propietat que quan s’intercala en el DNA
de doble cadena, la seva fluorescéncia incrementa notablement. Aquesta técnica, per tant, es basa en el
fet que durant les diferents etapes de la reaccidé de PCR, la intensitat del senyal fluorescent variara
depenent de la quantitat de DNA de doble cadena present. Durant la fase d’anellament dels primers,
aquests s’hibriden a la seva seqiiéncia homologa i formen petites regions de DNA de doble cadena en
que s’intercala el SYBR Green I. Aixo fa que el senyal fluorescent augmenti lleugerament. A ’etapa
d’elongacio, es forma més DNA de doble cadena i, en conseqiiencia, més SYBR Green I es pot
intercalar fent que el senyal fluorescent augmenti notablement. Al final de la fase d’elongacio, tot el
DNA ha esdevingut DNA de doble cadena i la maxima quantitat de tint s’intercala. La fluorescéncia
es mesura (530 nm) al final de cada fase d’elongacio6.

En aquest treball, totes les analisis quantitatives de DNA mitjangant reaccions de PCR
quantitatives han estat dutes a terme utilitzant la metodologia basada en la fluoresceéncia del SYBR
Green I amb un termociclador LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche). En aquest cas, els

components i el programa d’amplificaci6 utilitzats han estat els segiients (Fig. 32):

Reactius Programa

0.5 pl primer forward 10uM
0.5 pl primer reverse 10uM e e - - -
5 ul SYBR Green I Master Mix
(LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche))
2 ul H,O PCR grade
2 ul DNA motlle

10s

x45 cicles

Figura 32. Reactius i programa utilitzats per amplificar els fragments de DNA en les reaccions de PCR quantitatives.
A I’esquerra, es mostren els reactius i les respectives concentracions a que han estat utilitzats i, a la dreta, el programa utilitzat

per a I’amplificacio.
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Quan s’ha analitzat els nivells d’expressio d’un gen, el calcul del grau d’expressio sempre s’ha
dut a terme de manera relativa respecte a una seqiiéncia control mitjangant el métode de calcul

estandard de la AACt [142] (Fig. 33).

Expressié relativa Immunoprecipitacié de la cromatina
Input Immunoprecipitacio
Condicié A Cta Genx Cta GenControl
Condicio A Cta vpuT Ctap
Condicio B Ctg Genx Ctg GenControl
Condicio B Ctg nopuT Ctgp

ACtyomatitzada = Ctip — (Ctvpur-(loga(factor de dilucio de I’input))
ACty = Cty Genx - Cta GenControl
On, factor de diluci6 de I’input = (fracci6 de la cromatina inicial guardada)!
ACtg = Ctg genx - Ct GenControt
% Input = 2-(ACtNormalitzada) x 1(0()
AACty.s = ACt _ACt,

Nivell d’enriqui t = 2-(4AC AvsB — 5_ACty
Nivell d’es quimenty,g = -(AACt AvsB) AACt, ACH
Nivell d’enriquiment, g = 2-(AACt AvsB)

Figura 33. Metodologia emprada per al calcul de I’expressié génica i la cromatina immunoprecipitada. A I’esquerra, es mostren els calculs
emprats per a calcular I’expressio relativa d’un gen. A la dreta, es mostra com han estat calculat els percentatges de material immunoprecipitat i

els nivells d’enriquiment.

Aquest métode es basa en el creixement exponencial de la quantitat del DNA a cada cicle
d’amplificaci6 de la reaccié de PCR, i permet expressar la quantitat de DNA de la regié genomica
d’estudi respecte una regidé genomica control i comparar els resultats entre diferents condicions. El
mateix principi de la diferéncia entre Ct ha estat utilitzat per al calcul dels percentatges de material
immunoprecipitat. En aquest cas, pero, es compara la quantitat de DNA immunoprecipitat respecte la
quantitat de DNA inicial de I'input. Aquest sistema permet determinar el percentatge de material

immunoprecipitat i comparar els valors obtinguts entre diferents condicions experimentals.

C.2.3.10. Immunoprecipitacié de la cromatina (ChIP)

Els experiments d’immunoprecipitacié de la cromatina es van dur a terme basicament com
esta descrit a [46]. En tots els casos, es va partir de 5 plaques de cultiu de 60 mm* (Corning ®) amb
5 mL de cultiu cel-lular cadascuna, és a dir, d’'un volum total de 25 mL (108 cel-lules
aproximadament).

Per dur a terme la immunoprecipitacio de la cromatina, en primer lloc, s’afegeix formaldehid
al 37% a les plaques de cultiu de manera que quedi a I’1% i s’incuben durant 10 minuts a temperatura
ambient en agitacio horitzontal. A continuacid, s’afegeix glicina IM pH 7.0 de manera que quedi a
una concentracié final de 0.125 M i s’incuben durant 5 minuts a temperatura ambient en agitacid
horitzontal. Passat aquest temps, s’aixequen les cél-lules amb un scraper, es passen a un tub de 50 mL
i es centrifuguen a 1500 rpm durant 10 minuts a 4°C. Tot seguit, es descarta el sobrenedant, es

resuspenen les cel-lules en 10 mL de PBS1X fred i es centrifuguen de nou a 1500 rpm durant 10
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minuts a 4°C. Es repeteix aquest Gltim pas un cop més. Un cop rentades amb PBS1X, es descarta el
sobrenedant, es resuspen les cél-lules en 1 mL de solucié de lisi 1% SDS (SDS 1%, EDTA 10mM,
Tris-HCI pH8.1 50mM, Inhibidor de proteases 1X (Sigma-Aldrich)) i es deixen en agitaci6 circular a
4°C entre 10 i 30 minuts. Després d’aixo, es fan aliquotes de 300 uL en tubs de 1,5 mL i es sonica les
mostres en un aparell BioRuptor durant 16 minuts (5, 6 1 5 minuts amb addicié de gel entre ells i
eliminaci6 d’aigua) a maxima poteéncia i en cicles de 30 segons actiu i 30 segons inactiu, per a obtenir
fragments d’entre 500 pb i 1000 pb. Un cop sonicades, les mostres es centrifuguen a maxima velocitat
durant 10 minuts a 4°C. Es recupera el sobrenedant i es descarta el pellet. Arribats en aquest punt, les
mostres es poden guardar a -80°C.

Per determinar 1’eficiéncia de la sonicacid, s’afegeix 350 pL de tamp6 d’elucié a 50 pL de
mostra i es deixa tota la nit a 65°C. El dia segiient, s’extreu el DNA amb 350 pL de fenol/cloroform i
es precipita el DNA afegint 7 uL de poliacrilamida soluble 0.25% i 1 mL d’etanol absolut fred. Es
desa les mostres 10 minuts en gel i acte seguit es centrifuguen a maxima velocitat durant 10 minuts.
Per acabar, es retira el sobrenedant, es renta el pellet amb etanol 70%, es resuspen finalment en 50 pL
de TE+RNasa A i s’incuba durant 10 minuts a 37°C. Passat aquest temps, ja es poden correr les
mostres en un gel d’agarosa per determinar si la sonicacié ha funcionat correctament.

Un cop la cromatina ha estat entrecreuada i sonicada comenga el procés de la
immunoprecipitacié. En primer lloc, es prepara la matriu a la que s’uniran els anticossos i permetra
enriquir la mostra en la diana de I’anticos utilitzat. En aquest cas, s’han utilitzat esferes de sefarosa
unides a proteina A. Per a preparar la matriu, primerament es resuspenen 100 mg de proteina A-
sefarosa en 1 mL de solucié de lisi 0.1% SDS (SDS 0.1%, EDTA 10mM, Tris-HCI pH8.1 50mM,
Inhibidor de proteases 1X (Sigma-Aldrich)). A continuacio, es barreja volums iguals de la suspensio
de proteina A-sefarosa amb alblimina de serum bovi (Sigma-Aldrich) dissolta a 1mg/mL en TE1X. Es
deixa en agitaci6 circular durant 20 minuts a 4°C. Passat aquest temps, es centrifuga a 2000 rpm
durant 2 minuts a 4°C, s’elimina el sobrenedant i s’afegeix 1 mL de solucio de lisi 0.1% SDS a les
esferes precipitades. Es repeteix els passos anteriors fins a 3 vegades. Finalment, les esferes estan
llestes per a ser utilitzades. Alternativament, també es poden guardar a 4°C una setmana com a
maxim.

Un cop preparada la solucio amb les esferes de proteina A-sefarosa, les mostres de cromatina
sonicada es dilueixen 1:10 amb solucié IP (SDS 0.01%, Triton X-100 1.1%, EDTA 1.2 mM, Tris-HCl
16.7 mM pH 8.0, NaCl 16.7 mM, Inhibidor de proteases 1X (Sigma-Aldrich)) de manera que quedi un
volum final de 2,5 mL i es reparteix la mostra en 3 tubs, afegint | mL, ImL i 0.5 mL a cada tub,
respectivament. Els tubs amb 0.5 mL es guarden a -20°C i serviran per a determinar els inputs. A cada
aliquota d’1 mL s’afegeixen 50 puL de soluci6 de proteina A-sefarosa diluida préviament a la meitat en
solucié de bloqueig (Tris-HC1 10 mM pHS, EDTA 1 mM, BSA 1 mg/mL). Es deixa les mostres en
agitaci6 circular durant 30 minuts a 4°C i, passat aquest temps, es centrifuga les mostres a 3000 rpm
durant 2 minuts a 4°C. Es recupera el sobrenedant de les mostres, s hi afegeix la quantitat d’anticos
corresponent (en el cas de YH2Av, 3ul de I’anticos de la casa comercial Rockland) i s’incuba tota la

nit a 4°C amb agitacio circular.
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El dia segiient, s’afegeix 35 pL de proteina A-sefarosa diluida a la meitat en solucid de
bloqueig i s’incuba durant 2 hores a 4°C en agitacid circular. Alternativament, també es pot fer 2h
d’incubaci6é amb 1’anticos i tota la nit amb la solucié de proteina A-sefarosa. Passat aquest temps, es
centrifuga les mostres a 3000 rpm durant 5 minuts a 4°C i s’inicia els rentats de la fraccio
immunoprecipitada. En primer lloc, es renta el pellet amb 1 mL de solucio de rentat 1 (SDS 0.1%,
Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, TrisHCI 20 mM pH 8§, NaCl 150 mM) durant 10 minuts en agitacio
circular. A continuacio, es centrifuga de nou la mostra a 3000 rpm durant 5 minuts a 4°C i es descarta
el sobrenedant. Es repeteix el pas anterior fins a 4 vegades més, realitzant els rentats amb solucio de
rentat 2 (SDS 0.1%,Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, TrisHCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM) una
vegada, soluci6 de rentat 3 (LiCl 0.25M, NP40 1%, desoxicolat sodic 1%, EDTA 1mM, Tris-HCI 10
mM pH 8§, PMSF 0.1 mM) una vegada i amb TE1X dues vegades més.

Finalment, es duu a terme 1’eluci6 i purificacié del DNA immunoprecipitat. En primer lloc,
s’afegeixen 40 pL de TE1X 1 0.5 uL d’RNasa A 10 mg/ml a les esferes de safarosa rentades i s’incuba
durant 30 minuts a 37°C. A continuacio, s’afegeix 50 pL de NaHCO; 0.2 M i 10 uL d’SDS 10% i es
vortexa a maxima poténcia entre 30 segons i 1 minut. Tot seguit, es centrifuga a maxima velocitat
durant 30 segons i es guarda el sobrenedant (100 puL). S’afegeix 100 uL de tamp6 d’elucié (SDS 1%,
NaHCO3 0.1 M) al pellet i es vortexa de nou entre 30 segons i 1 minut a maxima poteéncia. De nou, es
centrifuga a maxima velocitat durant 30 segons i es guarda el sobrenedant. Es repeteix aquest ultim
pas un cop més fins a obtenir un volum total final de 300 pL. El material eluit s’ incuba llavors tota la
nit a 65°C. El dia segiient s’afegeix 3 puL de proteinasa K 10mg/ml i s’incuba durant 3 hores a 55°C.
Després d’aquest tractament, s’afegeix 300 pL de fenol/cloroform, es vortexa durant 30 segons i es
centrifuga durant 5 minuts a maxima velocitat a temperatura ambient. Un cop centrifugades les
mostres, s’agafa la fase aquosa i es passa a un tub nou. En aquest tub, s’hi afegeix 2 puL de pellet paint,
30 uL d’acetat sodic 3 M i 700 uL d’etanol absolut fred, i es deixa precipitar el DNA tota la nit a -
20°C. Alternativament, també es pot deixar entre 30 minuts i 1 hora a -80°C. A continuacio, es
centrifuga a maxima velocitat durant 15 minuts a 4°C. Es retira el sobrenedant i el pellet es renta amb
500 pL d’etanol 70% fred. De nou, es centrifuga a maxima velocitat a 4°C durant 10 minuts i
finalment el pellet es resuspen en 25 mil-lilitres d’aigua mil-1iQ.

Pel que fa als inputs, s’agafa 100 pL d’input, s’hi afegeix 20 pL de TE1X i 0.5 uL d’RNasa
A 10 mg/mL i s’incuba durant 30 minuts a 37°C. A continuacio, s’afegeix 30 pL. de SDS 10% i 150
pL de NaHCO; 0.2 M i s’incuba tota la nit a 65°C. A partir d’aqui, es purifica el DNA de la mateixa

manera que amb el DNA immunoprecipitat.

C.2.3.11. Analisi bioinformatica de 1la seqiienciaci6 del material
immunoprecipitat

La preparacio del material immunoprecipitat per a la seva seqilienciacié ha estat duta a terme
per la unitat de gendmica de I’Institut de Recerca Biomeédica de Barcelona. La seqiienciacio del

material, pero, ha estat externa. Finalment, 1’analisi bioinformatica de la seqiienciacié del material
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immunoprecipitat ha estat duta a terme essencialment per la unitat de bioinformatica de I’Institut de
Recerca Biomédica de Barcelona.

Posteriorment, les seqiiéncies enriquides identificades han estat analitzades amb el software
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org, web release 4) per a identificar elements repetitius

putatius en les regions enriquides.

C.2.3.12. Immunoprecipitacié d’hibrids RNA:DNA (DRIP

La immunoprecipitaci6é dels hibrids RNA:DNA ha estat duta a terme essencialment tal i com
esta descrit a [124].

En primer lloc, es purifica DNA gendomic de cél-lules SL2 i es quantifica. Un cop purificat i
quantificat, s’agafa 50ug de DNA genomic i es passen a un tub a part on s’hi afegeix 20 pL de TE10X
i I’aigua que calgui fins aconseguir un volum final de 200 pL. A continuacio, el DNA genomic es
sonica en un aparell BioRuptor durant 16 minuts (5, 6 i 5 minuts amb addicié de gel entre ells i
eliminacié d’aigua) a maxima poteéncia i en cicles de 30 segons actiu i 30 segons inactiu, per a obtenir
fragments d’entre 500 pb 1 1000 pb.

Un cop sonicat, s’agafa el volum corresponent a 15 pg i es distribueix en parts iguals en tres
tubs, de manera que quedi 5 pg de DNA genomic a cada tub. Un dels tubs sera I’input, un altre sera el
tub en que es dura a terme la immunoprecipitaci6é i 1I’altim sera el tub en que es dura a terme la
immunoprecipitacié de les mostres tractades amb RNasaH, com a control negatiu. Per aquesta rao,
s’afegeix 3 pL d’RNasa H 2U/uL (Invitrogen) a un dels tubs. Per evitar possibles problemes
indirectes derivats de tractaments diferents, a totes les mostres s’afegeix 10 pL de tamp6 de ’RNasa
H 5X i el TE1X necessari fins a un volum de 50 pL, afegint pero RNasaH tinicament en els tubs que
actuaran com a control negatiu. A continuacio, tots els tubs son incubats a 37°C tota la nit.

El dia segiient s’afegeix 500 uL de tamp6 d’unié (NaPO, 10mM, NaCl 140mM, Trité X100
0.05%) a dos dels tubs. El tercer tub es guarda com a input a -20°C. Als altres dos, a més a més, s’hi
afegeix 1 puL (~4 pg) d’anticos S9.6 contra hibrids RNA:DNA i s’incuben tota la nit a 4°C en agitacid
circular.

L’endema es prepara la matriu amb que s’immunoprecipitara els complexos DNA-anticos.
En aquest cas, s’ha utilitzat Dynabeads Protein G (Thermo Fisher Scientific). Per preparar les esferes
unides a proteina G es procedeix de la segiient manera. En primer lloc, s’agafa un volum de 350 pL
d’esferes 1 es deixen en agitaci6 circular a 4°C durant 5 minuts. A continuacid, es retira el
sobrenedant, es resuspenen les esferes en 1 mL de tampd d’uni6é amb albiimina de sérum bovi 0.5% i
s’incuben durant 10 minuts a 4°C en agitaci6 circular. Es repeteix aquest ultim pas fins a 3 vegades
més. Finalment, les esferes unides a proteina G es resuspenen en 300 pL de tampd d’unio i s’afegeix
35 uL a cadascun dels tubs amb el material a immunoprecipitar. Tot seguit, les mostres s’incuben
durant 2 hores a 4°C en agitacio circular.

Després d’aixo, es realitzen un total de 3 rentats de 10 minuts amb tampd d’unié a 4°C en agitacid

circular. A partir d’aqui, per a purificar el DNA immmunoprecipitat de les mostres s’afegeix 100 uL
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de tamp6 d’elucid (Tris-HC1 50mM pH 8.0, EDTA 10mM, SDS 0.5%) i es vortexa a maxima poténcia
entre 30 segons i 1 minut. Es recupera el sobrenedant i es repeteix el procés anterior fins a aconseguir
un volum final de 300 uL. Pel que fa als inputs, s’agafa un 10% del material inicial previ a 1’addicio
dels 500 pL. de tampd d’unid (5 pL) i s’hi afegeix tampd d’eluci6 fins a un volum total de 300 puL. En
tots els casos, les mostres son tractades amb 7 pL de proteinasa K 10mg/ml a 55°C durant 45 minuts i
passat aquest temps es duu a terme la purificaci6 del DNA igual com es realitza per a les

immunoprecipitacions de cromatina.

Immunoprecipitacié d’hibrids RNA:DNA

Gen estudiat Gen control
Input Immunoprecipitacio Input Immunoprecipitacid
Condicio A CtanpuTGenx Ctapgenx CtampuTGenControl Ctarpgencontrol
Condici6 B ClpNpuTGenx Clpipgenx ClaINPUTGenControl CtpGenControl

ACtxormatitzadaGenx = Ctpgenx — (Ctinputcenx-(10g>(factor de dilucié de I'input))
On, factor de diluci6 de I’input = (fraccié de la cromatina inicial guardada)!

% INpUtgeny = 2-(ACNormalizadaGenX) x 100

ACtxomalitzadaGenControl = Clipgencontrol — (ClrvpuTgenconror-(logx(factor de diluci6 de I'input))
On, factor de diluci6 de I’input = (fracci6 de la cromatina inicial guardada)!

% InpuerConuol = 2-(AC(NoxmahrzadaGmControl) x 100

AACtGenxvsGenControt = ACty, x - ACty, enControl

Nivell d’enriquimen,gexvsgencontror = 2 AACt GenXvsGenControl )

AAACtyysp = AACtGenxvsGenControl = AACtEGenxvsGenControl

Nivell d’enriquiment,, g = 2-(AAACtAvsB)

Figura 34. Metodologia emprada per al calcul de la quantitat de material immunoprecipitat en els experiments de DRIP.

Es mostren els calculs emprats per determinar els percentatges de material immunoprecipitat i els nivells d’enriquiment.

A diferencia de I’analisi dels resultats d’una immunoprecipitacié de cromatina mitjangant una
reacci6 en cadena quantitativa de la polimerasa convencional, en els experiments
d’immunoprecipitacio d’hibrids RNA:DNA generalment es referencia 1’enriquiment pel que fa als
hibrids RNA:DNA de cadascuna de les regions analitzades respecte una regié genomica control (Fig.
34). En aquest treball, s’ha utilitzat com a regi6é genomica control la zona promotora del gen mthil2,
un dels gens que, d’acord al microarray d’expressio a cel-lules SL2 no tractades dipositat sota el codi

GSE49103, practicament no s’expressa a cel-lules SL2.

C.2.3.13. Comet Assay

La teécnica del Comet Assay o electroforesi de cél-lules individuals permet determinar

fisicament la preséncia de trencaments de la cadena del DNA [143] (Fig. 35). Existeixen dues
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variants, el Comet Assay alcali, i el neutre. La variant alcalina de la técnica permet determinar
P’existéncia de trencaments de la cadena de DNA independentment que aquests siguin de cadena
senzilla o doble. En canvi, la variant neutra unicament permet la deteccié dels trencaments de doble

cadena del DNA.

ail moment = Area cua > itud cua

Figura 35. Comet Assay. Es mostra un exemple de cel-lula amb
dany al DNA en que el DNA danyat ha sortit de dins el nucli i ha
migrat cap al pol positiu de la cubeta d’electroforesi. S’indica el
cap i cua en aquesta estructura i el principal parametre utilitzat

per quantificar el dany cel-lular.

Per a la realitzacio dels experiments descrits en aquesta tesi doctoral, la técnica va ser
adaptada préviament a cél-lules SL2.

Per dur a terme aquesta analisi a cél-lules SL2 es procedeix de la manera segiient. Per
comengar, el mateix dia de I’experiment es preparen d’hora al mati suficients portaobjectes per poder
realitzar I’experiment. Es important destacar que per a la correcta adhesi6 de I’agarosa als
portaobjectes cal utilitzar portaobjectes Superfiost Plus (Thermo Scientific) que permeten una major
adhesi6 de ’agarosa.

En primer lloc, es prepara els portaobjectes cobrint-los amb agarosa de punt de fusié normal
per la cara superior. Per fer-ho, es prepara uns 300 mL de solucié d’agarosa de punt de fusié normal al
1,5-2% en PBS1X i es posa al microones fins que I’agarosa esta completament dissolta. Es important
mantenir 1’agarosa pocs minuts seguits dins el microones i anar traient-la i agitant-la de tant en tant
per evitar un excés d’evaporacioé de I’aigua. Un cop dissolta, es deixa refredar una mica la solucié fins
que encara estigui calenta perd no cremi. Aquest pas €s critic donat que si I’agarosa esta massa calenta
no s’adherira al portaobjectes i relliscara per sobre. Quan I’agarosa ha adquirit la temperatura
adequada, es suquen els portaobjectes completament fins a la regio en que es poden fer anotacions 3 o
4 vegades, introduint-los i traient-los de I’agarosa amb delicadesa. Un cop sucats, s’elimina amb un
paper 1’agarosa enganxada a la cara inferior dels portaobjectes i es deixen assecar a temperatura
ambient en posicié horitzontal amb la cara superior cap amunt. Paral-lelament, mentre 1’agarosa dels
portaobjectes s’asseca es prepara uns 10 mL d’agarosa de punt de fusid baix al 0.5% i al 1% en
PBS1X. Igual que abans, per dissoldre I’agarosa es posa la soluci6 al microones. En aquest cas, pero,
cal anar alerta ja que pocs segons son suficients per dissoldre ’agarosa. Un cop preparades,
s’aliquoten en tubs d’1,5 mL i es deixen en un termoblock a 37°C per mantenir la soluci6 d’agarosa en

estat liquid.
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A continuacid, un cop 1’agarosa dels portaobjectes esta seca, es recullen les cel-lules i es
conta el numero de cél-lules de la mostra amb una cambra de Neubauer. Es molt important mantenir
les cél-lules en la foscor en tot moment per evitar que 1’exposici6é luminica pugui danyar el DNA. Un
cop determinada la concentracid cel-lular, es centrifuga les cél-lules a 500g 10 minuts a temperatura
ambient i es resuspen el pellet a una concentracié de 10° cél-lules/mL en PBS1X fred. Tot seguit, es
barregen 12 pL d’aquesta solucié que conté les cél-lules amb 95 pL d’agarosa de punt de fusio baix al
0.5%. Es barreja bé pipetejant amunt i avall i es distribueixen aquests 107 pL equitativament per la
cara del portaobjectes coberta amb agarosa. Tot seguit, es diposita un cobreobjectes de vidre de
24x60mm sobre 1’agarosa de punt de fusié baix per estendre-la igualment per tota la superficie del
portaobjectes i es porten els portaobjectes a 4°C durant 15 minuts per a que 1’agarosa solidifiqui. Un
cop solidificada, es treu el cobreobjectes amb compte i s’afegeix damunt la capa d’agarosa de punt de
fusio baix recent solidificada 90 puL d’agarosa de punt de fusié baix a I’1% per crear una nova capa
d’agarosa de punt de fusié baix a 1’1% sobre la capa al 0.5% que conté les cél-lules. De nou, es
col-loca un cobreobjectes de vidre damunt 1’agarosa per a estendre-la equitativament per tota la
superficie del portaobjectes i es porten les preparacions a 4°C durant 15 minuts. Passat aquest temps,
es retira els cobreobjectes amb compte altre cop.

Un cop les cel-lules estan atrapades dins la matriu d’agarosa, es tracta les cél-lules amb una
solucié de lisi. Depenent de si es vol dur a terme la variant alcalina o neutra de la técnica, les
condicions del tractament son diferent. Si es vol dur a terme la variant alcalina, els portaobjectes es
submergeixen en una solucié de lisi alcalina (NaCl 2.5M, EDTA 100mM, Trizma base 10mM,
Sarcosil 1%, Trité X100 1%, pH ajustat a 10) freda i s’incuben a 4°C entre 18 i 20 hores. En canvi, si
es vol analitzar les mostres mitjangant la variant neutra, els portaobjectes es submergeixen en solucid
de lisi neutra (EDTA 0.5M, Proteinasa K 0.5mg/mL, Sarcosil 2%, pH ajustat a 8) i s’incuben a 37°C
també entre 18 i 20 hores.

El dia segilient, es realitzen tres rentats de 25 minuts amb solucié d’electroforesi en les
mateixes cubetes en que s’ha incubat els portaobjectes amb la solucié de lisi. De nou, per al comet
assay alcali s’utilitza una solucié d’electroforesi alcalina (NaOH 0.03M, EDTA 2mM, pH ajustat a
12.45) préviament refredat a 4°C, mentre que per al neutre es fa servir solucié d'electroforesi neutra
(Tris 90mM, acid boric 90mM, EDTA 2mM, pH ajustat a 8.5) que es manté a temperatura ambient. A
continuacio, es diposita els portaobjectes horitzontalment en una cubeta d’electroforesi préviament
equilibrada amb la cara on hi ha I’agarosa cap amunt, s’omple la cubeta d’electroforesi amb el tampo
d’electroforesi corresponent fins que els portaobjectes queden coberts per uns 1-2mm de tampo i es
corre I’electroforesi. Les mostres analitzades en condicions alcalines es corren fixades a 15mA durant
25 minuts, mentre que les analitzades en condicions neutres es corren fixades a SmA durant 25
minuts.

Després de 1’electroforesi, es decanta I’excés de tampo d’clectroforesi dels portaobjectes i es
submergeixen en aigua en la mateixa cubeta utilitzada per a la lisi i els rentats. Immediatament, es
decanta 1’aigua i se n’afegeix de nova i es deixa durant 20 minuts. Passat aquest temps, es treuen de
I’aigua i es decanta 1’excés d’aigua dels portaobjectes. Llavors, s’afegeixen 300 uL de Hoescht 10

pg/mL en PBS1X sobre la capa d’agarosa i s’incuba durant 20 minuts. Passat aquest temps s’elimina
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I’excés de Hoescht i es submergeixen els portaobjectes horitzontalment en 300 mL de PBS1X durant
5 minuts dues vegades. Alternativament també es poden fer els rentats amb aigua per eliminar soroll
de fons, pero aix0 també fa disminuir lleugerament el senyal. Finalment, es posa un cobreobjectes i
s’analitza la mostra al microscopi de fluorescéncia.

En aplicar aquesta técnica, la preséncia de dany al DNA es tradueix en la formacié d’una cua
que emana del nucli cel-lular en direccié al pol positiu que conté el DNA trencat donant lloc a una
estructura similar a un cometa, d’aqui el seu nom (Fig. 35). Existeixen diversos parametres associats a
aquesta técnica que permeten quantificar el dany al DNA. Entre ells, pero, el més ampliament utilitzat
és el tail moment que no és res més que el producte del percentatge de DNA a la cua i la longitud de la
cua. En aquest treball, I’analisi dels resultats del comet assay sempre s’ha dut a terme tenint en compte
aquest parametre que ha estat calculat utilitzant el software CASP, dissenyat especificament per a

I’analisi d’experiments de comet assay [144].

C.2.3.14. Assaig d’intercanvis entre cromatides germanes (SCE)

L’assaig d’intercanvis entre cromatides germanes permet visualitzar al microscopi els
intercanvis entre cromatides germanes sense necessitat de fluorescéncia [145]. Es basa en la naturalesa
semiconservativa de la replicacio del DNA i la diferent tincié de giemsa que presenten cadascuna de
les cromatides germanes en funcié de la quantitat de BrdU (5-bromo-2’desoxiuridina) que han
incorporat. Després de dos cicles de replicacid, una cromatide germana cont¢ BrdU en ambdues
cadenes de la doble hélix i presenta baixa tincié de giemsa, mentre que 1’altra només conté¢ BrdU en
una de les dues cadenes de la doble hélix i presenta una tincié de giemsa més intensa (Fig. 36).

Per a la realitzaci6 dels experiments descrits en aquesta tesi doctoral, la técnica va ser
adaptada préviament a cel-lules SL2.

En primer lloc, les cél-lules s’incuben amb BrdU 20 pg/mL (Sigma) durant 48 hores, el
temps necessari per a que es completin dos cicles de replicaciéo del DNA, en una estufa a 25°C i a la
foscor per minimitzar la fotolisi del BrdU. Al cap dels dos dies, primer de tot, s’afegeix colcemida
(Roche) al medi de cultiu de manera que quedi a 0.5ug/mL i s’incuba les cél-lules durant 5-6 hores per
a maximitzar el nombre de mitosis obtingudes al final del procés. Passat aquest temps, les c¢l-lules es
recullen, i es barreja 300 puL de cultiu cel-lular amb 1 mL de solucié hipotonica (glicerol 50mM, KCl
5mM, NaCl 10mM, CaCl, 0.8mM, sacarosa 10mM) llencant les c¢l-lules gota a gota a la solucid
hipotonica en agitacié lleugera amb el vortex. S’incuben en la solucié hipotonica durant 5 minuts a
temperatura ambient. A continuacio, s’afegeix 3 o 4 gotes de metanol:acétic 3:1 també gota a gota
amb agitacio lleugera del vortex i es centrifuga les cél-lules durant 5 minuts a 500g a 4°C. El pellet es
ressuspén amb 1 mL de metanol:acétic 3:1, de nou, tirant la solucié fixadora gota a gota amb agitacid
lleugera del vortex. Una vegada més, es centrifuga les cél-lules durant 5 minuts a 500g a 4°C, el pellet
es ressuspen amb 1 mL de metanol:acétic 3:1 i s’incuba durant 30 minuts a temperatura ambient.
Després d’aixo, es centrifuga una ultima vegada les c¢l-lules durant 5 minuts a 500g a 4°C i es retira la

major part del sobrenedant deixant un petit volum d’uns 200-300 pL de solucié fixadora dins el tub
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amb el pellet de cel-lules. Les cél-lules es ressuspenen llavors donant cops amb el dit en aquest volum
restant de solucio fixadora. Ha de quedar una solucid lleugerament térbola. Si queda massa densa, es
pot diluir més afegint la soluci6 fixadora necessaria. A continuacid, es xucla la soluci6 amb les
cél-lules amb una pipeta Pasteur i es deixen caure entre 2 i 3 gotes des d’una algada d’un pam
aproximadament damunt portaobjectes inclinats uns 45°. Uns 200 pL de solucié donen
aproximadament per 4 o 5 portaobjectes. Finalment, es deixa assecar les preparacions tota la nit a

temperatura ambient i a la foscor.

substitucio tractament microscopia
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Figura 36. Analisi d’intercanvis entre cromatides germanes. Es mostra una representacié del

tractament a que es sotmet les cél-lules per a obtenir la tincio diferencial de les cromatides amb Giemsa.

El dia segiient s’incuba les preparacions amb Hoescht (Sigma) 0.5 ug/ml en aigua mil-1liQ en
Coplin Jars durant 15 minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, es renten amb aigua i es
deixen assecar. A continuacid, es submergeixen els portaobjectes en tampd de Sorensen (Na,HPO,
0.133 M, KH,PO, 0.133 M, pH 7) i s’incuben sota una font de llum ultraviolada, a una distancia d’uns
10cm de la font de llum, durant 1 hora. En aquest treball, es va utilitzar un aparell Stratalinker® UV
Crosslinker com a font de llum ultraviolada. Després d’aquest tractament, els portaobjectes es
submergeixen verticalment en una Coplin Jar amb medi SSC 2X (NaCl 0.3M, citrat sodic 0.03M)
durant 2 hores a 62,5°C en una estufa. Passades les dues hores, es treuen del medi SSC 2X i es
tenyeixen submergint-los horitzontalment en Giemsa 20% en tamp6 de Sorensen durant 25 minuts
amb agitaci6. Finalment, els portaobjectes es retiren de la solucié de Giemsa, es renten sucant-los en
aigua un parell de vegades i es munten les preparacions amb medi de muntatge Permount™ (Fisher
Scientific).

Per acabar, les preparacions s’observen al microscopi de camp clar a 63X o 100X i s’analitza
el percentatge de cromosomes en qué s’observen intercanvis entre les cromatides germanes. En aquest

treball, les imatges han estat obtingudes mitjangant un microscopi Nikon E1000.
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C.2.3.15. Irradiacié amb rajos X

La irradiacio de les cel-lules amb rajos X es va dur a terme sotmetent-les a una dosi de 10Gy
en un aparell Xylon SMART200 a temperatura ambient. Un cop irradiades, es van anar traient mostres

a diferents temps especifics.

C.2.3.16 Experiments d’inhibici6 de la transcripcié

Per a la inhibici6 de la transcripcio, les cel-lules SL2 van ser incubades amb cordicepina
200uM (Sigma-Aldrich) durant 0, 2 i 4 hores. Després de la incubacio, es van dur a terme

immunotincions amb aquestes cel-lules.

C.2.3.17. Tractament amb 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU

Per als experiments d’incorporacié d’EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina), les cel-lules SL2 es
van incubar amb EdU 10uM (ThermoFisher) durant 10 minuts a 25°C. A continuacio, es va dur a
terme la deteccio de I’EdU d’acord a les indicacions del fabricant. A diferéncia de la BrdU (5-bromo-
2’-desoxiuridina), on la deteccié de ’analeg de timina es basa en I’afinitat d’un anticos i cal
desnaturalitzar el DNA per a permetre la immunodeteccio, I’EAU presenta el gran avantatge que no
requereix la desnaturalitzacio del DNA i, a més a més, la seva detecci6 es basa en una reacciod
covalent la qual cosa déna moltissima especificitat al senyal de deteccid evitant problemes de soroll
de fons. Breument, la deteccid es basa en una reaccid covalent catalitzada per coure entre una azida

present a ’EdAU i un alqui present al fluorocrom Alexa Fluor.

C.2.3.18. Purificacié de DNA genomic

Per a purificar el DNA genomic de les cel-lules SL2, en primer lloc, es recullen les cel-lules
d’un flasco de cultiu Corning® de 25 cm® confluent i es centrifuguen 10 minuts a 500g a 4°C. Tot
seguit, es ressuspen el pellet de cél-lules en 5 mL de PBS1X i es centrifuga de nou a 500g durant 10
minuts a 4°C. Es repeteix el rentat un cop més. A continuacio, el pellet es ressuspén en tamp6 de lisi
(Tris-HC1 10mM pH7.4, EDTA 10mM, NaCl 10mM, SDS 0.5%, proteinasa K 0.5ug/ul) i s’incuba
durant 1 hora a 50°C. Passat aquest temps, s’afegeix RNasaA de manera que quedi a Img/mL i
s’incuba durant 2 hores més a 50°C. Després d’aixo, s’inicia I’extraccio fenolica del DNA. S’afegeix
el mateix volum de fenol:cloroform que el volum de la mostra, es vortexa vigorosament entre 30
segons i | minut i es centrifuga a velocitat maxima durant 5 minuts a temperatura ambient. Es descarta
la fase fendlica i es repeteix el procés d’extraccié amb la fase aquosa fins a dues vegades. Finalment,

es precipita el DNA afegint 0.3 volums d’acetat sodic 3M i 2 volums d’etanol absolut fred. Es
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ressuspen donant copets amb els dits i s’incuba durant 30 minuts a -20°C. Passat aquest temps, es treu
la mostra del congelador i es centrifuga a maxima poténcia durant 15 minuts a 4°C. Tot seguit, es
descarta el sobrenedant i es ressuspen el pellet en el mateix volum inicial de la mostra abans de
fenolitzar amb etanol 70% fred. Es deixa la mostra a -20°C durant 20 minuts i es centrifuga a maxima
poténcia a 4 °C durant 15 minuts. Per acabar, es retira I’etanol 70% i es deixa el pellet a 37°C uns 5

minuts per a que s’evapori tot I’etanol restant. Finalment, es ressuspén el DNA amb aigua mil-1iQ.

C.2.3.19. Processament de les imatges amb el software FI]JI

Les imatges resultants dels experiments d’immunolocalitzacié han estat processades en tots

els casos mitjangant el software FIJI.

Imatges inicials

DAPI MERGE

DAPI MERGE

Figura 37. Processament de les immunodeteccions utilitzant I’anticos S9.6. Es mostra un breu exemple del
tractament a que han estat sotmeses les tincions amb 1’anticos S9.6. Donat que aquest anticos presenta una certa
afinitat per altres estructures de DNA [146] i que també existeixen hibrids ’RNA:DNA en altres compartiments
cel-lulars a part del nucli [108], les tincions amb aquest anticos presenten un elevat nivell de senyal fora del nucli.
Per aquesta rad, les immunotincions amb aquest anticos han d’anar acompanyades sempre d’una condicio
transfectada amb RNasa H com a control en que el senyal disminueixi significativament. Donat que I’interés es
centra en els hibrids nuclears, per facilitar la visualitzacio dels resultats les imatges han estat processades de manera
que s’ha eliminat del canal en que hi ha la tincié d’aquest anticos aquell senyal que no colocalitza amb el DAPI i

que, per tant, no és nuclear.

Ha estat ampliament descrit que 1’anticos S9.6 contra els hibrids RNA:DNA pot recon¢ixer
altres estructures d’acids nucleics amb certa afinitat [146] i que també dona molt senyal citoplasmatica
degut al fet que també hi ha hibrids a altres compartiments cel-lulars a part del nucli [109, 147]. Per
aquesta rao0, les immunotincions contra els hibrids RNA:DNA han estat processades de manera que

només es mostra el senyal d’aquestes tincions que colocalitza amb el DAPI per facilitar la
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visualitzaci6 dels resultats donat que I’interés es centra en els R-loops de I’heterocromatina. El procés
utilitzat ha estat el segiient (Fig. 37). En primer lloc, s’obtenen talls de 0.5pm de gruix per cada nucli
mitjangant microscopia confocal des de la part inferior fins a la part superior del nucli. A continuacio,
els talls es processen filtrant les imatges de 8-bits de la tincié6 amb ’anticos S9.6 amb les imatges
corresponents de 8-bits de la tinci6 amb DAPI. D’aquesta manera, es descarta el senyal de 1’anticos
S9.6 que no colocalitza amb el DAPI i la imatge es converteix a RGB.

Les quantificacions del contingut nuclear d’R-loops han estat dutes a terme expressant 1’area
nuclear dels R-loops respecte ’area total del DAPI. Per a les quantificacions, s’obtenen les
projeccions maximes de la pila de talls en RGB i es determina 1’area total del senyal de 1’anticos S9.6,
préviament filtrada, i I’area total del senyal de DAPI. Finalment, el grau de colocalitzaci6 s’expressa
com la proporci6 de I’area del senyal de 1’anticos S9.6 respecte la del DAPI (S9.6/DAPI).

En el cas de les quantificacions del grau de colocalitzacid entre el senyal de I’anticos S9.6 i
HP1a es procedeix d’una manera similar. En primer lloc, s’obtenen les projeccions maximes de la pila
de talls en RGB i es determina I’area total del senyal de 1’anticos S9.6, préviament filtrada, i 1’area del
senyal de I’anticos S9.6 que colocalitza amb HP1a (S9.6+HP1a). Finalment, el grau de colocalitzacid
s’expressa com la proporcioé de I’area del senyal de I’anticos S9.6 que colocalitza amb HP1a respecte
I’area total del senyal de I’anticos S9.6 ((S9.6+HP1a)/S9.6). El mateix procediment es duu a terme
quan es quantifica el grau de colocalitzacio entre EAU i HPla. En aquest cas, pero, el grau de
colocalitzaci6 s’expressa com la proporcio de I’area d’HP1a que colocalitza amb EdU respecte I’area

total d’HP1a (HPla+EdU)/HP1a).

C.2.4. Tecniques utilitzades en mosques

C.2.4.1. Sistema d’expressio ectopica a Drosophila

Per expressar proteines i hairpins d’RNAi ectopicament a Drosophila s’utilitza el sistema de
d’expressido UAS-GAL4 [132] (Fig. 38). Aquest sistema consisteix en el creuament de dues mosques que
porten diferents construccions. La preséncia de les dues construccions a la descendéncia permet
I’expressio del gen d’interés. Una mosca parental conté el cDNA de GAL4 que codifica la proteina
activadora GAL4 de llevat, sota el control d’un driver o controlador. Els drivers o controladors
consisteixen en la regid promotora de gens amb patréd d’expressid conegut que permeten saber on
s’expressara GAL4 1 permetra I’expressio del transgeén. L’altra mosca parental porta una construccio amb
el gen d’interés que es vol expressar, sota el control d’una regié promotora per GAL4 amb seqiiéncies
UAS, que permeten la uni6 de GAL4 (Upstream Activation Sequence). En la F1, les mosques contenen
les dues construccions, I’activador GAL4, s’expressa en els teixits on el driver és actiu, s‘uneix a les

seqiiéncies UAS i permet I’expressio del gen d’interés (Fig. 38).
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Figura 38. Esquema del funcionament del sistema d’expressié UAS-GAL4. El creuament d’una mosca que

conté la seqiiéncia que codifica per la proteina GAL4 sota control d’un driver o controlador i d’una altra mosca
que conté el gen d’interés sota una regidé promotora que conté seqiiencies UAS a les que s’hi uneix GAL4 i
indueix I’expressio del gen que conté aquestes seqiiencies a la regié promotora, dona lloc a una F1 en que
ambdues construccions es troben en un mateix individu. En conseqiiéncia, GAL4 s’expressa als teixits en que
el driver ¢és actiu i s’uneix a les seqiiéncies UAS induint ’expressio del gen que conté aquestes seqiiéncies a la

regié promotora Ginicament en aquests teixits en que el driver és actiu.

C.2.4.2 Immunolocalitzacions en discos imaginals de larves

En primer lloc, es col-loquen les larves en PBS 1X fred i es parteixen per la meitat. La meitat
posterior es descarta i la meitat anterior es gira amb les pinces de disseccié deixant en contacte els organs
interns amb el medi. A continuacid, es posen un maxim de 12 larves partides i girades en un tub de 0,5 ml
i es fixen amb paraformaldehid 4% (diluit en PBS 1X) 15 min en agitaci6 en una roda a temperatura
ambient. Es fan 3 rentats rapids amb PBS 1X, 0,3 % Trité X-100, i després es deixen en PBS 1X, 0,3%
Trité X-100 durant 20 min en agitacié a la roda. Seguidament, es bloquegen els teixits durant 10 min amb
solucio de bloqueig (PBS 1X, 0,3% Trito X-100, 2% BSA), agitant-se a la roda, es treu la solucié de
bloqueig i es torna a posar solucié de bloqueig nova (es fan 3 bloquejos). Tot seguit, s’incuben els teixits
tota la nit a 4°C en agitacio a la roda, amb 600 pl d’anticos primari, diluit en solucié de bloqueig.

Al dia segiient, es renten rapidament 3 cops amb la solucié de bloqueig, i es fan 4 rentats de 10
min en agitacié a la roda, amb la mateixa soluci6. Tot seguit, s’incuben 2 hores a temperatura ambient
amb I’anticds o anticossos secundaris, diluits 1:600 en solucié de bloqueig, protegits de la llum. Acabada
la incubacid, es renten els teixits rapidament 3 cops amb PBS 1X, 0,3% Trité X-100. Seguidament, es fan
4 rentats de 10 min girant a la roda amb la soluci6 de bloqueig. Es fa un rentat de 10 min amb PBS 1X.
Per fer la tincio amb DAPI, s’ incuben els teixits en 500 pl de PBS 1X + 5 ul de DAPI (2 ng/ul) durant 15
min a temperatura ambient, agitant-se a la roda.

Finalment, es fan 3 rentats de 5 min amb PBS 1X; 0,3% Trit6-X100, es disseccionen els teixits
recollint els discos imaginals d’ala, halteri i potes, i es munten en Mowiol (Calbiochem-Novabiochem).

En aquest treball, les mostres han estat analitzades utilitzant els microscopis confocals Leica

TCS SPE i Leica TCS SP2.

C.2.4.3. Immunolocalitzacions a cromosomes politénics

Per a realitzar immunolocalitzacions en cromosomes politénics cal disseccionar glandules

salivals de larva en el tercer estadi, crescudes amb llevat en pols dins els tubs perqué siguin larves grans
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amb glandules salivals grosses, i preparar cromosomes politénics.  S’agafen larves en tercer estadi,
s’extreuen les glandules salivals en medi Cohen - Gotchell (Na-glicerol-3-fosfat 25 mM, KH,PO4 10 mM,
KCI 30 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 3 mM, Sacarosa 160 mM, Nonidet P-40 o IGEPAL 0,5 %) i s’hi
incuben durant 8-10 min (mai més de 10 min). Es deixen les glandules el més netes possibles, intentant
eliminar al maxim el teixit adipds que les envolta. Seguidament les glandules es fixen 2 min amb solucid
fixadora 1 (PBS 1X, formaldehid 2 %) i seguidament amb solucié fixadora 2 (acid acetic 45 %,
formaldehid 2 %) durant 3 min. Sobre un cobreobjectes siliconitzat net es posen 20 pl de solucié fixadora
2 i a sobre es col-loquen les glandules salivals. Es neteja un portaobjectes amb etanol i es posa el
portaobjectes sobre el cobreobjectes fins que queda en contacte amb la gota que conté les glandules. Es
gira el portaobjectes unit al cobreobjectes deixant a la part superior el cobreobjectes. A continuacio, amb
una agulla emmanegada es fan copets secs damunt el cobreobjectes per tal de trencar els nuclis de les
glandules i aixi deixar lliures els cromosomes politénics. Seguidament es pressiona el cobreobjectes amb
forca utilitzant el dit polze i intentant que el cobreobjectes no es mogui. Aquest pas s’anomena squash i
pretén estendre al maxim els cromosomes politenics. Finalment, es submergeix la preparacié en nitrogen
liquid i quan esta congelada, es treu el cobreobjectes i es submergeix la preparacié dins una cubeta de
portaobjectes amb PBS 1X.

Per la immunolocalitzacid, es fan 3 rentats de 5 min amb Tween 20 0.05% en PBS 1X en
agitaci6 dins una cubeta de portaobjectes. Seguidament es bloquegen les preparacions 2 cops durant 20
min en la cubeta de portaobjectes amb solucié de bloqueig (PBS1X, Tween 20 0.05 %, BSA 1 %). Quan
s’analitza la preséncia d’hibrids RNA:DNA amb [’anticds S9.6, préviament a aquest darrer pas, s’incuben
amb SDS 0.5% en PBS1X durant 5 min amb agitacié en la cubeta de portaobjectes. Després es dilueix
I’anticos primari a la concentracié adient amb solucié de bloqueig i s’afegeix 30 pl de la dilucié d’anticos
sobre els cromosomes. A continuacio, es tapa amb un cobreobjectes, es posen les preparacions dins una
cambra humida per tal que les preparacions no s’assequin i es deixa tota la nit a 4°C sense agitacio. El dia
segiient es fan tres rentats de 5 min en agitacio a la cubeta portaobjectes amb Tween 20 0.05% en PBS
1X. Després de I'ultim rentat s’incuben les preparacions dins la cambra humida amb 30 ul d’anticos
secundari diluit 1:400 en solucié de bloqueig. Seguidament, es fan 3 rentats de 5 min en agitacié a la
cubeta de portaobjectes amb Tween 20 0.05% en PBS 1X i un rentat final de 5 min amb PBS 1X. Per
acabar, es munten les preparacions amb una barreja de DAPI-Mowiol (DAPI 0.2 ng/pL en Mowiol
(Calbiochem-Novabiochem)) i s’analitzen per microscopia confocal.

En aquest treball, les mostres han estat analitzades utilitzant els microscopis confocals Leica

TCS SPE i Leica TCS SP2.

C.2.4.4. Muntatge d’ales de Drosophila

Per al muntatge de les ales, en primer lloc, les mosques s’han de tenir almenys una nit en medi
SH (etanol 75%,glicerol 25%). A continuacio, es passen a PBS1X en un vidre de rellotger i es
diseccionen les ales. Finalment, les ales es munten en medi de Faure [148] sobre un porta (uns 15 mL o

20 mL per a cubre petit o gran, respectivament), es posa un cubre i uns 250 g de pes i es desen assecant
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tota la nit. A partir d’aqui, s’analitzen al microscopi optic. En aquest treball, les imatges de les ales han
estat obtingudes en un microscopi Nikon E600.
L’analisi de les imatges de les ales s’ha dut a terme amb el software FIJI. Mitjancant aquest

programa, s’ha quantificat I’area de 1’ala a partir de les imatges obtingudes.
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Resultats

D.1. Conseqiiencies de la deplecio de la histona dH1 a céel-lules SL2

sobre I'acumulaci6 de dany al DNA i I'estabilitat genomica

La histona H1 de D. melanogaster (dH1) és essencial per al desenvolupament. En interferir la
seva expressio, els individus moren a la fase de pupa [70, 71]. En la mateixa linia, la depleci6 de la
histona dH1 a la regid del pouch dels discos imaginals d’ala utilitzant el sistema UAS-GAL4 afecta
severament el desenvolupament de 1’ala [71]. En reduir el contingut d’histona dH1, s’indueix 1’apoptosi i
les ales presenten una mida extremadament petita. Conjuntament amb aixo, en deplecionar la histona dH1
en aquesta regio del disc d’ala, també es pot apreciar un increment de la fosforilacié de la serina 137 de la
variant H2Av, generalment referida com yH2Av, suggerint acumulacié de dany al DNA en forma de
trencaments de doble cadena [71]. En aquest sentit, un dels primers interessos per la nostra part ha estat
establir un sistema eficient de deplecio de la histona dH1 a cél-lules SL2 que ens permetés dur a terme
facilment estudis mecanistics per analitzar les conseqiiéncies de la seva deplecio sobre la generacio de

dany al DNA i I’estabilitat del genoma.

D.1.1 La deplecio de la histona dH1 a cél-lules SL2 provoca un increment del
senval de yH2Av

En primer lloc, es va posar apunt una metodologia practica i reproduible que permetés
deplecionar eficientment la histona dH1 en cél-lules SL2.

Per aconseguir una depleci6 eficient es va utilitzar un RNA de doble cadena contra el gen sencer
de la histona dH1, tal i com havia estat descrit préviament per interferir 1’expressi6 de la proteina en una
altra linia cel-lular de D. melanogaster [141]. Després de diverses proves, es va determinar les condicions
idonies per aconseguir una deplecid significativa amb aquest dsSRNA en c¢l-lules SL2 (descrites a C.
Materials i Métodes, C.2.2.6.).

El tractament de les c¢l-lules amb aquest dsSRNA contra la histona dH1 provoca una disminucio
molt important del contingut d’histona dH1, com es pot visualitzar per immunotincié (Fig. 39A). Aquesta
deplecid és especifica ja que no s’observa en cél-lules no tractades ni en deplecions control emprant un
dsRNA contra el gen de la B-galactosidasa bacteriana (LacZ) i, per tant, sense efecte a Drosophila. A més
a més, mitjancant assajos de western blot es va determinar que 1’expressié de la proteina disminuia un
~75% en tractar les c¢l-lules amb I’RNA de doble cadena en les condicions establertes (Fig. 39 C i D).

En segon lloc, es va analitzar el contingut en YH2Av d’aquestes cél-lules en que s’havia interferit
I’expressio de la histona dH1. Com es pot observar a la figura 39A, la deplecio de la proteina provoca un
increment important del senyal de I’anticos contra aquesta modificacio de la variant H2Av associada a
dany al DNA en forma de trencaments de doble cadena [102]. La quantificacio dels resultats obtinguts
mitjangant immunolocalitzacions va permetre determinar que les cél-lules deplecionades contenien al

voltant de ~3 foci de YH2Av per cel-lula, mentre que a les cel-lules no tractades o les cél-lules tractades
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amb un dsRNA inespecific presentaven valors notablement inferiors per sota de ~0.5 foci de YH2Av per

c¢l-lula de mitjana (Fig. 39B).
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Figura 39. La depleci6 de la histona dH1 provoca un increment de YH2Av. A) Es mostra immunotincions contra la histona dH1 i yH2Av. Es pot
observar clarament que hi ha un increment important del senyal de yYH2Av en cél-lules deplecionades d'histona dH1 (RNAi*"") respecte deplecions
control (RNAi*%) i cél-lules no tractades (NT). B) Quantificacié del nombre de foci de YH2Av per cél-lula en les tres condicions (n>100 per
condicio). C) Es mostra el grau de deplecio de la histona dH1 i I’increment de YH2Av observat per western blot en els tres casos. Es pot observar com
la banda de yH2Av és notablement més important en deplecionar la histona dH1 que en deplecions control (RNAi"*%) i cél-lules no tractades (NT). D)
i E) Quantificacié del nivell d’enriquiment respecte la condici6 no tractada (NT), normalitzada a valor 1, de les relacions dH1/dH4 (D) i yYH2Av/dH4
(E) (n>10 per cada condicid). F) Analisi per western blot del contingut en dH1, H2Av i dH4 en cél-lules no tractades (NT) i cél-lules deplecionades
d’histona dH1 (RNAi"™"). G) Quantificaci6 del nivell d’enriquiment respecte la condicié no tractada (NT), normalitzada a valor 1, de la relacio
H2Av/dH4 (n=9 per condicid). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades

amb dsRNA (RNAi““ | RNAi""") respecte la condici6 no tractada (NT) (*< 0.05, #*<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).
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Paral-lelament, també es van dur a terme assajos de western blot contra aquesta modificacié.
Coherentment, els resultats també van mostrar un increment molt important del contingut en YH2Av en
condicions d’interferéncia de la histona dH1 (Fig. 39C). En aquest cas, la quantificaci6 d’aquest
increment va permetre determinar que el contingut en YH2Av era aproximadament ~3 vegades superior
en cél-lules deplecionades d’histona dH1 respecte cél-lules no tractades i cél-lules tractades amb un
dsRNA inespecific, que presentaven uns valors similars (Fig. 39E). Per descartar que 1’increment en
YH2AvV fos el resultat indirecte d’un hipotétic augment del contingut d’H2Av en deplecionar la histona
dH1, també es va analitzar el contingut d’aquesta variant mitjangant western blot. Els resultats obtinguts
van demostrar que el contingut d’H2Av no augmentava significativament en interferir I’expressio de la
histona dH1 (Fig. 39F). En aquestes condicions, el contingut d’H2Av tnicament era ~1.25 vegades
superior a I’observat en c¢l-lules no tractades (Fig. 39G).

Per tant, igual com passa en deplecionar la proteina a discos imaginals d’ala [71], es va observar
que la deplecio de la histona dH1 a cel-lules SL2 també provoca un increment notable del contingut en
YH2Av, suggerint acumulacié de dany al DNA en deplecionar la proteina. En canvi, aixo no s’observa en
el control tractat amb un dsRNA contra LacZ que presenta uns nivells de YH2Av semblants als de les
cel-lules no tractades. Conjuntament, tot aixd permet afirmar que la deplecié6 de la histona dH1 en
cel-lules SL2 provoca un increment de YH2Av, una marca epigenética associada amb dany al DNA en

forma de trencaments de doble cadena [102], igual com s’observa en discos imaginals d’ala [71].

D.1.2 La deplecio6 de la histona dH1 a cel-lules SL2 provoca un increment de
trencaments de doble cadena del DNA

Malgrat I’increment en YH2Av representa una prova indirecta important d’acumulacio de
trencaments de doble cadena del DNA [102], no es disposava d’una prova directa de 1’existéncia
d’aquests. Per aquesta rad, es va dur a terme 1’assaig de Comet Assay o electroforesi de cel-lules
individuals.

En primer lloc, es va analitzar els resultats de la variant alcalina de la técnica. Aquesta permet la
deteccio dels trencaments tant de cadena senzilla (SSBs) com de doble cadena (DSBs). Com es pot
apreciar al panell superior de la figura 41A, la cua dels cometes generats amb cél-lules deplecionades
d’histona dH1 son notablement més llargues que les de les cel-lules intactes o deplecionades amb un
dsRNA contra LacZ. La quantificaci6é dels resultats d’aquesta técnica en forma de tail moment (veure
Materials i Métodes C.2.3.13. Comet Assay, per detalls) va indicar que les cél-lules deplecionades
d’histona dH1 presenten uns valors de tail moment al voltant de ~30 de mitjana. En canvi, aquest valor es
trobava al voltant de ~3-5 en c¢l-lules no tractades i cél-lules deplecionades amb un dsRNA contra LacZ,
respectivament (Fig 40B). Aixo suggereix que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 presenten un
contingut en trencaments del DNA aproximadament ~6 vegades superior a 1’observat en deplecions
control i cél-lules no tractades.

D’altra banda, es va analitzar els resultats del métode neutre de la técnica. A diferéncia de
I’anterior, aquest unicament permet la deteccio de DSBs. A la figura 40A, es pot apreciar com les cues

dels cometes son clarament més llargues en cél-lules en que s’ha reduit el contingut d’histona dH1 que en
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deplecions control amb un dsRNA contra LacZ i cel-lules intactes. La quantificacio dels resultats va
indicar que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 presenten uns valors de tail moment al voltant de
~45 de mitjana, mentre que aquest valor es trobava al voltant de ~10-13 en cél-lules no tractades i
cel-lules deplecionades amb un dsRNA contra LacZ, respectivament (Fig. 40C). En aquest cas, aixo
representa un increment al voltant de ~4.5 vegades pel que fa a trencaments de doble cadena del DNA

respecte cel-lules tractades amb un dsRNA contra LacZ i cél-lules no tractades.
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Figura 40. La interferéncia de ’expressio de la histona dH1 provoca la generacié de trencaments a la cadena de
DNA. Es mostra els resultats de ’assaig de Comet Assay emprat per detectar la preséncia de trencaments del DNA. A)
Exemples de nuclis en condicions alcalina i neutra per a les tres condicions estudiades. B) i C) Es mostra la quantificacio
dels resultats de la variant alcalina (B) i neutra (C) de la técnica en forma de tail moment (n>100 per cada condicié i variant
de la tecnica). Les barres d’error representen ’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les
condicions tractades amb dsRNA (RNAi™? i RNAi) respecte la condicié no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01,

**%<(),005; test t-Student de dues cues).
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En resum, aquests resultats posen de manifest que en condicions de deplecio de la histona dH1 hi
ha una quantitat important de trencaments de doble cadena del DNA, tal i com suggerien els assajos de

western blot i immuotinci6 realitzats amb anticossos contra YH2Av (descrits a D. Resultats, D.1.1.).

D.1.3. Les ceél-lules deplecionades d’histona dH1 presenten inestabilitat
genomica

Un cop determinat que en deplecionar la variant somatica d’histona dH1 hi havia un increment
de trencaments del DNA, el segiient pas era analitzar si existia inestabilitat genomica associada a aquest
increment del dany al DNA. La inestabilitat gendmica provoca reorganitzacions genomiques com a
conseqiiéncia dels intents de reparacioé dels trencaments del DNA per part de la cél-lula. Una d’aquestes
reordenacions son els intercanvis entre cromatides, que es poden donar quan la cél-lula intenta reparar
una regi6 de DNA danyada mitjangant recombinacidé homologa. Per estudiar si en condicions
d’interferéncia existia inestabilitat genomica associada, es va dur a terme assajos d’intercanvis entre

cromatides germanes.
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Figura 41. En deplecionar la histona dH1 existeix hiperr binacié genomica. Es mostra els resultats de ’analisi d’intercanvis entre

cromatides germanes. A) Es mostren alguns exemples dels resultats obtinguts per les tres condicions estudiades. A la part inferior de la condicio
interferida d’histona dH1 (RNAi*""), es mostren dos exemples a més augments en que es pot apreciar clarament I’intercanvi entre el color clar i
fosc que marquen cadascuna de les cromatides. Les fletxes vermelles mostren exemples de punts d’intercanvi entre les cromatides germanes. B)
Es mostra la quantificaci6 del percentatge de cromosomes que presenten com a minim un intercanvi entre cromatides germanes per cada condicid
(n>100 per cada condicio). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions

tractades amb dsRNA (RNAi"*“ i RNAi™M") respecte la condicio no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test F de Fisher de dues cues).

Com es pot apreciar a la figura 41A, les cél-lules deplecionades d’histona dHI presenten més
freqlientment intercanvis entre cromatides germanes, visualitzats per I’intercanvi de tincions fosca i clara,
que les cel-lules no tractades o tractades amb un dsRNA contra lacZ. En quantificar el nombre
d’intercanvis per cadascuna de les tres condicions, es va observar que les cél-lules deplecionades
d’histona dH1 presentaven entorn a un ~25% de cromosomes en que es podia detectar intercanvis entre
cromatides germanes. En canvi, només se’n detecten en un 10% dels cromosomes en deplecions control i

cél-lules no tractades (Fig. 41B). En altres paraules, aixd representa que les cel-lules deplecionades
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d’histona dH1 presenten aproximadament ~2.5 vegades més intercanvis entre cromatides germanes que
les cel-lules no tractades o incubades amb un dsRNA contra LacZ.

Pel que fa a la localitzaciéo genomica dels intercanvis, es va veure que els intercanvis tendien a
donar-se preferentment en regions proximes al centromer i als extrems dels cromosomes metafasics. El
nivell de resolucié d’aquesta técnica, pero, €s relativament baix i no permet anar més enlla i determinar
amb més exactitud la localitzacié genomica dels intercanvis.

Globalment, tot aixd suggeria que, associat a I’'increment de trencaments del DNA, les c¢l-lules
deplecionades de d’histona dH1 presenten hiperrecombinacié genomica, presumiblement derivada d’una

inestabilitat genomica.

D.1.4. L’absencia d’histona dH1 provoca una acumulacié de yH2Av en
seqiiencies repetitives

Amb l’objectiu de conéixer més bé la naturalesa d’aquest dany del DNA, es van dur a terme
immunoprecipitacions de cromatina amb un anticos contra YH2Av (Rockland). Per tal de determinar en

quines regions del genoma s’acumulava YH2Av en interferir I’expressio de la histona dH1.
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Figura 42. Localitzacié genomica de les regions enriquides en YH2Av. A) Es mostra la distribucié per cromosomes de les
regions del genoma en que es detecta un enriquiment de YH2Av en cel-lules no tractades (linies blaves) i c¢l-lules deplecionades
d’histona dH1 (linies vermelles). B) Es mostra un diagrama de Venn es que es pot apreciar el nombre de regions enriquides que

so6n comunes entre les dues condicions i les que son especifiques de cada condicio.

En primer lloc, es va comprovar que 1’anticos funcionava per immunoprecipitaciéo. Un cop
comprovat, es va dur a terme un ChIP-seq (immunoprecipitacio de la cromatina seguida de seqiienciacio)
contra YH2Av en cél-lules no tractades i en cel-lules interferides per la variant somatica d’histona dH1.
Aquest experiment va permetre mapar YH2Av al genoma de D. melanogaster en ambdues condicions.

La posterior analisi bioinformatica dels resultats d’aquest assaig va identificar 119 regions

enriquides significativament en YH2Av en la condicid control i 77 que ho estaven en la condicié
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interferida d’histona dH1 (Fig. 42A). De forma interessant, no totes les 77 regions identificades en les
cél-lules deplecionades formaven part dels 119 identificats en la condicié no tractada. Concretament,
nomeés 57 de les 77 regions identificades en les c¢l-lules mutants també eren significatives en la condicio
control (Fig. 42B).

Una analisi més profunda de les regions enriquides va permetre observar que tant aquelles
regions que es trobaven significativament enriquides només en la condici6é control com aquelles que es
trobaven enriquides significativament en ambdues condicions tendien a aparéixer en >80% a les regions
promotores de gens (Fig. 43A i B) que presenten una expressié per damunt de la mitjana d’expressio a
SL2 (Fig. 43C). A més a més, també existia una clara tendéncia a que aquestes regions enriquides es
localitzessin majoritariament en regions pericentromeriques dels cromosomes 2 i 3, i al cromosoma 4

(Fig. 42A).

6 kb
g | INPUT B C
=
5
g — ] 100 100
= | avH2Av
= 90 f— 0
. z s
INPUT Z 30 5 80
% = E
2 70 = 70
= = =
~ | ayH2Av z g
5 60 3 60
PP PO PV - r E 'g
RpLS v cGi7as0 g 50 g 50
£
6 kb g 40 g 40
P~ 0 2
3 INPUT 2 30 E 3
] @ 2
S =2 S
-l o S = 2 2 &0
= | evH2Av R® N
g
10 10 D
e~ .
INPUT o [ o
= & o Lo & &
g o L R Q&s:& Q&AQ $°A§ Q‘&:& éeg.? ee:‘é\
é ayH2Av A Al ¢ ¢
el . A . . il . e i . W .
L 4 4 4
L] . AJ Al
CG8931 CGo172 eIF5

Figura 43. Es detecta un enriquiment de YH2Av a les regions promotores de gens pericentromérics que s’expressen per sobre la mitjana
d’expressié a ceél-lules SL2. A) Es mostra exemples de gens que presenten un enriquiment de YH2Av a la seva regio promotora. A la imatge es pot
observar els resultats obtinguts per ChIP-seq contra YH2Av a la regié promotora dels gens RpL5 i CG17490 (imatge superior) i CG9172 i eIF5 (imatge
inferior). B) Es mostra la quantificacidé del percentatge de regions enriquides en YH2Av que apareixen en regions promotores. C) Es mostra el

percentatge de gens que presenten YH2Av a la seva regio promotora que s’expressen per sobre la mitjana d’expressio a SL2. Les quantificacions s’han

dH1

dut a terme per les regions enriquides en YH2Av unicament en una de les dues condicions (=62 (Només NT); n=20 (Només RNAi")) i per a les que

apareixen enriquides en totes dues (n=57 (NT+RNAi‘"")).

En canvi, les regions que apareixien enriquides significativament unicament quan es depleciona
dH1 (n=20) presentaven unes propietats totalment diferents. En primer lloc, no colocalitzaven en absolut
amb regions promotores de gens (<5%) (Fig. 43B). En segon lloc, eren molt més amples. Mentre que les
regions enriquides en YH2Av en ambdues condicions o només en c¢l-lules no tractades, tendien a ser
estretes (<1 kb), les especifiques de la condicid interferida d’histona dH1 tendien a ser molt amples (>1

kb) (Fig. 43A i 44). En tercer lloc, moltes d’elles apareixien al cromosoma Uextra, un cromosoma
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artificial generat amb seqiiéncies que per les seves caracteristiques repetitives no s’ha pogut determinar la

seva posici6 en el genoma (Fig. 42A).
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Figura 44. La deplecié d’histona dH1 provoca una acumulacié de YH2Av en seqiiéncies repetitives. Es mostren exemples d’elements
repetitius enriquits en YH2Av. A la imatge es pot veure els resultats obtinguts per ChIP-seq contra YH2Av en els retrotransposons BEL (3S18),

Het-A, gypsy i mdg3 per cadascuna de les dues condicions analitzades.

Donada la naturalesa repetitiva d’aquestes regions, es va analitzar la seqiiéncia de DNA de
cadascuna d’aquestes regions-amb el software RepeatMasker [149], un programa en linia que permet

identificar seqiiéncies repetitives.

Elements repetitius identificats pel software RepeatMasker a les seqiiéncies

enriquides en YH2Av tnicament en la condicié RNAi!

Element repetitiu Classe/familia de I’element repetitiu
BEL (3S18) Transposo/Retrotransposé tipus LTR
2ypsy Transposo/Retrotransposé tipus LTR
mdg3 Transposo/Retrotransposo tipus LTR
accord Transposo/Retrotransposo tipus LTR
HeT-A Transposo/Retrotransposé tipus LINE
Doc Transposo/Retrotransposé tipus LINE
TART Transposo/Retrotransposo tipus LINE
Crla Transposo/Retrotransposé tipus LINE
transib5 Transposo6/Transposé de DNA
piggyBac Transposo6/Transposé de DNA
(ATAGAATAAC)n Repeticié simple

(ATAGA)n Repeticié simple

(TTTA)n Repeticié simple

DMSAT6 Satel-lit

rDNA NTS DNA ribosomic/Espaiador no transcrit de I'tTDNA

Taula 6. Elements repetitius identificats enriquits en YH2Av especificament en

deplecionar la histona dH1.

D’aquesta manera, es va comprovar que les regions genomiques que apareixien enriquides en
vyH2Av unicament quan s’interferia I’expressio de la histona dH1 corresponien basicament a seqiiéncies
repetitives. Concretament, a transposons, repeticions simples, satél-lits i DNA ribosomic (Taula 6). Entre

els transposons identificats, hi havia retrotransposons de tipus LTR (BEL(3S18), gypsy, mdg3 i accord),
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retrotransposons de tipus LINE (Het-A, Doc, TART i Crla) i transposons de DNA (transib5 i piggyBac).
Els transposons van representar el grup més nombros de seqiiencies repetitives identificades, pero també
es van detectar especificament enriquides en YH2Av en deplecionar la histona dH1 repeticions simples
((ATAGAATAAC)n, (ATAGA)n i (TTTA)n), seqiiencies de DNA satel-lit (DMSAT6) i el DNA
ribosomic (espaiador no transcrit de I'tDNA) (Taula 6).

En base a aquests resultats, a continuacié es va comprovar mitjancant PCR quantitativa
I’enriquiment de YH2Av en transposons, repeticions simples, satél-lits i DNA ribosomic quan les c¢l-lules
estaven deplecionades de la histona dH1. En aquest cas, es va afegir a I’analisi també cel-lules tractades
amb dsRNA contra LacZ com a control de I’experiment. Pels que fa als transposons, es va analitzar
regions terminals (LTR, LINE o IR, segons el cas) i codificants (ORF) de cadascun d’ells. En general, les
cel-lules en que s’havia interferit I’expressio de la histona dH1 presentaven, per a les regions identificades
per ChIPseq, un enriquiment en YH2Av al voltant de ~2-3 vegades superior al contingut en yH2Av
d’aquestes mateixes seqiiéncies en cél-lules no tractades. En canvi, les cél-lules tractades en les mateixes
condicions perd amb un dsRNA contra LacZ, presentaven una valors entre ~1-1,5 vegades superior pel

que fa al contingut en YH2Av d’aquestes regions genomiques respecte les cel-lules no tractades (Fig. 45).
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Figura 45. L’analisi de la immunoprecipitacié de cromatina enriquida en YH2Av mitjancant PCR quantitativa confirma que la deplecié
d’histona dH1 provoca una acumulacié de YH2Av en seqiiéncies repetitives. Es mostra un grafic amb el grau d’enriquiment en yYH2Av respecte les
cél-lules no tractades que presenten les diferents seqiiéncies repetitives identificades mitjangant el ChIP-seq contra YH2Av en interferir la histona dH1
(n=4 per cada condicio6 i parella de primers). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les
condicions tractades amb dsRNA contra la histona dH1 respecte la condicié tractada amb un dsRNA inespecific contra LacZ (*< 0.05, **<0.01,

*#%<0.005; test t-Student de dues cues).

Mitjangant PCR quantitativa també es va analitzar les regions promotores d’alguns dels gens que
mostraven un enriquiment de YH2Av en aquestes regions tant en cél-lules no tractades com interferides
d’histona dH1. Concretament, es va estudiar les regions promotores dels gens CG12567, CG9662 i RpLS.
Aquesta analisi va permetre observar que, si bé existia un increment notable del contingut en YH2Av en
regions repetitives en interferir 1’expressié de la histona dH1, aquest no era el cas en les regions
promotores dels gens estudiats. En aquestes regions, tant les cél-lules tractades amb un dsRNA contra

LacZ com les cel-lules deplecionades presentaven uns valors d’enriquiment al voltant de ~1 respecte les
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cel-lules no tractades, suggerint que no existia un increment notable en el contingut de yYH2Av en aquestes
regions quan es redueix el contingut d’histona dH1 (Fig 45, gens CG12567, CG9662, RpLS).

En resum, la deplecié de la histona dH1 resulta en un increment en el contingut de YH2Av en
seqiiéncies repetitives. Aquest increment especific de la deplecié de la histona dH1 suggereix que en

aquestes condicions s’acumulen trencaments de doble cadena en aquest tipus de seqiiéncies.

D.1.5. Els foci de YH2Av resultat de la deplecio d’histona dH1 tendeixen a
colocalitzar amb HP1a

Les seqiiencies repetitives identificades mitjangant els experiments d’immunoprecipitacio de la
cromatina es troben principalment a 1’heterocromatina [43, 45]. Per aquesta rad, a continuacié es van dur

a terme assajos d’immunolocalitzacié contra YH2Av i HP1a, una proteina marcadora d’heterocromatina
[150] (Fig. 46A).
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Figura 46. En condicions de deplecié d’histona dH1 s’observa colocalitzacié entre YH2Av i HP1a. A) Es mostren exemples dels resultats
obtinguts en dur a terme tincions contra YH2Av i HPla, per cadascuna de les condicions. B) Es mostra la quantificacio de la colocalitzacid entre
YH2Av i HPla expressada com a percentatge de foci de YH2Av que colocalitzen amb HP1a en funcié del nombre de foci que presenten les cél-lules
(n>50 per condici6 i nimero de foci). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions

tractades amb dsRNA (RNAi“* i RNAi®™") respecte la condicid no tractada (NT) (*< 0.05, #¥<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).
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Com es pot observar a la figura 46B, en cél-lules deplecionades d’histona dH1 amb pocs foci de
YH2Av (<3), existeix un alt percentatge de foci de YH2Av que colocalitzen amb HPla. En aquests casos,
vora el ~60% dels foci de YH2Av colocalitzen amb HP1a mentre que la colocalitzacio gira al voltant del
20% dels foci en cél-lules incubades amb dsRNA contra LacZ i cél-lules no tractades. Aixo representa
una colocalitzacié ~3 vegades superior en condicions de deplecié d’histona dH1 respecte cel-lules
intactes i cel-lules tractades amb dsRNA contra LacZ, i suggereix que la generacié del dany en reduir el
contingut d’histona dH1 té lloc preferentment a I’heterocomatina. Aquesta freqiiéncia de colocalitzacio,
perd, disminueix bastant quan la cél-lula presenta un nombre molt alt de foci de YH2Av (>3).

Conjuntament amb els resultats obtinguts mitjancant assajos d’immunoprecipitacié de la
cromatina, aquests resultats confirmen que la deplecié de la histona dH1 resulta en una acumulaci6 de

dany al DNA en regions positives per HP1a i, per tant, heterocromatiques.

D.1.6. El dany al DNA produit per la deplecié de la histona dH1 apareix
preferentment a fase S

Un cop determinada la generacié de dany al DNA com a conseqiiéncia de la deplecio de la

histona dH1, es va analitzar en quin moment al llarg del cicle cel-lular es generava aquest dany.
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Figura 47. El dany al DNA es produeix preferentment en la fase S del cicle cel-lular a cél-lules deplecionades de dH1. A) Western blot de
cél-lules préviament separades segons la fase del cicle cel-lular en que es troben contra YH2Av. B) Quantificacio de I’enriquiment de la relacid
YH2Av/dH4 respecte ce¢l-lules no tractades, normalitzades a valor 1, per cadascuna de les fases del cicle cel-lular (n>9 per cada fase i condicio). Les
barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de la condici6 tractada amb dsRNA contra la histona dH1

(RNAi™) respecte la condici6 no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01, **¥*¥<0.0035; test t-Student de dues cues).
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Mitjangant western blot es va veure que 1’increment més important de YH2Av en condicions de
deplecié d’histona dH1 respecte cél-lules no tractades es dona a fase S (Fig. 47A). Com es pot observar
en les quantificacions del western blot a la figura 48B, les cél-lules deplecionades d’histona dH1
presenten un enriquiment respecte la condici6 no tractada de la relacié YH2Av/dH4 que gira al voltant de
~1.5 a Gl, i entorn a ~2.5 a G2/M. En canvi, a fase S aquest valor s’enfila fins al voltant de ~4.

Les condicions control també presenten un cert enriquiment en el contingut de YH2Av a fase S
com es pot apreciar a la figura 47A, probablement com a resultat de petits problemes en la replicacio del
DNA. Fins i tot en condicions normals, la replicacio del DNA ha de superar nombrosos obstacles per
completar-se [77], per aixo no és d’estranyar que a les condicions control es detecti un minim enriquiment
en YH2Av a fase S. De fet, mentre el numero de foci de YH2Av per cel-lula en les condicions control es
troba al voltant de ~0.25 i ~1 a G1 i G2/M, respectivament, a fase S el contingut gira entorn a ~1-1.5 foci
de YH2Av per cél-lula, suggerint que I’increment del dany associat a la replicacié del DNA en aquestes
cel-lules és minim.

Aquests resultats mostren que I’increment més important en contingut de YH2Av en condicions
de deplecio d’histona dH1 es dona a fase S i suggereix, per tant, que aquest augment esta probablement

associat a problemes durant la replicaci6é del DNA.

D.1.7. La deplecid de 1a histona dH1 també provoca un increment del senval
de yYH2Av en cromosomes metafasics i problemes en la segregacié
cromosomica

Donada ’acumulacié del senyal de YH2Av en cel-lules deplecionades d’histona dH1 a fase S
pero també¢ lleugerament a G2/M, es va plantejar 1’analisi de cromosomes metafasics per tal d’esbrinar si
el dany que semblava originar-se associat a replicacid persistia a mitosi.

En primer lloc, es van realitzar coimmunotincions contra YH2Av i Cenp-C, una variant de la
histona dH3 especifica del centromer [135], en cel-lules tractades amb un medi hipotonic que permetia
una visualitzacio clara dels cromosomes mitotics (Fig. 48A). En analitzar les imatges resultat d’aquesta
tincio, es va observar que els cromosomes metafasics de les cél-lules deplecionades d’histona dH1 també
presentaven una acumulacié de YH2Av superior als cromosomes de les condicions control. Mentre que a
les condicions control, el percentatge de cromosomes que presenten més de 2 foci de YH2Av es troba al
voltant d’un ~15%, en interferir ’expressio de la proteina aquest percentatge es troba al voltant del ~50%
(Fig. 48B).

Pel que fa a la localitzacié genomica dels foci de YH2Av, es va observar que els foci de yH2Av
tendien a apareixer preferentment en regions proximes al centromer o als extrems dels cromosomes
metafasics (Fig. 48C). Tot i aixi, igual com passa amb 1’assaig d’intercanvi de cromatides, el poder de
resolucié d’aquesta técnica també és baix i no permet anar més enlla i determinar amb més exactitud la

localitzacié gendmica dels foci de YH2Av.
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Figura 48. L’increment de YH2Av en interferir I’expressié de la histona dH1 també es pot detectar en cromosomes metafasics i presenta un
patroé de localitzacio que esta d’acord amb els resultats obtinguts mitjancant ChIP-seq contra YH2Av. A) Es mostren exemples de cromosomes
metafasics de cadascuna de les condicions analitzades tenyits contra YH2Av i Cenp-C, com a marcador del centromer. B) Es mostra una quantificacio
del grau de dany que presenten els cromosomes mitotics per cada condicid. Per cada cas, es mostra el percentatge de cromosomes metafasics que
presenten 0, entre 1 i 2, 0 més de 2 foci de YH2Av (n>100 per cada condicid). Les barres d’error representen 1’error estandard de la mitjana (SEM).
S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi'*? i RNAi™") respecte la condicio no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01,
*#%<0.005; test t-Student de dues cues). C) Es mostren dos exemples de cromosomes metafasics en que es pot apreciar clarament ’enriquiment de
YH2Av a les regions heterocromatiques pericentromeériques, al voltant del senyal de la variant centromerica d’H3, CID (verd), i telomeériques, als
extrems dels cromosomes. Al costat de cada imatge, es mostra el perfil de cadascun dels canals del sistema RGB per la regio indicada en el cromosoma

metafasic mitjangant una linia groga.

La preséncia de YH2Av en cromosomes mitotics feia pensar que podrien existir també problemes
durant la segregacié cromosomica en condicions d’interferéncia de 1’expressié de la histona dH1. Per
determinar si aix0 era aixi, es va quantificar el nombre de segregacions cromosomiques en que es podien
apreciar problemes. En relacié amb aixd, es va observar que en deplecionar la histona dH1 existia un
increment significatiu del nombre de segregacions cromosomiques aberrants (Fig. 49A). Concretament,
en vora el 45% de les segregacions cromosomiques en condicions de deplecié d’histona dH1 es podia
observar algun problema de segregacido (Fig. 49B). Com es pot observar a la figura 49A, aquests
problemes es donen majoritariament en forma de ponts anafasics, tot i que puntualment també s’observen
algunes segregacions amb més de dos pols cap on migren els cromosomes. En canvi, en cél-lules no

tractades o tractades amb un dsRNA contra LacZ rarament s’observen aquests fenomens i els
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percentatges de segregacions amb problemes es troba al voltant d’un ~10-15% en aquests casos,

respectivament.
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Figura 49. Les cé¢l-lules deplecionades d’histona dH1 presenten problemes de segregaciéo cromosomica. A) Es mostren alguns
exemples de segregacions cromosomiques per cadascuna de les condicions visualitzades mitjangant la tincié del DNA amb DAPI. B)

Quantificaci6 del percentatge de mitosis que presenten algun tipus d’aberracié (n>40 per cada condicid). Les barres d’error

representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi-*% i

RNAi™) respecte la condici6 no tractada (NT) (*< 0.05, ¥*<0.01, ***<0.005; test F de Fisher de dues cues).

Tot aixd suggereix que el dany al DNA conseqiiéncia de la deplecid de la histona dH1 persisteix
fins a fase M i també s’observa en cromosomes metafasics, majoritariament al voltant del centromer i als
telomers. A més a més, conjuntament amb la preséncia de dany als cromosomes mitotics, també s’aprecia
un increment notable del nombre de problemes durant la segregacié cromosomica a anafase. Ambdues

observacions son caracteristiques de situacions d’estrés replicatiu [77].

D.2. Causes del dany al DNA generat en deplecionar la variant
somatica la histona dH1

La segona part del treball va consistir fonamentalment en intentar determinar les causes de la

generaci6 del dany al DNA observat en interferir I’expressié de la histona dH1.

D.2.1. L’eficiencia en la reparacio del DNA no esta afectada en deplecionar la
histona dH1

En primer lloc, es va estudiar la possibilitat que el dany generat fos conseqiiéncia de problemes

en la reparaci6 del DNA.
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Per aixo, es van irradiar cél-lules no tractades i cél-lules en que s’havia interferit ’expressio de la
histona dH1 amb una dosi de 10Gy de rajos X i es va analitzar la cinética de desaparicio del YH2Av induit

per irradiacié mitjangant western blot (Fig. 50A).
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Figura 50. La reparacié del DNA no esta afectada deplecionar la histona dH1. A) Analisi per western blot del
contingut en YH2Av i PBtubulina a diferents temps després d’irradiar les cél-lules amb 10Gy. B) Es mostra la

quantificaci6 de I’evolucio de la relacio yYH2Av/Btubulina al llarg del temps després d’irradiar (n=3 per cada condicio).

Per comengar, es va observar que la quantitat inicial de YH2Av era superior en el cas de les
cel-lules deplecionades de la histona dHI. Si bé les cel-lules no tractades presentaven una relacid
yYH2Av/Btubulina al voltant de ~0.8, les c¢l-lules interferides mostraven una relacié que girava entorn a
~1.6 (Fig. 50B). Ben bé, les cél-lules deplecionades presentaven el doble de contingut en YH2Av que les
no tractades. Aquests resultats, pero, estaven d’acord amb treballs previs en que havia estat descrit a
mamifers que la senyalitzacié del dany és més potent en cel-lules que presenten un 50% del contingut
normal d’histona HI [151].

En segon lloc es va comprovar que el YH2Av no desapareixia més lentament en deplecionar la
histona dH1. Com es pot observar a la figura 50B, el pendent de la corba de desaparicié de YH2Av en
interferir I’expressioé de la proteina no era inferior al pendent de la corba de la condicié control, suggerint
que la reparaciéo del DNA no era més lenta en aquestes condicions. De fet, el pendent fins i tot era més
gran en deplecionar la histona dH1, indicant que la reparacié del dany era inclus més eficient en reduir el
contingut d’histona dH1. En qualsevol cas, aquests resultats posaven de manifest que la reparacio del

dany al DNA no estava dificultada en interferir I’expressio de la histona dH1 i, per tant, I’acumulacié de
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YH2Av observada en les ce¢l-lules mutants no podia ser deguda a defectes en la reparacioé del DNA, sin6 a

que es genera més dany en aquestes condicions.

D.2.2. La deplecio de la histona dH1 genera R-loops a I’heterocromatina

Conjuntament amb el seu paper essencial per a l’establiment de I’heterocromatina a D.
melanogaster [70], també s’ha constatat que en condicions de deplecid d’histona dHI1 existeix un
increment en ’expressid de I’heterocromatina [71, 74]. En relaci6 amb aixo, ha estat ampliament
demostrat que la retencid anormal dels transcrits d’RNA a la cromatina indueix la formacié d’R-loops i
que aquestes estructures constitueixen una font freqiient d’inestabilitat genomica [108]. Donat que ja
havia estat descrit un increment en 1’expressi6 de seqiiéncies heterocromatiques en interferir 1’expressio
de la histona dH1, es va decidir estudiar si la inestabilitat genomica induida en deplecionar la histona dH1
estava associada a un increment en la formacié d’R-loops.

En primer lloc, es van realitzar immunotincions amb ’anticos S9.6, un anticds que reconeix els
hibrids RNA:DNA [137]. En aquestes immunolocalitzacions, es va observar que les c¢l-lules
deplecionades de la histona dH1 presentaven un increment del senyal de l’anticos, suggerint una
acumulacié d’hibrids RNA:DNA en aquestes condicions (Fig. 51A, files marcades —-RNH1). Mentre les
cel-lules no tractades i les incubades amb un dsRNA contra LacZ presentaven uns valors de la relacio
S9.6/DAPI entorn a un ~7.5%, les deplecionades d’histona dH1 mostraven uns valors d’aquest parametre
al voltant del ~20% (Fig. 51B, grafic superior).

Per comprovar que el senyal de D’anticos S9.6 correspon a R-loops, generalment es
sobreexpressa 1’enzim RNasa H1 (RNH1) i s’analitza si en aquestes condicions el senyal de I’anticos
disminueix [86, 121]. L’RNasa H1 és una ribonucleasa que degrada la cadena d’RNA dels hibrids
RNA:DNA associats a la transcripcio [86, 152, 153]. Per tant, si el senyal detectat per I’anticos correspon
a R-loops, aquest senyal hauria de desapareixer en sobreexpressar I’enzim.

Per aquesta rad, per comprovar que el senyal detectat per 1’anticos corresponia a R-loops, es van
transfectar cél-lules amb una construccié que permetia 1’expressioé de I’'RNasa H1 humana sota control del
promotor del citomegalovirus. En sobreexpressar aquest enzim es va observar que el senyal disminuia,
confirmant que en deplecionar la histona dH1 existia una acumulacié d’R-loops (Fig. 51A, files
marcades +RNH1). A la figura 51B (grafic superior), es pot observar clarament aquest fenomen. Mentre
la relacio S9.6/DAPI es troba entorn a un 20% en abséncia d’RNasa H1, en sobreexpressar I’enzim la
relacié disminueix notablement a valors al voltant d’un 10%.

En paral-lel amb aquesta disminucié del senyal de 1’anticos S9.6, també es pot observar una
disminuci6 del senyal de YH2Av en cél-lules que sobreexpressen RNasa H1, suggerint que 1’acumulacid
dels R-loops és causa de la generacié de dany al DNA (Fig. 51A). Si bé el valors de foci de yYH2Av per
cél-lula no varien practicament en transfectar cél-lules de les condicions control amb el plasmidi per
sobreexpressar I’RNasa H1 i es troben al voltant de ~0.5 foci de YH2Av per cél-lula, en transfectar les

cel-lules en que s’ha interferit I’expressié de la histona dH1 els valors de foci de YH2Av per cel-lula

104



disminueixen de forma important des de valors proxims a ~3 foci de YH2Av per cel-lula fins a valors

entorn a ~1.25 foci de yYH2Av (Fig.51B, grafic inferior).
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Figura 51. La causa del dany gnerat en deplecionar la histona dH1 es deguda a ’acumulacié d’R-loops. A) Immunotincions contra yH2Av i R-
loops (89.6) de cél-lules de cadascuna de les condicions transfectades amb un plasmid control (-RNH1) o un plasmid que conté el gen de ’'RNasa H1
humana (+RNHI1). B) Es mostra la quantificacio dels nivells d’R-loops (grafic superior) i YH2Av (grafic inferior) per cadascuna de les condicions en
cadascun dels tractaments (n>50, per condici6 i tractament). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-
valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi** i RNAi™") respecte la condici6 no tractada (NT) en abséncia d’RNasa H1 (*< 0.05, **<0.01,
#%%<().005; test t-Student de dues cues).

Globalment, aquests resultats posen de manifest que es genera una acumulacié important d’R-
loops en interferir I’expressido de la histona dH1 a cél-lules SL2. A més a més, aquests resultats també
mostren que els R-loops son responsables de la generacio de dany al DNA en aquestes condicions.

Donat que la interferéncia de la histona dH1 provoca una increment de YH2Av preferentment a
I’heterocromatina (Resultats D.1.5.), a continuacié es va analitzar si també existia una acumulacio
preferent dels R-loops a I’heterocromatina.

En primer lloc, es van dur a terme immunolocalitzacions simultanies amb [’anticos S9.6 i
emprant anti-HPla com a marcador d’heterocromatina, i es va mesurar la freqiiencia de colocalitzacio.
Efectivament, el senyal dels R-loops tendeix a colocalitzar més freqiientment amb HP1a en condicions de
deplecié d’histona dH1 (Fig.52A). Com es pot apreciar a la figura 52B, les quantificacions de la

colocalitzacid entre el senyal de ’anticos S9.6 i HP1a, expressada com el percentatge de 1’area del senyal
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nuclear de ’anticos S9.6 que colocalitza amb HP1a respecte I’area total del senyal nuclear de I’anticos
S9.6, posen de manifest aquest fenomen. Mentre que els valors de colocalitzacié es troben entorn a un
2.5-5% en les condicions control, aquest percentatge augmenta fins a valors proxims a un ~20% en les

cél-lules deplecionades de 1la histona dH1 (Fig. 52B).
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Figura 52. Els R-loops induits en deplecionar la histona dH1 colocalitzen amb HP1a. A) Immunotincions contra R-loops (S9.6) i HPla de
cel-lules de cadascuna de les condicions. B) Es mostra la quantificacié de la colocalitzacio entre els R-loops i HP1a (n>50, per condicid). Les barres
d’error representen I’error estindard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi“*? i RNAi‘")
respecte la condicié no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades

amb dsRNA respecte la condicid no tractada (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).

Paral-lelament, també es va dur a terme una immunoprecipitacié d’hibrids RNA:DNA 1 analisi
del DNA immunoprecipitat per PCR quantitativa (DRIP-qPCR). Utilitzant aquesta metodologia, també es
va observar una acumulacio d’aquestes estructures en les seqiiéncies repetitives heterocromatiques on
s’havia detectat un increment en YH2Av en cel-lules deplecionades d’histona dH1 (Resultats D.1.4.). En
el grafic presentat en la figura 54 es pot apreciar que mentre les cel-lules tractades amb un RNA
inespecific presenten uns valors d’enriquiment respecte la condicié no tractada al voltant de ~1 per la
majoria de casos, suggerint que practicament no hi ha diferéncies significatives entre aquesta condicio i
les cél-lules no tractades, les cél-lules deplecionades de la histona dH1 presenten uns valors
d’enriquiment respecte la condicié no tractada notablement superiors en molts casos. Per exemple, en la
parella d’oligonucleotids que permet amplificar una regié d’un dels ORF del retrotransposé diver2 es pot
apreciar un enriquiment altament significatiu que es troba proxim a ~3. De la mateixa manera, també es
poden apreciar enriquiments significatius respecte la condicidé no tractada en els retrotransposons 3518,
mdg3, gypsy, accord, GATE, invader4 i Het-A, el transpos6 de DNA pogo i la regio6 satel-lit corresponent
a repeticions (ATAGAATAAC), amb valors d’enriquiment en un rang entre ~1.5 i ~6.

A més a més, en aquest assaig també es pot observar que la immunoprecipitacié de material
enriquit en hibrids RNA:DNA és especifica ja que en tractar les mostres amb RNasa H préviament a la
immunoprecipitacio els valors d’enriquiment respecte les mateixes mostres no tractades amb RNasa H
disminueix drasticament. A mode d’exemple, a la figura 53 es pot apreciar amb la parella de primers que

permeten amplificar una regidé d’un dels ORF del retrotransposé diver2 que el valor d’enriquiment
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respecte la cel-lules no tractades amb cap dsRNA ni RNasa H disminueix considerablement des de valors
proxims a ~3 a valors entorn a ~0.5 en tractar les mostres de c¢l-Iules deplecionades d’histona dH1 amb
RNasa H abans de dur a terme la immunoprecipitacio. Resultats similars s’obtenen també amb la resta de
seqiiencies repetitives analitzades. Com a control negatiu, es pot observar que amb una parella
d’oligonucleotids que permet amplificar un tros de la regi6 promotora del gen mth/l/2, un gen que no
s’expressa a cél-lules SL2, no s’observen variacions de I’enriquiment de la condici6 interferida d’histona
dHI1 respecte la condicié no tractada, ni canvis en aquests valors en tractar les mostres amb RNasa H

abans d’immunoprecipitar, suggerint que no hi ha acumulaci6é d’R-loops en aquesta regié genomica.
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Figura 53. En deplecionar la histona dH1 hi ha una acumulacié d’hibrids RNA:DNA a les seqiiéncies repetitives. Es mostra els resultats de
I’analisi mitjangant PCR quantitativa de la immunoprecipitacio d’hibrids RNA:DNA per algunes de les seqiiéncies en que es genera dany quan falta
histona dH1. Com a control de confirmacio de I’especificitat de ’anticos pels hibrids RNA:DNA, les mostres van ser tractades amb RNasa H (+RNH)
préviament a la immunoprecipitacié per comprovar que es tracta d’hibrids RNA:DNA. Els resultats estan expressats respecte una zona de la regid
promotora del gen mth/12 (n>3, per cada condicid, tractament i regié analitzada), un gen que no s’expressa a cel-lules SL2. Les barres d’error
representen 1’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA contra la histona dH1 respecte la

condicio tractada amb un dsRNA inespecific contra LacZ (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).

Conjuntament, tot aixd suggereix que en reduir el contingut d’histona dH1 es doéna una
acumulacié d’R-loops en aquestes seqiiéncies repetitives propies de 1’heterocromatina.

La deplecio de la histona dH1 a la regio del pouch del disc imaginal d’ala de la mosca també
provoca un increment del senyal de YH2Av [71]. A més a més, també ha estat descrit que aquest dany al
DNA indueix 1’apoptosi i, en conseqiiéncia, dona lloc a una ala de mida molt reduida [71]. D’acord amb
aixo0, a continuacio, es va estudiar si, tal com s’havia observat en els experiments amb cél-lules SL2, els
R-loops també¢ estaven al darrera del dany al DNA generat en deplecionar la proteina a la mosca.

En primer lloc, es van dur a terme interferéncies de I’expressio de la histona dH1 i interferéncies
control contra el gen que codifica per GFP i, per tant, sense efecte a Drosophila, per analitzar si també es
podia detectar una acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina a la mosca en deplecionar la proteina.
Aquests experiments es van dur a terme mitjangant els sistema UAS-GAL4 utilitzant el driver nubGALA4,
UAS-Dic2. Aquesta linia permet ’expressio de gens sota control d’una seqiiencia UAS a la regi6

promotora a la regi6é del pouch del disc imaginal d’ala i a glandules salivals [154] i, a més a més,
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augmenta I’eficiencia de la depleciéo en combinar-la amb mosques que contenen un RNAI sota control
d’una seqiiencia UAS als teixits en que s’expressa el driver donat que conté el gen que codifica per Dicer

2, I’enzim que ajuda en el tall dels siRNAs.

'
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Figura 54. La interferéncia d’histona dH1 a glandules salivals provoca una acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina. Es mostren
immunotincions contra HPla i R-loops en cromosomes politénics de mosques control que expressen un RNAi contra GFP (nubGal4/UAS-
RNAi%"; UAS-Dic2, panell superior), mosques que presenten interferéncia d’histona dH1 a glandules salivals (UAS-RNAi*™"; nubGald/ UAS-
RNAi""; UAS-Dic2, panells intermitjos) i mosques que presenten sobreexpressio d’RNasa H1 humana alhora que estan deplecionades

d’histona dH1 a glandules salivals (UAS-RNAi™"; nubGald; UAS-Dic2/UAS-RNHI, panells inferiors).

Per comengar, es van creuar mosques femelles verges nubGAL4; UAS-Dic2 amb mascles UAS-
RNAidHl, o en el cas dels creuaments control amb UAS-RNAi°"". Després, entre la descendéncia es va
seleccionar les larves en tercer estadi femelles, donat que ’RNAi contra la histona dH1 es troba al
cromosoma X dels progenitors mascles i, per tant, inicament les femelles de la descendéncia presentaven
interferéncia de I’expressio de la proteina.

Un cop seleccionades les femelles de la descendéncia, es van realitzar preparacions de
cromosomes politénics. Als cromosomes politénics de les glandules salivals, 1’heterocromatina
centromérica es troba formant una estructura caracteristica anomenada cromocentre facilment

identificable [39]. Per aquesta rad, es va realitzar bona part de I’estudi a la mosca en aquest teixit.
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Resultats

A continuacio, es van dur a terme conjuntament immunotincions amb [’anticos S9.6 contra
hibrids RNA:DNA i contra HPla. En analitzar les preparacions mitjangant microscopia confocal es va
observar la deplecid de la histona dHI a les glandules salivals de la mosca també provocava un
increment significatiu del senyal de I’anticos S9.6 que colocalitzava ampliament amb el senyal d’HP1a,
concentrada fonamentalment en el cromocentre (Fig. 54, panell intermig). A més a més, tal i com havia
estat préviament descrit [70], en alguns casos, probablement els més extrems, la deplecié de la histona
dH1 portava a una disgregacié del senyal d’HPla que apareixia en diverses regions dels cromosomes
(Fig. 54, panell intermig), indicant una clara afectacié de I’heterocromatina i el cromocentre.

Aquests resultats suggerien que en deplecionar la proteina existia un increment d’hibrids
RNA:DNA a I’heterocromatina també a la mosca. Per determinar que el senyal de 1’anticos S9.6
corresponia efectivament a R-loops, es van dur a terme nous creuaments que permetessin la
sobreexpressio de I’'RNasa H1 humana alhora que la interferéncia de 1’expressio de la histona dH1. Per
fer-ho, es van creuar mosques femelles verges nubGAL4; UAS-Dic2 amb mascles UAS-RNAidHl;UAS-
RNHI1. Com abans, entre la descendéncia es va seleccionar unicament les larves en tercer estadi femelles,
i es van dur a terme preparacions de cromosomes politénics i immunotincions amb 1’anticds S9.6 i contra
HP1la. Com es pot observar a la figura 54 (panell inferior), la sobreexpressié simultania de I’RNasa H1
humana amb la interferéncia de la histona dH1 resulta en una disminucié molt important del senyal de
I’anticos S9.6, suggerint que es tracta d’R-loops.

Conjuntament, aquests resultats suggereixen que la deplecié de la histona dH1 a glandules

salivals a la mosca també provoca una acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina.
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Figura 55. La sobreexpressio de ’RNasa H1 humana en condicions d’interferéncia d’histona dH1 a disc
imaginal d’ala permet un rescat parcial de ’ala. A I’esquerra, es mostren exemples de ’ala de mosques
interferides d’histona dH1 (UAS-RNAi*™!; nubGal4/UAS-RNAi%"; UAS-Dic2) i mosques que alhora que estan
interferides d’histona dH1 sobreexpressen RNasa H1 humana (UAS-RNAi™!; nubGald; UAS-Dic2/UAS-RNHI).
A la dreta, quantificacio de ’area de les ales en mosques interferides d’histona dH1 que també sobreexpressen
RNasa H1 humana expressada de forma relativa respecte I’area en mosques en que simplement s’ha interferit
I’expressi6 de la histona dH1, normalitzada a valor 1 (n>15 per cada condicid). Les barres d’error representen
I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb RNAi contra la
histona dH1 que alhora sobreexpressa I’'RNasa H1 humana respecte la condicié tractada unicament amb un RNAi

contra la histona dH1 (*< 0.05, **#<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).
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En segon lloc, es va analitzar si la sobreexpressio de I’RNasa H1 humana alhora que s’interferia
I’expressio de la histona permetia rescatar la mida de 1’ala. Si tal i com havia estat observat anteriorment,
els R-loops també eren els inductors del dany a I’organisme en aquestes condicions, cabia esperar que la
sobreexpressio de I’'RNasa H1 alhora que s’interferia I’expressié de la histona dH1 permetés eliminar la
font de dany al DNA i, per tant, rescatar la mida de 1’ala. Per estudiar aquesta possibilitat, es van dur a

41 mascles

terme creuaments entre mosques femelles nubGAL4; UAS-Dic2 amb mascles UAS-RNAi
UAS-RNAidHl;UAS-RNHl 1 es va mesurar la mida de 1’ala. Com en els anteriors creuaments, només es
va tenir en compte les femelles de la descendéncia, donat que I’RNAI contra la histona dH1 es troba al
cromosoma X dels progenitors mascles.

Com es pot observar en els exemples presentats a la figura 55A, les ales de les mosques que
sobreexpressen 1’RNasa H1 humana alhora que expressen un RNAi contra la histona dH1 son
notablement més grans que les ales de les mosques en que simplement esta interferida I’expressio de la
variant. De fet, en quantificar la mida de 1’ala, s’observa que les ales son fins a 3 vegades més grans en
sobreexpressar I’RNasa H1 humana (Fig. 55B). En altres paraules, la sobreexpressio de I’RNasa permet
eliminar, fins a cert punt, la font del problema que acaba donant lloc a unes ales de mida reduida. Aquest
rescat parcial de la mida de ’ala suggereix que els R-loops també podrien estar darrera el dany al DNA
generat a la mosca en deplecionar la proteina que acaba donant lloc a una ala anormalment petita.

En general, la formacio dels R-loops a I’heterocromatina requereix transcripcié activa de les
seqiiencies heterocromatiques. Per confirmar que aixo era aixi, a continuacié es van dur a terme dos

experiments més en paral-lel.
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Figura 56. La deplecio d’histona dH1 comporta una sobreexpressié de les seqiiéncies repetitives. Es mostra I’expressio
relativa de les seqiiéncies repetitives respecte el gen de I’actina (n>3 per condicio i regi¢ analitzada). Les barres d’error representen
I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA contra la histona dH1

respecte la condici6 tractada amb un dsRNA inespecific contra LacZ (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).
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Resultats

En primer lloc, es va analitzar 1’expressio de les seqiiéncies repetitives enriquides en R-loops per
comprovar que en reduir el contingut d’histona dH1 estaven sobreexpressades. Efectivament, en interferir
aquesta histona en cél-lules SL2 s’obtenen uns valors d’increment de 1’expressio que es troben entre ~1.5
i ~2.5 per a la majoria de casos com es pot veure a la figura 56. Per exemple, en aquesta figura es pot
observar que I’expressio dels retrotransposons accord, Doc, GATE i Crla augmenta respecte la condicid
no tractada al voltant de ~2.5 vegades. De la mateixa manera, altres treballs també han posat de manifest

que la depleci6 de la histona dH1 provoca una sobreexpressio de les seqiiencies repetitives [71, 74].
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Figura 57. La transcripcié és necessaria per a la generacié del dany. A) Es mostra alguns exemples de la tincié contra R-loops i yH2Av en
cél-lules tractades amb cordicepina per cadascuna de les condicions a diferents punts temporals de tractament (t0’, t2h, t4h). B) Es mostra la
quantificacié de I’evolucio dels foci de YH2Av (grafic esquerra) i el contingut en R-loops (grafic dret) per cél-lula en inhibir la transcripcio6 en els punts
de temps analitzats (t0°, t2h, t4h) (n>50 per cada condicié i tractament). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM).
S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi* i RNAi™!) respecte la condici6 no tractada (NT) a tOh (*< 0.05, **<0.01,

#%%<().005; test t-Student de dues cues).

En segon lloc, es va realitzar un experiment d’inhibici6 de la transcripci6 utilitzant cordicepina,
un analeg d’adenosina que en incorporar-se a la molécula d’mRNA provoca la terminacié prematura de la

transcripcio [155], 1 es va analitzar els nivells d’R-loops i YH2Av en aquestes condicions (Fig. 57). En
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aquests experiments, es va observar que les cel-lules deplecionades d’histona dH1 presenten uns valors de
contingut d’R-loops 1 foci de YH2Av a temps 0 min molt superiors als que presenten les cel-lules no
tractades o incubades amb un dsRNA contra LacZ. Aquest enriquiment en el contingut d’R-loops i
YH2Av que presenten les cel-lules deplecionades de la histona dH1 a temps 0 min, pero, disminueix
significativament a mesura que les c¢l-lules son tractades amb cordicepina. Pel que fa a les condicions
control, en ambdues només es pot observar una certa disminucié molt lleugera d’ambdos parametres, com
és d’esperar donat que no presenten practicament acumulacié ni d’R-loops ni de YH2Av.

En resum, aquests experiments confirmen que els R-loops s’acumulen a 1’heterocromatina
provocant la generacié de dany al DNA en aquestes regions genomiques quan s’interfereix 1’expressio de
la histona dH1 i que aquesta acumulacié d’R-loops requereix transcripcié activa de les seqiiéncies

heterocromatiques sobre les que es generen aquestes estructures.

D.2.3. La deplecié d’HP1a no provoca una acumulaciéo d’'R-loops

La deplecio6 de la histona dH1 provoca una desorganitzacié de I’heterocromatina que pot arribar
a resultar, per exemple, en la pérdua de I’estructura del cromocentre dels cromosomes politénics [70, 74].
D’acord amb aquests resultats, existia la possibilitat que ’efecte observat fos un resultat indirecte
provocat per la desorganitzacié de I’heterocromatina en aquestes condicions, fet observat en cromosomes
politénics en els casos més extrems (Fig. 54). Per aquesta rad, es va analitzar si la deplecié d’HP1a, una
proteina estructural de I’heterocromatina [29, 156], provocava el mateix fenotip que la deplecid de la
histona dH1. En aquest sentit, utilitzant el sistema UAS-GAL4, es van dur a terme creuaments entre
mosques femelles verges nubGAL4; UAS-Dic2 amb mascles UAS-RNAiI™" i es va analitzar les
femelles de la descendéncia.

D’una banda, es van dur a terme preparacions de cromosomes politénics i es van realitzar

immunotincions contra HP1a, dH1 i amb 1’anticos S9.6.

RNAi(IHI

HP1la

RNAilll’lu

Figura 58. La deplecié6 d’HPla no provoca una acumulaci6 d’R-loops a cromosomes politénics. Es mostren alguns exemples de
cromosomes politénics tenyits contra HP1a, R-loops i dH1 en glandules salivals interferides d’histona dH1 (UAS-RNAi*™"'; nubGald; UAS-
Dic2, panells superiors) o contra HP1a (nubGal4/UAS-RNAi™'%; UAS-Dic2, panells inferiors).
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Resultats

Com es pot veure a la figura 58, comparat amb 1’efecte de la deplecié de la histona dH1, la
interferéncia de 1’expressi6 d’HP1a no resulta en una acumulaci6 tan gran del senyal de 1’anticos S9.6 al
cromocentre. Aix0 suggereix que, malgrat també afectar la formacid de I’heterocromatina, la deplecio
d’HP1la no té el mateix efecte que la histona dH1 sobre I’acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina. A
més a més, també es pot observar que el senyal de la histona dH1 no desapareix en deplecionar HP1a,
reforcant la idea que la preséncia de la histona és necessaria per evitar 1’acumulacié d’aquestes
estructures.

D’altra banda, també es van dur a terme immunotincions contra YH2Av a discos imaginals d’ala
de larves en tercer estadi de desenvolupament, i es va analitzar les mides de les ales en aquestes

condicions.
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Figura 59. La deplecié d’HP1a no provoca una acumulacié de YH2Av al disc imaginal d’ala i I’ala adulta només resulta lleugerament afectada.
A) Immunotincié contra YH2Av en discos imaginals de larves de tercer estadi interferides a la regio del pouch (destacada per cercles de linia
discontinua blanca) contra GFP (nubGal4/UAS-RNAI®"; UAS-Dic2, panell superior), histona dH1 (UAS-RNAi*"!; nubGald; UAS-Dic2, panell

5

intermig) o HP1a (nubGal4/UAS-RNAi""'?; UAS-Dic2, panell inferior). B) Es mostra la quantificacio de I’area de I’ala en interferir la histona dH1 o

GFP:

HP1a respecte la de mosques control que sobreexpressen un RNAi contra GFP (RNAi™"), normalitzada a valor 1 (n>15 per cada condicio). Les barres

d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb RNAIi contra contra la histona dH1

o HP1a respecte la condicié tractada amb un RNAi contra GFP (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).

En primer lloc, es va observar que la deplecio d’HP1a no provocava practicament acumulacié de
YH2Av a la regio6 del pouch del disc imaginal d’ala, suggerint que la interferéncia de 1’expressio d’aquesta
proteina no resultava en una acumulacié de dany al DNA. Com es pot veure a la figura 59A, mentre la
deplecid de la histona dH1 resulta en un augment important del senyal de YH2Av a la regi6 del pouch del
disc imaginal d’ala, la interferéncia d’HPla no provoca un augment important de la marca en aquesta

regio
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En segon lloc, en la mateixa direccid que els resultats obtinguts en les immunotincions contra
YH2Av en discos imaginals d’ala, es va veure que la deplecié d’HP1a no feia que les ales de 1’organisme
adult presentessin una mida extremadament reduida (Fig. 59A). A diferéncia del que s’observava en
deplecionar la histona dH1, en deplecionar la HP1a la mida de 1’ala només resulta lleugerament afectada.
Mentre a les mosques en que s’ha interferit I’expressio de la histona, les ales presenten una mida de 1’ala
al voltant d’un ~15% de la mida normal, quan s’elimina la proteina HP1la la mida augmenta fins a un

~75% (Fig. 59B).

D.2.4. Els R-loops generats en deplecionar la histona dH1 causen dany al DNA
durant la replicacié

Els R-loops representen un obstacle important per a la progressio de la forqueta de replicacio
[108]. Per determinar si I’acumulacido d’R-loops era la responsable de la generacido de dany a fase S
observada, es va separar les cél-lules en funcid de si es trobaven en fase G1, S 0 G2/M del cicle cel-lular i
es van dur a terme immunolocalitzacions amb 1’anticos S9.6 i contra YH2Av. De la mateixa manera que
en experiments anteriors, per estar segurs que el senyal nuclear de I’anticds S9.6 corresponia a R-loops en
cada fase del cicle cel-lular, en paral-lel es va dur a terme el mateix experiment amb c¢l-lules
transfectades amb un plasmidi per sobreexpressar I’RNasa H1 humana.

Com es pot observar a la figura 60, en deplecionar la histona dH1 inicament es pot observar un
increment significatiu del senyal de ’anticos S9.6 respecte les condicions control a fase G1. A fase S i
G2, en canvi, el senyal observat en interferir 1’expressio de la histona dH1 no varia gaire de 1’observat en
les condicions control. Sorprenentment, el senyal de I’anticds unicament sembla sensible a I’'RNasa H1
humana a fase G1. El fet que a fase S i G2/M el contingut en R-loops sigui similar en totes tres
condicions i que a més no disminueixi en sobreexpressar I’RNasa H1 humana fa pensar que probablement
I’anticos estigui reconeixent hibrids RNA:DNA que, per qualsevol rad, no poden ser degradats per
I’enzim RNasa H1 humana.

Pel que fa al contingut en YH2Av, s’observa un augment notable del nimero foci de yYH2Av per
cél-lula en deplecionar la histona dH1 respecte les condicions control en totes tres fases. D’acord amb els
resultats obtinguts anteriorment mitjangant western blot (Fig. 47), pero, I’enriquiment més important en
foci de YH2Av per cél-lula s’observa a fase S (Fig. 60). Malgrat només observar-se una disminucio del
senyal de I’anticos S9.6 a fase Gl en transfectar les cél-lules amb ’RNasa H1 humana, en el cas del
contingut en YH2 Av s’aprecia una disminucio significativa del dany a les tres fases, sobretot a fase S (Fig.
60).

En global, aquests resultats demostren que en deplecionar la histona dHI1 es genera dany
preferentment durant la fase S del cicle cel-lular i que aquest dany ¢és degut a I’acumulacié d’R-loops
donat que en sobreexpressar ’RNasa H1 humana i eliminar aquestes estructures el dany disminueix
notablement. Tanmateix, la preséncia dels R-loops a fase S no pot ser confirmada donat que en
sobreexpressar I’enzim el senyal de I’anticos S9.6 no disminueix. En aquest sentit, I’assaig només permet

confirmar I’existéncia d’una acumulacié d’R-loops a G1.
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exemples de la tincio contra R-loops i yYH2Av en cél-lules transfectades amb un plasmid control (- RNHI) o amb un plasmid que permet la
sobreexpressio de I’'RNasa H1 (+RNH1) préviament separades segons la fase del cicle cel-lular en que es troben. B) Es mostra la quantificacio dels
nivells d’R-loops (grafic esquerre) i de foci de YH2Av (grafic dret) al llarg del cicle cel-lular, en funcio de si les cél-lules han estat transfectades amb
un plasmid control (-RNH1) o un que permet sobreexpressar I’RNasa H1 (+RNH1) (n>50 per condicio, fase i tractament). Les barres d’error
representen ’error estindard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi“* i RNAi*"") respecte la

condici6 no tractada (NT) en absencia d’RNasa H1 (-RNH1) (*¥< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).

D.3. Alteracions del patré temporal de replicacié del DNA
causades per la depleci6 de la histona dH1

Les alteracions en la dinamica normal de replicacid del DNA generen estrés replicatiu que, en
ultima instancia, pot donar lloc a dany al DNA [77, 80, 95]. La deplecié de la histona dH1 provoca un

increment del dany al DNA associat a fase S, com es pot apreciar a 1’apartat D.2.4. dels Resultats. La fase
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S del cicle cel-lular es caracteritza per ser la fase del cicle en que té lloc la replicacido del DNA. Per
aquesta rad, la generaci6 de dany durant aquesta fase suggereix 1’existéncia de problemes durant la
replicacio del DNA.

En relacié amb aixo0, es va analitzar els efectes que podia tenir la deplecié de la histona dH1

sobre la dinamica de la replicacio del DNA.

D.3.1. El cicle cellular només esta lleugerament afectat en les cel-lules
deplecionades d’histona dH1

En primer lloc, es va analitzar si la interferéncia de 1’expressi6 de la histona dH1 provocava una
acumulacié de cel-lules a fase S com a conseqiiencia de problemes en la progressio de la replicacio del
DNA. Per adrecar aquesta qiiestio, es va estudiar el perfil del cicle cel-lular obtingut per citometria de

flux per cadascuna de les condicions.
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Figura 61. El perfil del cicle cel-lular mostra una petita acumulacio de cél-lules a
G1 en interferir ’expressié d’histona dH1. Es mostra els percentatges de cél-lules en
cadascuna de les fases del cicle cel-lular per cada condici6 (n=3 per cada condicio). Les
barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors
de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi““ i RNAi™") respecte la condicié no

tractada (NT) (¥< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test t-Student de dues cues).

En analitzar aquest perfil, es va observar que el cicle cel-lular només estava lleugerament afectat
en cél-lules deplecionades (Fig. 61). En aquestes condicions, es podia apreciar una petita pero
significativa acumulacio de cél-lules a G1. El percentatge de cél-lules que es trobaven en aquesta fase del
cicle cel-lular passava d’un ~37% de les condicions control a un ~40% en interferir I’expressio d’histona
dH1. A fase S, en canvi, s’observava una disminucié d’un 3-4%, passant d’un 35% de les condicions
control a un ~32%, una diferéncia de nou baixa pero estadisticament significativa. Finalment, a G2/M,

només hi havia un petit increment d’un 1% en la condici6 deplecionada, pero en aquest cas no arribava a
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ser significatiu. Val a dir, pero, que en cél-lules no tractades o incubades amb un dsRNA contra LacZ no
s’observen aquestes diferéncies.

En general, 1’analisi del contingut cel-lular en cada fase del cicle cel-lular suggereix una petita
acumulaci6 de cél-lules a G1 en deplecionar la histona dH1 associada a una disminuci6 del percentatge de

cel-lules a fase S en aquesta condicio.
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Figura 62. En deplecionar la histona dH1 es detecta un increment de cél-lules EdU positives. A) Deteccié de la incorporacié d’EdU i
immunolocalitzacié de YH2Av en cadascuna de les condicions. B) Es mostra la quantificacio del percentatge de cél-lules EAU positives per cada
condicié (n>50 per cada condicid). C) Es mostra la quantificacié del nimero de foci de YH2Av per cél-lula que es troben en regions positives per EQU
(EdU+) o negatives (EdU-) (n>50 per cada condicio). Les barres d’error representen 1’error estandard de la mitjana (SEM). S’indiquen els p-valors de
les condicions tractades amb dsRNA (RNAi"* i RNAi™") respecte la condici6 no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01, **#<0.005; test t-Student de dues

cues).
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Conjuntament amb aquestes analisis del cicle cel-lular mitjancant citometria de flux, també es
van dur a terme marcatges cel-lulars utilitzant 1’analeg de timina 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU). La
incorporacié d’aquest nucledtid modificat i la seva posterior deteccid mitjancant una reaccié quimica
dependent de coure permet visualitzar quines cél-lules estan duent a terme la replicacio del DNA. En
analitzar la quantitat de cel-lules en que detectavem incorporacié d’EdU després d’una incubacié de 10
minuts en medi de cultiu que contenia EAU 10uM, es va observar que hi havia un augment significatiu
del percentatge de cél-lules que eren positives per EdU en interferir I’expressio de la histona dH1 (Fig
62A). Com es pot observar a la figura 62B, mentre a les condicions control un ~30% de les cél-lules son
positives per EdU en la condicié deplecionada aquest valor s’enfilava fins a un ~60%. Aix0 suggeria un
increment del nombre de cél-lules duent a terme la replicacié del DNA en aquesta condicid. Tal i com
s’ha mostrat anteriorment, pero, el perfil del cicle cel-lular practicament no resultava alterat. Per aquesta
rad, es va analitzar el contingut de cel-lules EdU positives fora de fase S. Sorprenentment, es va observar
un increment important en el contingut de cél-lules positives per EQU a fase G1 en deplecionar la histona
dH1 (Fig. 62C).

A més a més, conjuntament amb la deteccio de I’EdU, també es van dur a terme immunotincions
contra YH2Av. En analitzar els resultats obtinguts, es va observar que el dany tendeix a colocalitzar amb
regions nuclears EdU positives, suggerint de nou que la generacié de dany esta associada a la replicacio
del DNA (Fig. 62A). Concretament, s’observa una mitjana al voltant de ~2-2.5 foci de yYH2Av que
colocalitzen amb EdU per cél-lula en deplecionar la histona dH1, mentre que en les condicions control
aquests valors es troben entorn a ~0.5 (Fig. 62D). Aixo representa un increment al voltant de ~4-5 en la
condicié deplecionada respecte les condicions control. En canvi, pel que fa al nombre de foci de YH2Av
que no colocalitzen amb EdU per cel-lula, els valors es troben entorn a ~0.5-1 en deplecionar la proteina,
mentre que en les condicions control estan entre ~0-0.5 (Fig. 62D). Per tant, I’increment relatiu de la
condici6 interferida d’histona dH1 respecte les condicions control pel que fa al numero de foci de YH2Av
que no colocalitzen amb EdU per cél-lula es troba al voltant de ~1. De nou, aquests resultats posen de
manifest que el principal increment de YH2Av que té lloc en eliminar la histona es dona associat a la

replicacié del DNA.

D.3.2. L’heterocromatina es replica anormalment d’hora a fase S en cél-lules
deplecionades d’histona dH1

A continuacio, donat que la generacio de dany es concentra a ’heterocromatina, es va estudiar si
el patré temporal de replicacié d’aquest tipus de cromatina es trobava alterat en deplecionar la histona
dHI.

L’heterocromatina és una regié gendmica que es caracteritza, entre altres, per replicar-se tard a
fase S [25]. Per determinar si existien problemes amb el patré temporal de replicacio de 1’heterocromatina
en la condici6 deplecionada d’histona dH1, es va dur a terme conjuntament la detecci6 d’EdU i
immunotincions contra HP1a en cél-lules que es trobaven a I’inici, al mig o al final de fase S.

En primer lloc, es van incubar les cel-lules de les condicions control i de la condici6 interferida

en medi de cultiu amb EdU 10uM durant 10 minuts i, a continuacid, es van separar les c¢l-lules en funcioé
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de si es trobaven al principi, a la meitat o al final de fase S per citometria de flux. Acte seguit es va dur a

terme conjuntament la immunolocalitzacio d’HP1a i la deteccio d’EdU (Fig. 63A).
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Figura 63. L’heterocromatina es replica anormalment d’hora a fase S en deplecionar la histona dH1. A) Es mostra alguns exemples de la tincio
d’EdU i HP1a en c¢l-lules seleccionades per citometria de flux en tres subfases de la fase S: primerenca, intermitja i final. B) Es mostra la quantificacio
de la colocalitzacio entre HPla i EdU (n>50 per cada subfase i condicio). Les barres d’error representen I’error estandard de la mitjana (SEM).
S’indiquen els p-valors de les condicions tractades amb dsRNA (RNAi'*Z i RNAi"™") respecte la condicio no tractada (NT) (*< 0.05, **<0.01,

*#%<0,005; test t-Student de dues cues).

A les condicions control, es va observar que la freqiiencia de colocalitzacido augmentava a
mesura que s’avanga a fase S, obtenint un valor maxim de colocalitzacié proxim al ~70% al final de fase
S, tal i com caldria esperar donat que 1’heterocromatina es caracteritza per replicar-se tard a fase S (Fig.
63B). En canvi, quan s’interferia I’expressié de la histona dH1 s’observava un gran increment de la
colocalitzacié d’EAU i HPla a principi de fase S. A diferéncia de les condicions control en que la
colocalitzaci6 es troba al voltant d’un ~15%, a les c¢l-lules en que s’havia interferit ’expressio de la
histona dH1 la colocalitzacié entre HP1a i EAU a principi de fase S girava al voltant d’un ~45% (Fig.
63B). A la subfase intermitja de fase S, en canvi, les cel-lules en que s’havia interferit 1’expressio de la
histona dH1 presentaven valors de colocalitzacié similars als observats en les condicions control. En
aquest cas, els valors es trobaven entorn a un 40% en totes tres condicions (Fig. 63B). Finalment, també
es va observar una certa disminucid de la colocalitzacié en les cél-lules deplecionades respecte les
condicions control a final de fase S. En el tram final de fase S, les cél-lules deplecionades d’ histona dH1
presentaven uns valors de colocalitzacié entorn al ~45%. En canvi, tant les c¢l-lules no tractades com les

cel-lules tractades amb un dsRNA contra LacZ mostraven valors proxims a un ~70% (Fig. 63B).
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En resum, aquests resultats posen de manifest que la deplecio de la histona dH1 provoca que les
regions d’heterocromatina, que en condicions normals haurien de presentar una certa tendéncia a replicar-

se tard a fase S, tendeixen a ser replicades anormalment d’hora.
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A diferencia de la majoria de metazous, D. melanogaster, només conté una Unica variant
somatica d’histona H1, dH1. Aquesta propietat fa que sigui un organisme idoni d’entre els eucariotes
superiors per a I’estudi funcional d’aquesta proteina. En aquest organisme, s’ha descrit que la histona dH1
és essencial per al desenvolupament i que €s necessaria per a la formacié de I’heterocromatina [70]. En
relacié amb aixo ultim, s’ha observat que la histona dH1 funciona com un supressor de la variegacid i que
en la seva abseéncia l’estructura dels cromosomes politénics de les glandules salivals queda greument
afectada [70]. En aquest sentit, s’ha vist que el cromocentre, estructura facilment identificable en
cromosomes politénics pel seu elevat nivell de compactacié formada per la convergéncia en una mateix
punt de 1’heterocromatina pericentromerica dels diferents cromosomes, pot resultar greument afectat en
deplecionar la histona dH1.

Estudis més recents han permés determinar que aquesta histona pot contribuir de dues formes a
la formacié de I’heterocromatina. D’una banda, s’ha observat que la histona dH1 pot contribuir a la
formacié de I’heterocromatina mitjancant el reclutament de Su(var)3-9 [74], una metiltransferasa que
metila la histona H3 a la lisina 9 generant H3K9me2/3. De 1’altra, també ha estat descrit que pot
contribuir-hi mitjangant un mecanisme independent de la metilacié d’H3K9, a través de la tinica proteina
de la familia STAT a D. melanogaster, STAT29E [75]. Per tant, sembla que existeixen dues vies per a la
formacio6 de I’heterocromatina a D. melanogaster, una implicant HP1a i Su(Var)3-9 i I’altra STAT92E i
HP1la. En ambdos casos, ha estat suggerit que la histona dH1 dirigeix la formacié de I’heterocromatina a
través d’interaccions directes amb HPla, STAT29E i Su(Var)3-9. Tot i aixd, encara no esta clar qué
provoca finalment la formacié d’heterocromatina només a determinades regions del genoma ni com es
tria entre ambdues vies.

En relaci6 amb el seu paper en la condensacié de les regions heterocromatiques riques en
seqliencies repetitives, s’ha observat que la histona dHI actua principalment com a repressor
transcripcional dels elements heterocromatics [71, 74]. En aquest sentit, s’ha vist que la depleci6 de la
histona dH1 només provoca la sobreexpressié d’entre un 5-10% dels gens del genoma. Aquest petit grup
de gens, pero, correspon majoritariament a elements heterocromatics [71]. De nou, aquesta observacid
suggereix que la preséncia de la histona dH1 sembla necessaria per a ’establiment de ’heterocromatina i
el conseqiient silenciament de les seqiiéncies repetitives que conté [70, 71, 74].

Una altra conseqiiéncia de la depleci6 de la histona dH1 a D. melanogaster és la generacid de
dany al DNA [71]. En aquest sentit, s’ha observat que la deplecié de la histona dH1 a la regio del pouch

del disc imaginal d’ala provoca un increment molt notable de YH2Av en aquesta regio.
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E.1. La deplecid de la histona H1 de D. melanogaster, dH1, provoca
dany al DNA a I'heterocromatina i inestabilitat genomica

En aquest treball, s’ha observat que la deplecié de la histona dHI1 a cél-lules SL2 de D.
melanogaster provoca un increment de la fosforilaci6 d’H2Av a la serina 137. Inicialment aquesta
modificacio, referida habitualment com a YH2Av, es va correlacionar amb la preséncia de trencaments de
doble cadena del DNA [98, 102]. Tanmateix, recentment s’ha observat que es tracta d’una modificacid
més complexa que també actuaria com una marca d’activacio de 1’expressio génica en gens dependents de
PARP-1 [157]. Fins i tot, a mamifers, s’ha vist que ’homoleg de YH2Av, YH2AX, també es correlaciona
amb la preséncia de forquetes de replicacié aturades [100].

En qualsevol cas, donat que una acumulacidé d’aquest senyal generalment s’associa a dany al
DNA, I’increment de YH2Av observat en deplecionar la histona dH1 suggeria la generacié de dany al
DNA. Per tal de confirmar aquest punt de forma directa, s’ha emprat 1’assaig de Comet Assay amb el qual
s’ha pogut observar que efectivament la deplecidé d’aquesta histona provoca un increment important de
trencaments del DNA, principalment trencaments de doble cadena (Fig. 40B i C). Aquest fet confirma
que I’acumulacié de YH2Av observada en deplecionar la histona dH1 esta associada a un increment del
dany al DNA en aquestes condicions.

Associat a aquest dany també s’ha observat un fenomen d’hiperrecombinacié manifest en un
increment notable d’intercanvis entre cromatides germanes en interferir I’expressié de la histona dHI.
Aquest increment suggereix també 1’existéncia d’inestabilitat genomica fruit del dany al DNA generat en
aquestes condicions. Aixo esta d’acord amb el fenotip d’hiperrecombinacié observat en mutants nuls per
Hhol, ’ortoleg de la histona dH1 a S. cerevisiae [158].

Quant a la localitzacid genomica d’aquest dany, els resultats publicats préviament d’un efecte
preferentment sobre 1’heterocromatina de la depleci6 de la histona dH1 [70, 71, 74] feien pensar en una
acumulacié del dany en aquestes regions. En relacié amb aixo, mitjancant la immunoprecipitacié de la
cromatina enriquida en YH2Av, s’ha observat que en deplecionar la histona dH1 existeix una acumulacio
preferent de YyH2Av en seqiiéncies repetitives. Concretament, s’ha detectat aquest increment en
transposons, repeticions simples, satél-lits i DNA ribosomic (Taula 6). Aquestes seqiiéncies repetitives
son caracteristiques de ’heterocromatina [34], i suggereixen que el dany originat per la manca d’histona
dH1 es genera en regions heterocromatiques. Malgrat no haver-se obtingut un gran niimero de regions
enriquides en YH2Av mitjangant I’analisi de ChIP-seq en cap de les dues condicions (Fig.42), els resultats
obtinguts apunten clarament cap a un enriquiment de la marca epigendtica en aquestes regions en
condicions de deplecié d’histona dH1. En suport d’aquesta hipotesi, mitjancant immunoprecipitacié de la
cromatina seguida de [’analisi per PCR quantitativa s’ha confirmat aquest enriquiment i la seva
especificitat per la condici6 interferida d’histona dH1.

A més a més, també s’han obtingut altres resultats que apunten en la mateixa direccid. En primer
lloc, s’ha vist que en condicions de deplecioé d’histona dH1 els foci de YH2Av tendeixen a colocalitzar
més freqiientment amb HPla, una proteina estructural de I’heterocromatina [150, 156]. Com es pot
apreciar a la figura 46, entorn a un ~60% dels foci de YH2Av colocalitzen amb el senyal d’aquesta
proteina, mentre que a les condicions control aquesta colocalitzacié només es troba al voltant d’un ~20%

(Fig. 46B). Si es t¢ en compte que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 contenen al voltant de ~3
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foci de YH2Av per cél-lula (Fig. 39B), aixo indica que aproximadament ~2 de cada ~3 d’aquests foci
colocalitzen amb el senyal d’HP1a. En canvi, les cél-lules no tractades o incubades amb un dsRNA contra
LacZ només contenen al voltant de ~0.5 foci de YH2Av per cél-lula (Fig. 39B), dels quals només un
~20%, ¢és a dir, ~0.1 foci de YH2Av per cél-lula, es troben en regions positives per HPla. Aquestes
observacions posen de manifest que malgrat I’increment principal de foci de YH2Av es dona en regions
HP1a positives, també hi ha un cert increment en el nombre de foci fora d’aquestes regions. En qualsevol
cas, aquest increment en regions HPla negatives és menor comparat amb 1’augment que s’observa en
regions on hi ha HPla. Mentre que en regions HP1a negatives, el nimero de foci de YH2Av per cel-lula
passa de ~0.4 a ~1, la qual cosa representa un increment aproximadament al voltant de ~2, en les regions
positives per HP1a el nimero de foci passa de ~0.1 a ~2, augmentant entorn a ~20 vegades en aquestes
regions. Aquest augment del dany en regions que no contenen HP1a podria ser degut al fet que la histona
dH1 també és necessaria per evitar la generacié de dany en algunes regions eucromatiques concretes o al
fet que el dany s’acumula en altres regions heterocromatiques que no es caracteritzen per la preséncia
d’HP1a [37]. Sigui com sigui, els resultats suggereixen que en deplecionar la histona dH1 es genera dany
i que aquest dany tendeix a acumular-se preferentment en regions heterocromatiques que contenen HP1a.
En segon lloc, també s’ha observat que els intercanvis observats en deplecionar la proteina entre
cromatides germanes semblen donar-se preferentment al voltant del centromer i a prop dels extrems dels
cromosomes, zones tipicament heterocromatiques [43] (Fig. 41). Finalment, els resultats obtinguts en
immunotincions contra YH2Av en cromosomes mitotics també mostren clarament que els foci de YH2Av
tendeixen a aparéixer en aquestes mateixes regions (Fig. 48). Globalment, totes aquestes observacions
suggereixen que el dany generat en deplecionar la histona dH1 es genera preferentment en regions

heterocromatiques.
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Figura 64. Model molecular de I’activacio de PARP-1 per les histones del nucleosoma. PARP-1 i JIL-1 es troben preferentment units a les regions
promotores a través de I’associacio amb nucleosomes que contenen H2Av. PARP-1 es manté inactiu mitjangant la interaccio amb els nucleosomes
veins que contenen H2A, mentre que 1’acetilacio de la lisina 5 d’H2A elimina I’efecte inhibidor d’H2A. L’aparicié d’un factor de transcripcié en
resposta a un estimul extern indueix canvis moleculars que condueixen a ’activaci6 de JIL-1. Aquesta quinasa interacciona amb un nucleosoma que
conté H2Av i fosforila H2Av a la serina 137. Aquesta fosforilacio incrementa la forga de la interaccid entre PARP-1 i H4, i s’inicia la producci6 de
pADPr (poliADPribosilacié). Canvis en ’estructura nucleosomal conseqiiéncia d’aquesta modificacid provoquen I’obertura de la cromatina i activacio

de la transcripci6. Imatge adaptada de [157].

Cal destacar que mitjangant immunoprecipitacio de la cromatina també es detecta yH2Av
associat a les regions promotores de gens que es troben majoritariament en regions pericentromeriques i
que s’expressen per sobre de la mitjana d’expressié a SL2 (Fig. 43). En aquest cas, perd, aquesta
modificacié associada a promotors apareix tant en cél-lules controls com deplecionades d’histona dH1,
sense diferéncies importants quan a la seva intensitat en funcié de la condicié. En relacié amb aquesta

observacio, recentment s’ha descrit a D. melanogaster que 1’expressio génica pot ser activada mitjangant
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la fosforilacié de la serina 137 d’H2Av dels nucleosomes de les regions promotores dels gens dependents
de PARP-1 [157, 159] (Fig. 64). A diferéncia de les situacions de dany al DNA, en que H2Av ¢és
fosforilada per ATM i/o ATR, en aquest cas sembla que JIL-1 és la responsable de fosforilar H2Av en
aquesta situacio [157]. Per tant, podria ser que I’enriquiment de YH2Av que s’observa en algunes regions
promotores tant en la situacié control com en deplecionar la histona dH1 no fos un indicador de dany al
DNA sin6 d’activacio de I’expressié génica.

D’altra banda, donat que es tracta de gens que presenten un nivell de transcripcid elevat tot i
trobar-se en un context heterocromatic (Figs. 42A i1 43C), generalment associat a silenciament génic, no
es pot descartar que es tracti de locus altament sensibles on s’acumuli dany al DNA facilment.

Sigui com sigui, el fet que no s’observin diferéncies importants en la quantitat de YH2Av
acumulat en aquestes regions entre ambdues condicions implica que la deplecié de la histona dH1 no

afecta de forma important 1’establiment de la marca en aquestes situacions.

E.2. La deplecidé de la histona dH1 provoca una acumulacié d’R-
loops a I'heterocromatina gqgue son la causa del dany al DNA
observat

Pel que fa a ’origen del dany al DNA generat en deplecionar la histona dH1, una possibilitat
inicial era que fos degut a problemes en la reparaciéo del DNA en aquestes condicions. Aquesta situacio,
pero, sembla poc probable donat que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 reparen el DNA trencat
fisicament mitjangant rajos X molt eficientment, fins i tot més que les cél-lules control (Fig. 50). De fet,
el pendent de la corba de desaparicio dels nivells de yYH2Av al llarg del temps després de la irradiacid és
més gran en interferir I’expressio de la histona dH1, suggerint que el dany desapareix a una velocitat més
elevada. D’acord amb aix0, a mamifers, ha estat descrit que el dany al DNA es senyalitza més potentment
en condicions de deplecio d’histona dH1 fent que les cél-lules esdevinguin hiperressistents al dany [151].
Aquesta sobresenyalitzacié podria estar relacionada amb el fet que les cél-lules deplecionades d’histona
dH1 reparin el dany al DNA més eficientment que les c¢l-lules control donat que just després d’irradiar
les cel-lules per igual les cél-lules interferides contra histona dH1 presenten uns nivells més elevats de
YH2Av (Fig. 50) tot i que a nivell fisic el nombre de trencaments hauria de ser el mateix. Aqui caldria
tenir en compte que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 també presenten un component endogen
extra de YH2Av fruit de la propia deplecio. Tot i aix0, la quantitat de YH2Av induit per la interferéncia
d’histona dH1 és menor comparat amb el generat en irradiar les cél-lules amb 10 Gy.

En relacié amb aix0, una situacié que també es podria plantejar és que la senyalitzaci6 del dany
estigui incrementada quan els nivells d’histona dH1 son baixos a D. melanogaster donat que les regions
de DNA danyat son més facilment accessibles per a la maquinaria de reparacié. Malgrat aixo, 1’evident
increment de la quantitat de trencaments del DNA observat mitjangant la técnica del Comet Assay (Fig.
40) descarta que I’increment es degui exclusivament a una potenciacié de la senyalitzacio.

Descartades les dues possibilitats anteriors com a causa de I’increment de YH2Av, tot semblava
apuntar cap a un increment en la induccié de dany al DNA en interferir I’expressié de la histona dHI.

L’estrés replicatiu constitueix una font important de dany endogen al DNA a les c¢l-lules. En aquest
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sentit, la induccié d’unes condicions cel-lulars d’estrés replicatiu en deplecionar la histona dH1 podria
explicar I’increment de dany al DNA observat. L’estrés replicatiu pot ser causat per diversos factors [77].
Entre ells trobem I’activacié inadequada dels origens de replicacid, obstacles per al progrés de la forqueta
de replicacid, unes condicions metaboliques inapropiades o la interferéncia entre els programes de
transcripei6 1 replicacio. En relacio amb aixo, s’ha descrit préviament que la deplecio d’histona dH1 a D.
melanogaster provoca una derepressio de les seqiiéncies heterocromatiques [71, 74]. Aixi, s’ha observat
que la interferéencia de la histona dH1 a cél-lules SL2 també indueix I’expressié d’elements
heterocromatics. Per aquesta rad, era raonable pensar que en condicions de deplecio de la histona dH1
podria existir una situacié d’estrés replicatiu deguda a problemes entre les maquinaries de transcripcio i
replicacié fruit de ’increment de I’expressio de les seqiiéncies repetitives. En general, 1’estrés replicatiu
fruit de problemes entre ambdues maquinaries es relaciona amb la formaci6 anomala d’hibrids
RNA:DNA que es generen durant la transcripcié quan I’RNA roman anellat a la cadena de DNA motlle,
deixant la cadena no motlle desaparellada. Aquestes estructures es coneixen amb el nom d’R-loops i
constitueixen una font important d’inestabilitat genomica [95, 160]. Tot i aix0, aquestes estructures també
es generen de forma natural a les cel-lules on actuen regulant ’expressi6 genica d’alguns gens a través de
diversos mecanismes. Perque alguns R-loops son processats a trencaments de doble cadena del DNA
mentre que altres son d’alguna manera protegits no esta gaire clar. En qualsevol cas, esta ampliament
descrit que aquelles alteracions que afecten el correcte funcionament del procés de transcripcid provocant
una acumulacié andmala d’aquestes estructures son una font de dany al DNA i inestabilitat genomica [88,
89, 123]. Una situaci6 similar sembla donar-se en interferir I’expressio de la histona dH1.

En deplecionar la proteina, s’observa un increment en la reactivitat de 1’anticos S9.6, generat
contra els hibrids RNA:DNA [137]. Ha estat descrit que aquest anticos també pot recongcixer altres
estructures d’acids nucleics, tot i que amb una afinitat menor [146]. Per aquesta rad, I’assaig per
determinar la preseéncia d’R-loops sempre ha d’anar acompanyat d’un control que permeti confirmar
I’especificitat de 1’anticos pels hibrids en cada experiment. Generalment, s’utilitza com a control la
sobreexpressi6 d’RNasa H1. Aquesta ribonucleasa degrada la cadena d’RNA dels hibrids generats
associats a la transcripcié [152, 161]. Per aquesta rad, quan efectivament es tracta d’R-loops, s’observa
una disminuci6 significativa de la reactivitat de 1’anticos S9.6 en sobreexpressar aquest enzim. En relacio
amb aixo, el senyal de ’anticos S9.6 observat en cél-lules deplecionades d’histona dH1 disminueix
significativament en transfectar les cél-lules amb un plasmid per sobreexpressar la RNasa H1 humana,
confirmant que es tracta d’una acumulacié d’R-loops.

L’estudi realitzat en cromosomes politénics ha permes observar que la deplecié de la histona
dH1 a l’organisme també provoca un increment del senyal de ’anticos S9.6 a I’heterocromatina,
concretament a la regié del cromocentre (Fig. 54). Aquesta reactivitat, igual com s’observa en cel-lules,
també és sensible a ’RNasa H1 humana. A més a més, la sobreexpressio d’aquest enzim permet un rescat
parcial del fenotip conseqiiencia de la deplecio d’histona dH1. La interferéncia de la histona dHI1 a la
regi6 del pouch del disc imaginal d’ala resulta en una ala molt atrofiada a conseqiiéncia de la generacio de
dany al DNA 1 la posterior induccioé de ’apoptosi [71]. La sobreexpressio de ’RNasa H1 humana en
aquestes condicions d’interferéncia d’histona dH1 ajuda a eliminar la causa del dany al DNA, els R-loops.

Aix0 fa que ’ala es pugui desenvolupar, fins a cert punt, i déna lloc a una mida de I’ala notablement més

127



Discussio

gran. Aquest rescat posa de manifest que els R-loops també estan al darrere del fenotip observat en
condicions de deplecid d’histona dH1 a la mosca.

Existeixen diverses hipotesis sobre com aquestes estructures indueixen la generacié de dany en
forma de trencaments de doble cadena al DNA. D’una banda, s’ha descrit que aquestes estructures
representen un obstacle molt important per a la progressio de la maquinaria de replicacié [129]. L aturada
de les forquetes de replicacié s’ha associat amb la generacié de trencaments de doble cadena del DNA a
través de diversos mecanismes [80]. Per aquesta rad, €s probable que I’acumulacié dels R-loops
observada interfereixi en la progressio de les forquetes de replicacié i, en conseqiiéncia, provoqui la

generaci6 de trencaments de doble cadena al DNA.
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Figura 65. La replicacié6 del DNA de les cél-lules interferides d’histona dH1 tendeix a estar alentida i a
aturar-se [162]. Es mostra els resultats de I’analisi de fibres de DNA marcades amb un doble pols d’analegs de
nucleotids en forma de diagrama de caixes (n>100 per cada condicié i tractament). A) Es mostra la longitud del
segon marcatge per cada condicio. B) Es mostra I’index d’asimetria per cada condicié com a indicador de la
tendéncia a aturar-se que presenten les forquetes S’indiquen els p-valors de totes les condicions respecte la condicio
no tractada (NT) quan no sobreexpressa RNasa H1 (-RNHI1) (*< 0.05, **<0.01, ***<0.005; test Willcoxon de dues

cues).

Per determinar si els R-loops generats en deplecionar la histona dH1 impedeixen la progressio
normal de les forquetes de replicacid, s’han dut a terme al nostre laboratori experiments de marcatge de
fibres de DNA amb un doble pols d’analegs de timina. Aquesta técnica permet la deteccid de problemes
en la progressio normal de la replicacié del DNA. Breument, per dur a terme aquest assaig, s’incuba les
cél-lules amb un analeg de timina, generalment 5-iodo-2’-desoxiuridina (IdU), durant un temps concret, i
passat aquest temps, es reemplaca el medi per un altre que conté un analeg diferent, normalment 5-cloro-
2’-desoxiuridina (C1dU), o viceversa, i s’incuba les c¢l-lules durant un nou periode de temps especific. La
deteccid d’aquests analegs de timina mitjangant anticossos especifics de cadascun d’ells permet obtenir
fibres de DNA doblement marcades. Finalment s’analitza aquelles regions de les fibres en que es pot
observar el doble marcatge de forma consecutiva, és a dir, un immediatament a continuacié de 1’altre. El
doble marcatge permet estar segur que la incorporacié del segon analeg de la timina en aquesta regio de la

fibra ha comencat a temps 0 de la incubaci6. De no ser aixi, en aquelles regions de la fibra en que només
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es detecta marcatge d’un analeg, no es pot saber en quin punt temporal de la incubacié ha comengcat la
incorporacié. Entre altres, aquesta metodologia permet determinar la velocitat de la replicacio, la
tendéncia a aturar-se o la quantitat d’origens de replicacié actius. En els experiments realitzats al
laboratori, duts a terme pel Dr. Jordi Bernués, s’ha utilitzat aquesta técnica per detectar problemes en la
progressio de la replicacio del DNA en deplecionar la histona dH1 mitjangant 1’analisi de la longitud del
segon marcatge i I’index d’asimetria, la relacié entre la longitud de cadascun dels marcatges en regions
que presenten doble marcatge consecutiu. El primer parametre permet estimar la velocitat de la replicacié
del DNA, mentre que el segon permet determinar la freqiiéncia a aturar-se que presenten les forquetes de
replicacié. A la figura 65, es pot observar com les cél-lules interferides d’histona dH1 presenten una
longitud del segon marcatge clarament inferior a les condicions control (Fig. 65A), i un index d’asimetria
notablement superior en aquestes condicions (Fig. 65B). A més a més, en aquests experiments també s’ha
pogut demostrar que els R-loops acumulats en deplecionar la proteina son els responsables de les
alteracions observades en la progressié de la replicacido del DNA donat que aquestes desapareixen en
transfectar les cel-lules amb un plasmidi que permet la sobreexpressio de ’'RNasa H1 humana (Fig. 65,
mostres +RNHT1).

D’altra banda, una altra possibilitat és que la font mutacional resideixi en la propia estructura de
I’R-loop. En aquest sentit, existeixen diverses possibilitats al respecte. En primer lloc, s’ha descrit que la
cadena de DNA no motlle que queda desaparellada és un element d’aquesta estructura particularment
vulnerable degut a I’existéncia de nucleases especifiques de DNA de cadena senzilla [108, 127]. Per
exemple, ha estat descrit que en mutacions de membres del complex THO que donen lloc a la formacioé
d’R-loops existeix una acumulacié de mutacions induides per AID (Activation-Induced Cytidine
Deaminase) a la cadena no motlle dels R-loops [127]. Aquest enzim provoca la conversié de residus de
desoxicitosina a desoxiuracil especificament en el DNA de cadena senzilla [163]. Alhora, aquesta
modificacié fa el DNA susceptible a I’enzim de reparacid per excisié de bases DNA glicosilasa [164].
Aquest ultim elimina les bases d’uracil del DNA creant llocs abasics i, per tant, generant una lesié al
DNA que pot acabar donant lloc a trencaments de doble cadena en arribar-hi la forqueta de replicacio.

A banda d’aix0, s’ha especulat amb dues possibilitats més respecte la generacié de trencaments
de doble cadena al DNA a causa dels R-loops. En ambdos casos, el processament dels R-loops sembla
jugar-hi un paper important. Per comengar, s’ha observat que els R-loops poden ser processats activament
a trencaments de doble cadena mitjangant XPF i XPG, dues endonucleases implicades en la reparacio per
excisio de nucleotid (NER) [117]. L’eliminacié de I’hibrid RNA:DNA tallant en ambdos extrems del
DNA de I’hibrid mitjancant aquestes nucleases generaria un buit de cadena senzilla de DNA que donaria
lloc a un trencament de doble cadena, ja sigui mitjangant 1’acci6é de nucleases sobre la cadena senzilla de
DNA o en arribar-hi la forqueta de replicacio. En segon lloc, també s’han descrit estudis in vitro en que
s’ha observat que R-loops sintétics poden ser tallats en ambdues cadenes de DNA mitjangant XPG i XPF
purificades [128]. Per tant, podria ser que 1’accié d’aquests enzims donés lloc directament a trencaments
de doble cadena del DNA. Aquesta possibilitat no implicaria necessariament la participacio de la forqueta
de replicaci6 per a la formacio del trencament de doble cadena. Aquesta tltima opcié no semblaria ser la
principal font de trencaments de doble cadena en deplecionar la histona dH1 donat que a G1 ja es pot

observar un increment significatiu de la quantitat d’R-loops sense que aquesta resulti en un increment
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important de YH2Av. El principal increment de YH2Av apareix a fase S, suggerint que la replicacio del
DNA és necessaria per a la generaci6 dels trencaments. Si bé és cert que també existeix un petit increment
de YH2Av a G1, aquesta pujada és molt menor comparada amb 1’increment que s’observa a fase S. En la
mateixa linia, també s’ha observat que 1’increment en niimero de foci de YH2Av per cél-lula induit per la
depleci6 de la histona dH1 es dona preferentment en regions positives per EAU. Per tot aix0, sembla que
la replicacio del DNA és necessaria per a que els R-loops donin lloc a I’increment de YH2Av observat en
deplecionar la histona dH1.

Tot aixo suggereix que els R-loops generats en condicions de deplecio d’histona dH1 provoquen

problemes durant la replicacié del DNA que acaben resultant en trencaments de doble cadena (Fig. 66).
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Figura 66. Model de la generacié6 de dany al DNA en condicions de deplecio d’histona dH1. En deplecionar la histona dH1, els elements
heterocromatics estan sobreexpressats i es generen R-loops a I’heterocromatina. Aquests R-loops poden ser processats mitjangant la maquinaria del
sistema de reparacid per excisio de bases lligat a transcripcié (TC-NER) deixant un forat de DNA de cadena senzilla (SSB) que dona lloc a un
trencament de doble cadena (DSB) en quan la forqueta de replicacio troba aquest forat (a la imatge, forqueta avangant cap a la dreta). Alternativament,
la persisténcia d’aquestes estructures pot tenir dos efectes més. D’una banda, la cadena de DNA desaparellada pot ser diana d’enzims com la
Desaminasa de Citidina Activada per Induccié (AID) i acabar donant lloc a un forat en la cadena de DNA. De nou, en aquest cas, es generaria un
trencament de doble cadena en arribar la forqueta de replicacié. D’altra banda, els R-loops persistents en el DNA també poden obstaculitzar 1’avang de
les forquetes provocant la seva aturada prolongada i fent que finalment col-lapsin. En aquest sentit, els forats de cadena senzilla probablement també

provoquen I’aturada i posterior col-lapse de la forqueta. Quan una forqueta col-lapsa, també es poden generar trencaments de doble cadena.

Probablement, 1’increment d’R-loops observat en aquestes condicions saturi la capacitat de
reparacio i/o proteccidé d’aquestes estructures per part de la cél-lula provocant que, en tenir lloc la
replicacio del DNA, les forquetes de replicacid es trobin amb forats de cadena senzilla fruit de
I’eliminaci6 de 1’hibrid RNA:DNA per part de la maquinaria cel-lular de reparacié [108] o I’accio de
nucleases sobre la cadena de DNA desplagada [127] 1 R-loops intactes que no han pogut ser processats.

Probablement, en ambdds casos la forqueta quedi aturada donat que representen un bloqueig per a la seva
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progressio. En el cas dels R-loops que no han pogut ser processats, el bloqueig provocaria 1’aturada de les
forquetes fent-les altament vulnerables [80, 95]. En ’altre cas, a més a més del risc que comporta el propi
forat de cadena senzilla al DNA, el bloqueig de la progressio de la forqueta de replicacié incrementaria
encara més el risc de generar-se dany al DNA. A més a més, és probable que la situacid sigui encara més
complexa donat que no és gens descartable que tot aixd vagi acompanyat de 1’activacio d’origens
dorments addicionals [77] i fins i tot que els propis R-loops iniciin la replicacio pel seu compte [165]
contribuint d’aquesta manera a incrementar la situacié d’estrés replicatiu que pateix la cél-lula.

La hipotesi que els R-loops bloquegin 1’avang de la forqueta de replicacio implica la preséncia
dels R-loops a fase S també. Malgrat aixo, cal recordar que 1’increment del senyal de 1’anticos S9.6 que
s’observa tant a fase S com a G2 no desapareix en preséncia d’RNasa H1 humana. Per aquesta rad, no es
disposa d’una evidencia directa de la preséncia dels R-loops a fase S. Cal recordar que 1’anticos S9.6 ha
estat generat contra hibrids d’RNA:DNA petits [137] i que també presenta una certa afinitat per certes
estructures d’RNA [146], per la qual cosa existeix la possibilitat que a fase S estigui reconeixent els
hibrids d’RNA:DNA que formen els primers d’RNA dels fragments d’Okazaki en unir-se al DNA. De fet,
a mamifers existeixen dos tipus de ribonucleases que poden degradar les cadenes d’RNA dels hibrids
RNA:DNA, la RNasa H1 i la RNasa H2 [166]. Mentre que I’RNasa H1 generalment s’associa amb la
degradaci6 de les cadenes d’RNA dels hibrids d’RNA:DNA resultat del procés de la transcripcié [153],
I’RNasaH2 tendeix a relacionar-se amb I’eliminacié de ’RNA dels hibrids resultat de la unié dels primers
d’RNA dels fragments d’Okazaki al DNA [161]. Donat que sembla que ’RNasa H1 actua principalment
sobre els hibrids d’RNA:DNA associats a la transcripcid i que el tractament de les cel-lules per
comprovar que es tracta d’R-loops es duu a terme amb I’RNasa H1 humana, podria ser que el senyal de
I’anticos no desaparegués en transfectar les cel-lules amb I’RNasa H1 humana perque I’anticos esta
reconeixent principalment hibrids RNA:DNA associats a replicacio, altament abundants a fase S, que no
son degradats per aquest enzim. En canvi, a fase G1, només es donarien principalment els R-loops
associats al procés de transcripcié que si que podrien ser degradats per I’enzim. Aquest raonament, pero,
seria dificilment aplicable al senyal de I’anticds insensible a ’RNasa H1 humana observat a fase G2,
donat que la replicacié del DNA té lloc principalment a fase S i no hauria d’haver-hi un alt contingut en
fragments d’Okazaki en aquesta fase. Una altra possibilitat seria que simplement els hibrids no fossin
accessibles a I’RNasa H1 humana a fase S i G2 per alguna altra raé o que I’anticos estigués reconeixent
alguna altra estructura que no és diana de I’RNasa H1 en aquestes fases donada la seva lleugera
inespecificitat [146]. Aquesta segona possibilitat sembla més probable donat que, en cas d’estar
reconeixent hibrids associats a la replicacié del DNA, esperariem que almenys una part del senyal de
I’anticos S9.6, el corresponent a hibrids associats a la transcripcié de les seqiiéncies repetitives,
desaparegués i aixo resultés en una disminuci6 parcial del senyal total de I’anticos a fase S i G2 en
sobreexpressar I’RNasa H1 humana. En qualsevol cas, el tractament de les c¢l-lules amb RNasa HI
provoca una disminucié clara del YH2Av observat a fase S. Aixo suggereix que els R-loops son els
responsables del dany al DNA generat a fase S en aquestes condicions, malgrat no poder-se confirmar la
preséncia de les estructures en aquesta fase.

A conseqiiencia del dany al DNA generat en condicions d’estrés replicatiu, sovint es pot

observar inestabilitat genomica en aquestes condicions. Normalment, quan aixo passa es poden observar
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una major freqliéncia d’intercanvis entre cromatides germanes i problemes en la segregacié dels
cromosomes a mitosi [77]. En aquest sentit, donat que la deplecié de la histona dH1 déna lloc a una
situacié d’estrés replicatiu fruit de DI’increment d’R-loops, caldria esperar un augment d’ambdues
situacions. En efecte, s’ha observat que la interferéncia de la histona dH1 doéna lloc a un augment del
nombre d’intercanvis de DNA entre cromatides germanes (Fig. 41). A més a més, en deplecionar la
histona dH1 també existeix un increment en la tendéncia a que hi hagi problemes en la segregacio
cromosomica a mitosi. En aquest sentit, s’ha pogut constatar que vora el ~45% de les mitosis presenten
problemes de segregacio en aquestes condicions (Fig. 49B). En relacié amb aixo, també s’ha observat que
els cromosomes mitotics tendeixen a presentar un major senyal de YH2Av en deplecionar la histona dH1
suggerint la preséncia de dany al DNA als cromosomes metafasics (Fig. 48B). Aixo és congruent amb el
fet que s’observin problemes en la segregacidé donat que encara es pot detectar dany al DNA quan la
cél-lula entra a mitosi. Probablement, la cél-lula arribi a G2/M arrossegant encara problemes associats a la
replicaci6é del DNA a causa dels R-loops. De ser aixi, sembla sorprenent que la cél-lula no aturi el cicle
cel-lular i continui endavant entrant finalment a mitosi malgrat existir encara dany al DNA. Tot 1 aixi,
existeixen diverses evidéncies, des de llevat fins a humans, que les cél-lules en cultiu séon capaces
d’adaptar-se i saltar-se els punts de control i entrar a mitosi inclus en preséncia de dany irreparable al
DNA [167]. Sembla que les c€l-lules en cultiu poden aturar el cicle cel-lular en preséncia de dany al DNA
per donar temps per reparar el dany, perd si un cop passat un temps prudencial el dany persisteix, la
cél-lula es capag de saltar-se el punt de control i continuar el cicle cel-lular. Aquest procés es coneix amb
el nom d’adaptacié del punt de control i es creu que representa la via més efectiva de mort cel-lular en
cél-lules que no son propenses a entrar en apoptosi. No esta clar, pero, fins a quin punt les condicions de
cultiu in vitro influeixen en aquesta adaptacid ni si aquestes situacions es donen realment in vivo. En
aquest sentit, podria ser que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 s’adaptin i acabin entrant a mitosi
malgrat presentar dany al DNA de forma similar al que ha estat descrit en altres organismes. Aixo
explicaria perqué s’observa dany en cromosomes metafasics i problemes en la segregacio dels
cromosomes en condicions de deplecié d’histona dH1 (Fig. 48A i 49A). De la mateixa manera, aquest
raonament també seria aplicable a les ce¢l-lules no tractades i incubades amb un dsRNA contra LacZ i
explicaria perqué es poden detectar, tot i que significativament en molt menor mesura, dany en
cromosomes mitotics i problemes de segregacioé cromosomica fins i tot en aquestes condicions (Figs. 48A
149A).

En condicions normals, es poden detectar R-loops a les regions promotores d’alguns gens on
actuen regulant I’expressié genica [108]. En aquests casos, sembla que els R-loops no provoquen la
generacié de dany al DNA. Perqué uns R-loops indueixen la formaci6 de dany al DNA i altres no es
desconeix. En qualsevol cas, el que si esta clar és que les alteracions que afecten el correcte processament
dels transcrits poden donar lloc a una acumulacié d’R-loops que acaben provocant ’aparicié de dany al
DNA. En aquest sentit, podria ser que el senyal de YH2Av que presenten al promotor alguns gens
senyalitzi la preséncia de dany fruit d’una acumulacio local anomala d’aquestes estructures en aquestes
regions. D’una banda, una possibilitat seria que aquests gens presentin R-loops al promotor de forma
natural, com ha estat descrit en altres casos [109], i que fruit d’aquesta preséncia es generi dany al DNA

en aquestes zones de forma recurrent sense que aquest arribi a representar una amenaca per a 1’estabilitat
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del genoma. Tot i aixi, sembla dificil d’imaginar que s’acumuli dany a les regions promotores de tants
gens sense que aixd repercuteixi en la viabilitat cel-lular.

Presentin o no R-loops de forma habitual, alternativament, també¢ podria ser que aquestes regions
fossin particularment sensibles a 1’acumulacié d’R-loops degut a les caracteristiques particulars que
presenten els gens en que s’ha detectat YH2Av a la seva regié promotora. D’acord amb els resultats
obtinguts, aquests gens es troben en regions heterocromatiques, generalment associades a silenciament
geénic, pero presenten una elevada expressioé geénica (Fig. 43B i C). Aquestes propietats podrien fer que
aquests gens presentessin una certa tendéncia a acumular R-loops a la seva regié promotora que seria
suficient per provocar dany al DNA induit per una acumulacié anomala d’R-loops en aquestes regions.

En qualsevol cas, la histona dH1 no estaria implicada en aquest procés donat que el senyal de
YH2AV esta present en aquestes zones independentment de si s’esta interferint 1’expressié de la histona
dH1 o no. Aix0 no és d’estranyar donat que es tracta de gens que presenten una expressio per sobre la
mitjana d’expressio de cél-lules SL2 (Fig. 43C) i s’ha descrit, tant a Drosophila com a humans, que el
contingut d’histona H1 és baix en regions promotores de gens que presenten una elevada expressio [168,
169]. Per tant, probablement aquestes zones ja tendeixin a presentar un contingut baix d’histona dH1 de

per si i, per aquesta rad, no resulten practicament afectades en interferir 1’expressié de la proteina.

E.3. El patro temporal de replicacio del DNA esta alterat en
deplecionar la histona dH1

D’acord amb els resultats obtinguts, el perfil del cicle cel-lular no resulta practicament alterat en
condicions de deplecio de la histona dH1. Com es pot apreciar a la figura 61, en deplecionar la histona
dH1 només s’observa una lleugera acumulacié de cél-lules a G1 i una disminuci6 a fase S. En ambdoés
casos les diferéncies son estadisticament significatives perd realment molt petites. Sorprenentment, pero,
en interferir ’expressio de la histona dH1 si que s’observa un increment clar i important del nombre de
cel-lules que estan replicant el DNA, identificades mitjancant la detecci6 de la incorporacié al DNA de
I’analeg de la timina 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU) (Fig. 62). Indirectament, donat que no hi ha
diferéncies gaire importants en el contingut de cél-lules a fase S i1 en qualsevol cas les petites diferencies
que es poden observar suggereixen una disminucid del contingut de cél-lules a fase S en deplecionar la
histona dH1, aixo implica que I’increment en cél-lules EAU positives ha de ser degut a cél-lules que son
positives per EAU perd no es troben a fase S. En aquest sentit, també s’ha observat un increment
important de cel-lules EQU positives en condicions de deplecio en cél-lules que es troben a fase G1 (Fig.
62C). Concretament, s’ha vist que les cel-lules en que s’ha interferit 1’expressi6 de la histona dHI
presenten entorn un ~25% de c¢l-lules que son positives per EdU a fase G1, mentre que en les condicions
control aquests percentatges es troben al voltant del ~3%. Una possible explicacido a aquest fenomen
podria ser que les cél-lules deplecionades d’histona dH1 soén capaces d’iniciar la replicacié del DNA pero,
degut als problemes en la progressido de les forquetes de replicacid que presenten aquestes cel-lules
descrits a la figura 66, els costa progressar. Aquests problemes farien que les cél-lules deplecionades
d’histona dH1 que acaben d’iniciar la replicacié del DNA no puguin progressar eficientment donant lloc a

una acumulacio de cél-lules a fase G1 que no son capaces de sintetitzar prou eficientment suficient DNA
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com per detectar-les com a cél-lules de fase S en analitzar el contingut de DNA mitjangant citometria de
flux, perd si siguin capaces d’incorporar EdU donat que hi ha un minim de replicacio efectiva. Aixo
podria explicar perque hi ha un increment de cél-lules EAU positives a fase G1 i 1’efecte observat sobre el
contingut de c¢l-lules a fase G111 S. Tot i aixi, es fa dificil d’imaginar que un increment en el contingut de
cél-lules a fase G1 d’un ~3% (Fig. 61) pugui explicar un augment tan gran del niimero de cél-lules
positives per EAU en aquesta fase. Aixo fa pensar que probablement, a més d’aquests problemes evidents
en la progressio de la replicacido que podrien explicar 1’efecte sobre el cicle cel-lular i part de I’augment
de cél-lules positives per EAU observat a G1 en interferir la histona dH1, la deplecio de la histona dH1
podria tenir algun altre efecte sobre la replicaci6 del DNA que provoqui un increment global de la
quantitat de cel-lules que estan replicant el DNA a Gl. En aquest sentit, podria ser que la deplecio
provoqués un inici prematur de la replicacié del DNA a més dels problemes en la progressio responsables
de 'acumulaci6 de cel-lules a G1. Aixo explicaria perque s’observa un increment tan gran de cél-lules
EdU positives a G1 1 justificaria I’increment general observat en quantificar el percentatge total de
cel-lules positives per EAU en interferir I’expressio de la histona dH1 (Fig. 62).

Draltra banda, en aquest treball també s’ha determinat que la deplecio de la histona dH1 provoca
una replicacid prematura de 1’heterocromatina (Fig. 63). Als organismes eucariotes, la replicacié del
DNA s’inicia en uns origens de replicacid concrets distribuits al llarg dels cromosomes, assegurant la
duplicaci6 completa del genoma en una Unica fase S [170, 171] en la qual I’heterocromatina es
caracteritza per replicar-se tard [172]. Recentment, pero, s’ha descrit un nou procés de replicacio
independent dels origens iniciat per la transcripcié a llevat [165]. En aquest organisme, s’ha demostrat
que I’alteracio de la transcripcié dependent de I’'RNA polimerasa I eliminant les activitats RNasa H 1
Topl dona lloc a una acumulacié d’R-loops al locus del DNA ribosomic que poden actuar com a
encebadors de la replicacio al locus del DNA ribosomic [165]. D’acord amb aquestes observacions
recents, podria ser que 1’acumulaci6 dels R-loops a I’heterocromatina observada en deplecionar la histona
dH1 sigui la responsable de la replicacié prematura de la heterocromatina. Donat que els R-loops ja estan
presents a G1, podria ser que la seva preséncia a 1’inici de fase S iniciés prematurament la replicacio dels
elements heterocromatics independentment dels origens de replicacio. Aixo explicaria perque s’observa
un increment significatiu de la colocalitzacié entre HPla i EAU d’hora a fase S en deplecionar la histona
dH1 (Fig. 63B). De la mateixa manera, els R-loops podrien estar també al darrera de la replicacio
prematura de 1’heterocromatina observada en deplecionar la histona H1 a Physarum [173].

Aquesta replicaci6 induida pels R-loops també podria ser la responsable de I’increment de la
quantitat total de cel-lules positives per EAU observat en condicions de deplecid de la histona dH1 (Fig.
62B). En aquest sentit, podria ser que I’acumulacié d’R-loops observada a G1 en interferir I’expressio de
la proteina (Fig. 60B, grafic esquerre) induis una replicacié prematura del DNA. Aixd explicaria perque
s’observa un increment clar i significatiu de cél-lules que son positives per EAU en deplecionar la histona
dH1 en aquesta fase del cicle cel-lular i a nivell general. Aquest augment dels esdeveniments d’inici de la
replicacio, perd, no aniria acompanyat d’un augment en la quantitat de cél-lules a fase S (Fig. 61) ja sigui
perque la replicacid iniciada mitjangant aquest sistema €s poc eficient, pels problemes que presenten les

cel-lules deplecionades d’histona dH1 en la progressid de la replicacié o ambdues coses.
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Una altra possibilitat podria ser que ’increment en el contingut de cel-lules EdU positives fos
degut a esdeveniments de reparacié del DNA que impliquen una certa incorporacié de nucleotids.
Aquesta hipotesi, perd, sembla poc probable donat que el dany al DNA es genera principalment durant
fase S (Figs. 47B i 60B, grafic dret). Indirectament, aixd també descarta que aquests esdeveniments
d’iniciacio de la replicacio del DNA independent d’origens observats a G1 siguin fruit d’invasions de
regions homologues per reparar trencaments de doble cadena del DNA mitjangant recombinacio
homologa. A més a més, també cal tenir en compte que a G1 encara no hi ha una cromatide germana amb
la que poder dur a terme la recombinacié homologa, per la qual cosa aquests esdeveniments haurien de
donar-se entre regions homologues dins la mateixa cromatide o en altres cromosomes. Tot aixo fa que

aquesta possibilitat sigui molt remota.

E.4. La histona dH1 prevé l'acumulacié d’'R-loops de forma
especifica

Els resultats obtinguts en deplecionar HPla (Figs. 58 i 59) també suggereixen que aquesta
prevenci6 de I’acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina per a la que s’ha observat que és necessaria la
preseéncia de la histona dH1 podria ser una funcié especifica de la histona dH1. Recentment, s’ha descrit a
D. melanogaster que la histona dH1 és necessaria per a la formacié de I’heterocromatina [70, 74, 75]. En
aquest sentit, s’ha suggerit que la histona dH1 pot induir la formacié de I’heterocromatina mitjancant el
reclutament de Su(var)3-9 o STAT29E. En la seva abséncia, I’heterocromatina perd la seva estructura
compacta caracteristica. En base a aix0, es podria pensar que I’efecte observat en deplecionar-la sigui
degut a un efecte indirecte fruit de la descompactacié de I’heterocromatina. De ser aixi, caldria esperar
que la deplecié d’altres factors necessaris per a la formacié de 1’heterocromatina provoqués el mateix
fenotip. La deplecié d’una proteina estructural de 1’heterocromatina com HPla [150, 156], pero, no
resulta en el mateix fenotip. En primer lloc, la mida de I’ala només esta lleugerament afectada en aquestes
condicions encara que la deplecid6 d’HP1la és molt important (Fig. 59A i B). A més a més, tampoc es
detecta un increment notable de YH2Av a la regi6 del pouch del disc imaginal d’ala com en deplecionar la
histona dH1. Finalment, també es pot apreciar que la deplecié d’HPla no provoca un augment important
de la reactivitat de I’anticos S9.6 al cromocentre dels cromosomes politénics (Fig. 58). Tenint en compte
que HPla promou el silenciament génic associat a la formacié d’heterocromatina [174], en la seva
abséncia caldria esperar una sobreexpressioé de I’heterocromatina, igual com passa amb la deplecié de la
histona dH1. Certament, per exemple, ha estat descrit que la deplecido de la proteina HPla a ovaris
provoca una sobreexpressio dels transposons [175]. A més a més, en altres experiments duts a terme al
laboratori s’ha observat que aixd també és aixi en interferir 1’expressié de la proteina a cél-lules SL2
[162]. Tot aixd suggereix que també existiria una sobreexpressiéo d’aquestes seqiiencies en deplecionar
HP1la a ’organisme. Per tant, semblaria que malgrat existir una sobreexpressié de 1’heterocromatina no
s’observa un increment en la deteccid d’R-loops en aquestes condicions. Tot aix0d fa pensar que
probablement es tracti d’una funcié especifica de la histona dH1 més que no pas un efecte indirecte

resultat de la sobreexpressio de les seqiiéncies repetitives fruit de la descompactacio de 1’heterocromatina.
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En suport d’aquesta hipotesi, cal destacar que la histona dH1 continua present als cromosomes
politénics en que s’ha deplecionat HP1a (Fig. 58). De no ser aixi, es podria considerar la possibilitat que
els R-loops no s’acumulessin a I’heterocromatina en provocar una sobreexpressio de les seqiiéncies
repetitives degut a algun altre factor. Donat que la histona dHI1, pero, continua present en interferir
I’expressio d’HPla, no hi hauria una acumulacié d’R-loops malgrat existir una sobreexpressio de
I’heterocromatina. Aquests resultats donen encara més forg¢a a la possibilitat que es tracti d’una funcid
especifica de la histona dH1. Caldrien més experiments, pero, per determinar fins a quin punt la
contribuci6 de la histona dH1 a evitar I’acumulacio6 dels R-loops a I’heterocromatina és especifica.

Una possibilitat podria ser que la histona dH1 fos necessaria per al reclutament de factors que
impedeixin 1’acumulacié d’aquestes estructures, ja sigui evitant-ne la formaci6 o promovent-ne
I’eliminaci6 quan es formen (Fig. 67). En aquest aspecte, caldria dur a terme una analisi de la contribucio
de les proteines que poden interaccionar amb la histona dH1 al processament dels R-loops.

En aquest sentit, s’han identificat diverses proteines que interaccionen amb la histona dH1 a D.
melanogaster. D’una banda, s’ha descrit que la histona dH1 interacciona amb algunes proteines
ribosomals i hnRNPs [141]. De I’altra, també es pot aconseguir alguna informacio del Drosophila Protein
Interaction Map (DPiM), un projecte que pretén establir un mapa complert d’interaccions entre proteines
basat en ’aillament i analisi mitjancant espectrometria de masses dels complexos proteics obtinguts per
co-immunoprecipitacid (ColP) associats a proteines marcades amb epitops de forma individual [176].
Aquesta base de dades permet consultar quines proteines s’ha observat que interaccionen amb una
proteina concreta de D. melanogaster mitjangant la metodologia explicada. Malgrat no haver-se realitzat
aquest assaig amb el marcatge de la histona dH1, la base de dades permet identificar amb quines de les
proteines analitzades fins al moment s’hi ha detectat associada la histona dH1 en les ColPs. En realitzar
aquesta cerca, s’obté una llarga llista de proteines amb les quals ha coimmunoprecipitat la histona dH1,
algunes de les quals presenten o estan relacionades amb proteines que presenten activitats enzimatiques
que podrien participar en una hipotética prevencié de I’acumulacié d’R-loops dependent d’histona dH1
(Taula 7).

L’acumulacié anomala d’R-loops sovint és el resultat d’alteracions en factors implicats en el
procés de transcripcio [88, 89, 123]. En aquest sentit, es sap que mutacions en diverses proteines d’unid a
I’'mRNA implicades en la biogenesi de les complexos ribonucleoproteics formats per ’'mRNA i proteines
d’unié a ’'mRNA donen lloc a una acumulacié d’R-loops. D’altra banda, alteracions en proteines amb
activitat helicasa d’RNA:DNA, ribonucleasa d’RNA:DNA o topoisomerasa també poden tenir el mateix
efecte. Per exemple, en cél-lules humanes s ha descrit que alteracions en les proteines ASF, AQR, SETX,
BRCA1, BRCA2 o la topoisomerasa I provoquen una acumulacié d’aquestes estructures [87, 118, 121,
124, 125]. Totes aquestes alteracions provoquen una retenciéo anomala de la cadena d’RNA sobre el DNA
donant lloc a la formacié d’R-loops. En relacié amb aixd, existeixen diverses proteines que interaccionen
amb la histona dH1 que presenten alguna d’aquestes activitats. Totes aquestes proteines son possibles
candidats a prevenir una acumulacié anomala d’R-loops de forma dependent d’histona dH1. Tot i aixi,
donat que el dany induit per I’acumulacié d’R-loops observat en deplecionar la histona dH1 es concentra
a I’heterocromatina, hi ha algunes proteines que presenten una activitat important a 1’heterocromatina i

son per tant els candidats més directes a poder exercir aquesta hipotética funcié de prevencidé de
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I’acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina dependent d’histona dH1. Entre elles, trobem les proteines

hnRNP36 (Hrb87F), hnRNP48 (Hrb27C) i Su(var)2-10 (Fig. 67).

Proteines que interaccionen amb la histona dH1 segons el DPiM relacionades amb activitats

enzimatiques que podrien estar implicades en la prevencio de I’acumulacio d’R-loops

Activitats enzimatiques

Simbol Jom propies o relacionades
Upfl up-firameshift suppressor 1 Helicasa d’RNA
Su(var)2-10 Suppressor of Variegation 2-10 Helicasa d’RNA
1(2)35Df Lethal (2) 35 Df Helicasa d’RNA
Dbp21E2  DEAD box protein 21E2 Helicasa d’RNA
Hel25E Helicase at 25E Helicasa d’RNA
Dbp73D Dead box protein 73D Helicasa d’RNA
CG9630 - Helicasa d’RNA
CG7878 - Helicasa d’RNA
CG6227 - Helicasa d’RNA
CG4901 - Helicasa d’RNA
CG3561 - Helicasa d’RNA
rept Reptin Helicasa de DNA
Psf3 polypyrimidine tract-binding protein (PTB)-associated splicing factor 3 Helicasa de DNA
pont pontin Helicasa de DNA
McemS5 Minichromosome maintenance 5 Helicasa de DNA
Mcm7 Minichromosome maintenance 7 Helicasa de DNA
scf supercoiling factor DNA topoisomerasa
pho pleiohomeotic DNA topoisomerasa
thocS THO complex subunit 5 Transport de 'RNA
CG5857 Nucleoporin Ndcl Ortholog (S. cerevisiae) Transport de 'RNA
PCID2 PCI domain-containing protein 2 homolog Transport de 'RNA
CG5382 Zinc finger protein-like 1 homolog Transport de 'RNA
CG4572 - Transport de 'RNA
CG5053 - Transport de ’RNA
CG8671 - Transport de 'RNA
CG11266 = Processament de 'mRNA
CG16941 - Processament de ’'mRNA
CG17540 - Processament de 'mRNA
CG5454 - Processament de ’'mRNA
CG6227 - Processament de 'mRNA
CG6995 - Processament de 'mRNA
U2af50 U2 small nuclear riboprotein auxiliary factor 50 Processament de ’'mRNA
asfl anti-silencingfactor 1 Processament de 'mRNA
CG10909 - Processament de 'tfRNA
CG12301 - Processament de 'tTRNA
NHP2 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2-like protein Processament de 'tTRNA
CG1542 - Processament de 'tTRNA
CG6712 - Processament de I’TRNA
dbe Dribble Processament de ’tTRNA

Taula 7. Llista de proteines en que s’hi ha detectat associada la histona H1 segons la base de dades del projecte DPiM que presenten o poden
interaccionar amb altres proteines que presenten activitats enzimatiques que podrien estar implicades en la prevencié de I’acumulacié d’R-

loops. Es mostra el simbol del gen, el nom del gen i els processos amb que han estat relacionades cadascuna d’aquestes proteines.

A les cel-lules eucariotes, els transcrits naixents que son produits per ’RNA polimerasa II sén
sotmesos a un processament extens abans no es produeix un mRNA funcional. Aquests precursors
d’mRNA es coneixen com a acids ribonucleics nuclears heterogenis (hnRNAs), un terme que sovint és
sinonim de pre-mRNA [177]. Cal afegir, perd, que només un grup d’aquests hnRNAs serveixen com a
precursors de I’'mRNA. Des del moment en que els hnRNAs son produits per ’RNA polimerasa I1 i fins a

la seva maduracié a mRNAs, els hnRNAs estan associats a grans complexos proteics. Col-lectivament,
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aquestes proteines d’uni6 a hnRNAs s’anomenen hnRNPs [177]. Aquestes proteines son multifuncionals.
Participen en processos com I’splicing, i sén essencials per a una correcta exportacio, localitzacio,
traducci6 i estabilitat de 'mRNA. En la mateixa linia, la proteina Su(var)2-10 també podria estar
implicada en el processament del pre-mRNA. Bioinformaticament s’ha predit que es podria unir a
helicases d’RNA del tipus DEAD/H-box (FlyBase, 1992), per la qual cosa és possible que es tracti d’una
proteina important alhora de reclutar helicases d’aquest tipus que evitin una retencié anomala de la
cadena d’RNA naixent sobre la cadena de DNA motlle. Tan en un en el cas de la proteina Su(var)2-10
com en el de les proteines hnRNPs, la seva inaccié podria provocar una acumulacié d’R-loops, igual com
s’ha vist per multitud de factors implicats en el processament del pre-mRNA [108].

A més a més, també existeixen diverses evidéncies que suggereixen que aquestes proteines
exerceixen la seva funcié, o part d’ella, a I’heterocromatina. En primer lloc, s’ha descrit que totes tres
proteines estan presents a I’heterocromatina. En preparacions de cromosomes politénics s’ha observat un
clar senyal de totes tres proteines a la regi6 del cromocentre, suggerint la seva preseéncia a
I’heterocromatina [178-180]. En segon lloc, també¢ ha estat demostrat que almenys dues d’elles, Su(var)2-
10 i hnRNP36, actuen com a supressors de la variegacio [178, 179]. En el cas de ’hnRNP48§, no s’ha
estudiat si podria actuar en aquest sentit, perd tenint en compte que existeix una acumulacié important de
la proteina al cromocentre en cromosomes politénics és molt probable que aixi sigui també. Per tant,
sembla que es tracta de proteines que presenten una part important de la seva activitat a
I’heterocromatina.

En resum, hnRNP36 (Hrb87F), hnRNP48 (Hrb27C) i Su(var)2-10 soén clars candidats a exercir
aquesta funcié de prevencié de 1’acumulacido d’R-loops dependent d’histona dH1 ja que a més
d’interaccionar amb la histona dH1 i presentar unes activitats enzimatiques importants de cara a evitar
I’acumulaci6 d’R-loops també es tracta de proteines que concentren part de la seva activitat a
I’heterocromatina.

Malgrat trobar-se distribuida per tot el genoma, els resultats obtinguts en aquest treball posen de
manifest que la histona dH1 és necessaria per a evitar 1’acumulacié dels R-loops principalment a
I’heterocromatina. En aquest sentit, els experiments d’immunolocalitzacié duts a terme en cél-lules SL2 i
en cromosomes politénics posen de manifest que en deplecionar la histona dH1 hi ha una acumulacié
d’aquestes estructures preferentment a I’heterocromatina, tot i tractar-se de técniques amb un poder de
resoluci6 a nivell genomic limitat. En ambdds casos, perd, no s’observa un augment important del senyal
de I’anticos S9.6 fora de I’heterocromatina en deplecionar la histona dH1. Probablement, aquesta
restriccié de la prevencidé de I’acumulacié d’R-loops a 1’heterocromatina estigui lligada a la funcio de
silenciament genic de les regions heterocromatiques descrita per la histona dHI1. Ha estat ampliament
descrit que la deplecié de la histona dH1 provoca una sobreexpressid gendmica principalment de
I’heterocromatina, sense afectar practicament 1’expressi6 de les seqiiéncies eucromatiques. En aquest
sentit, podria ser que en deplecionar la histona dH1 hi hagués una tendéncia a formar R-loops
preferentment en aquelles regions que resulten sobreexpressades, ¢és a dir, les seqiiencies
heterocromatiques. Tot i aixi, els resultats obtinguts en aquest treball posen de manifest que la
sobreexpressid de I’heterocromatina és necessaria perd no suficient per donar lloc a una acumulacié d’R-

loops en aquestes regions, donat que en deplecionar HPla també hi ha una sobreexpressio de les
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seqiiéncies repetitives pero, en aquest cas, no dona lloc a una acumulacié d’R-loops, probablement degut
a que la histona dH1 pot estar present. Per tant, és molt probable que en deplecionar la histona dH1 és
formin R-loops fruit de la sobreexpressio de I’heterocromatina i de la impossibilitat de reclutar alguna de
les activitats enzimatiques préviament mencionades (Fig. 67A). En deplecionar HP1a, també es donaria
una sobreexpressid de les seqiiéncies repetitives que podria donar lloc a una acumulacié d’R-loops perd
en poder-se reclutar aquestes activitats enzimatiques que previndrien 1’acumulacié d’R-loops, no es

donaria una acumulacié d’aquestes estructures a 1’heterocromatina (Fig. 67B).
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Figura 67. Hipotétic model que explicaria perqué la deplecio de la histona dH1, pero no la d’HP1a, provoca una acumulacié d’R-loops
a ’heterocromatina. A) En deplecionar la histona dH1, hi ha una sobreexpressio de les seqiiéncies heterocromatiques que dona lloc a una
acumulacio d’R-loops en aquestes regions que no pot ser evitada mitjangant el reclutament d’alguna activitat enzimatica (Su(var)2-10,
hnRNP36, hnRNP48,...) implicada en la prevencié de I’acumulacié d’R-loops. B) En deplecionar HP1a, també hi ha una sobreexpressio de les
seqiiencies heterocromatiques. En aquest cas, perod, si que es podrien reclutar aquestes activitats enzimatiques gracies a la preséncia de la

histona dH1 i s’evitaria ’acumulacié d’R-loops en aquestes regions.

El reclutament dependent d’histona dH1 d’aquestes activitats enzimatiques que prevenen
I’acumulaci6 d’R-loops podria donar-se a nivell de tot el genoma o estar restringit a I’heterocromatina. En
el primer cas, perd, donat que I’expressié de les seqiiéncies eucromatiques no resulta practicament
alterada en deplecionar la histona dH1, la seva accid6 no seria necessaria en aquest sentit i unicament
resultaria en una acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina. Alternativament, la histona dH1 també

podria induir el reclutament el reclutament d’aquestes activitats enzimatiques especificament a
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I’heterocromatina de forma similar a com fa amb Su(var)3-9. En el cas de Su(var)3-9, s’ha proposat que
el factor diferencial que faria que la histona dH1 reclutés Su(var)3-9 només a les regions en que s’ha de
formar 1’heterocromatina podria ser una major relacié Hl:nucleosoma [74]. De la mateixa manera, la
histona dH1 podria induir el reclutament d’activitats enzimatiques implicades en la prevencio de
I’acumulacié d’R-loops especificament a 1’heterocromatina mitjangant un increment de la relacio
Hl:nucleosoma en aquestes regions. Globalment, tot aixo podria explicar perqué malgrat trobar-se per tot
el genoma, en deplecionar la histona dHI s’observa una acumulaci6 d’R-loops preferentment a
I’heterocromatina.

Finalment, cal destacar que malgrat ’efecte clarament negatiu que té per a la cél-lula de D.
melanogaster una reduccié important del contingut d’histona dH1 descrit en aquest treball, no totes les
cél-lules eucariotes presenten valors similars de la relacié Hl:nucleosoma. A la natura, s’ha observat que
aquest ratio varia entre 0.5 i 1.4 [181, 182]. Per exemple, s’ha observat que aquesta relacio és de 0.5 a
cel-lules mare embrionaries, 0.8 en moltes cel-lules somatiques o incliis 1.3 en eritrocits de pollastre.
Sembla sorprenent que alguns tipus cel-lulars puguin presentar una relaci6 Hl:nucleosoma tan baixa
sense que aixo repercuteixi en l’estabilitat del genoma. D’acord amb els resultats obtinguts en aquest
treball, en aquestes condicions, esperariem que el genoma esdevingués inestable, pero la realitat és que el
genoma es manté estable. Per exemple, les cél-lules embrionaries presenten uns ratios H1:nucleosoma de
0.5, relativament baixos comparat amb altres tipus cel-lulars, perd en cap cas associat a aquest baix
contingut d’histona H1 s’observen fenomens d’inestabilitat gendomica. En el mateix sentit, en cél-lules de
pollastre de la linia DT40 on s’han eliminat totes les isoformes d’histona dH1 s’ha observat que la
viabilitat cel-lular practicament no es veu afectada per la falta d’histona dH1 [183]. En relacio amb
aquestes observacions, es podrien plantejar diverses hipotesis per explicar aquests fenomens. D’una
banda, podria ser que en alguns organismes existeixin altres proteines, a més de la histona H1, capaces de
contribuir en la prevencié de I’acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina. Aquest podria ser el cas de les
cél-lules DT40 de pollastre nul-les d’histona H1. En aquestes c¢l-lules, s’ha observat que hi ha un
augment important de la quantitat ’HMG1/2 [183]. Igual com la histona H1, les proteines HMG (High
Mobility Group) també s’uneixen al DNA connector a prop de 1’eix del nucleosoma on el DNA connector
entra i surt del nucleosoma i poden contribuir a la organitzacié de 1’estructura de la cromatina [184]. En
aquest sentit, podria ser que, en abséncia d’histona H1, hi hagués un augment de les proteines HMG1/2
que podrien substituir parcialment la histona H1 en aquesta hipotética funcido de prevencié de
I’acumulacié d’R-loops a I’heterocromatina. Aixo podria explicar perqué aquestes cél-lules son viables,
tot i que creixen més lentament [183]. En suport d’aquesta possibilitat, recentment també ha estat descrit
a llevat que la proteina de la familia de les HMGs, HMOI, funciona com una histona H1 en aquest
organisme [185]. Alternativament, també podria ser que els nivells d’histona H1 variin entre diferents
tipus cel-lulars fruit, per exemple, dels diferents estats de diferenciacié que poden presentar les cél-lules,
pero sempre mantenint la relaci6 Hl:nucleosoma a per sobre un llindar concret a les seqiiencies
repetitives. De fet, en organismes que presenten un contingut baix d’histona H1, com S. cerevisiae [186],
s’ha observat que efectivament la proteina tendeix a acumular-se a les regions més repetitives, com el
DNA ribosomic [186], on també prevé la hiperrecombinacié [187]. Una situaci6 similar podria donar-se

en les cél-lules embrionaries de mamifer. Aquestes cél-lules presenten unes relacions entorn a 0.5 pero,
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en canvi, viuen perfectament sense patir inestabilitat genomica. Podria ser que al tractar-se de cél-lules
poc diferenciades no necessitessin uns grans nivells d’histona H1 donat que no han d’establir un
programa de diferenciacié concret. Aixo si, malgrat no requerir un elevat contingut d’histona H1 per
ajustar I’expressid génica a un patré de diferenciacié concret, el contingut d’histona H1 en seqiiéncies
repetitives hauria de mantenir-se sempre per damunt d’un minim concret per evitar la generacio de dany
associada a una acumulacié anomala d’R-loops en aquestes regions. D’aquesta manera, globalment les
cel-lules presentarien una relacié H1:nucleosoma baixa, pero el contingut d’histona H1 seria suficient per
evitar ’acumulacié d’R-loops a les seqiiéncies repetitives. De fet, en experiments realitzats al laboratori
emprant cél-lules mare embrionaries de ratoli control i en que s’ha delecionat tres variants somatiques de
la histona H1 [188] s’ha observat mitjangant immunotincions que les cél-lules triplement delecionades
presenten una acumulacié notable del senyal de YH2AX i R-loops que no s’observa a les cel-lules control.
Aquests resultats posen de manifest que malgrat tractar-se de cél-lules que presenten unes relacions
Hl:nucleosoma tipicament baixes, els nivells d’histona H1 son suficients per evitar una acumulacio
anomala d’R-loops que pugui conduir a un escenari d’inestabilitat genomica. Aixo si, en fer baixar el
contingut d’histona H1 encara més per sota d’un llindar concret, no es podria arribar a acumular a les
seqiiéncies repetitives el minim d’aquesta proteina necessari per prevenir la inestabilitat genomica induida
per ’acumulacié d’R-loops.

En resum, els resultats obtinguts posen de manifest que la histona dH1 de D. melanogaster és
necessaria per evitar el dany al DNA i la inestabilitat genomica de I’heterocromatina associat a
I’acumulaciéo d’R-loops. A més a més, també indiquen que la histona dH1 és necessaria per a que
I’heterocromatina es repliqui correctament tard a fase S. D’altra banda, també suggereixen que es podria
tractar d’una funci6 especifica de la histona dH1. El mecanisme molecular a través del qual la histona

dH1 prevé I’acumulacié dels R-loops, pero, no esta clar i calen més experiments en aquest sentit.
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Atenent als resultats obtinguts en aquest treball, s’ha arribat a les segiients conclusions:

)

2)

3)

4)

3)

7)

8)

La depleci6 de la variant somatica de la histona H1 de D. melanogaster, dH1, en la linia cel-lular
SL2 provoca un increment en la reactivitat de 1’anticds contra YH2Av, una marca epigenética
associada al dany i, sense que la reparacio del dany estigui afectada, un augment de la quantitat

de trencaments en la cadena de DNA.

El dany genomic generat per la deplecid de la histona dH1 s’acumula principalment a
I’heterocromatina. Mitjangant immunoprecipitacié de la cromatina amb anticossos contra YH2Av
s’observa que aquesta modificacid es troba enriquida en transposons, satel-lits, repeticions
simples i DNA ribosomic. A més a més, aquest senyal presenta una clara tendéncia a colocalitzar

amb HP1a, una proteina estructural de I’heterocromatina.

Tant en les cél-lules no tractades com en les cél-lules interferides d’histona dH1, existeix una
acumulacio de YH2Av a les regions promotores de gens que s’expressen per sobre la mitjana
d’expressio a cél-lules SL2 i es troben majoritariament en regions pericentromeriques. En aquest

cas, no s’observa un augment en la intensitat d’aquest senyal en deplecionar la histona dH1.

En condicions de depleci6 d’histona dHI, s’observa un major nombre d’intercanvis entre
cromatides germanes. Aquest increment posa de manifest que el genoma és inestable en aquestes

condicions i presenta un fenomen d’hiperrecombinacié somatica.

El dany ocasionat per la deplecio de la histona dH1 també provoca alteracions a mitosi amb un
augment notable de la quantitat de foci de YH2Av en cromosomes metafasics i problemes en la
segregacio dels cromosomes, probablement com a resultat de 1’estrés replicatiu causat pel déficit

en histona dH1.

Conjuntament amb 1’acumulaci6é de dany al DNA, la depleci6 de la histona dH1 també provoca
una acumulaci6é d’R-loops. Aquests R-loops son la causa principal del dany al DNA generat en

interferir I’expressio de la histona dH1.

L’acumulacioé dels R-loops és detectable a la fase G1 i provoca la generacio de dany al DNA
principalment durant la fase S del cicle cel-lular, suggerint que la replicacié del DNA és

necessaria per a la generacio del dany.

La replicacio del DNA també esta alterada en condicions de deplecié d’histona dH1. Quan
s’interfereix aquesta proteina es pot observar un increment en el nombre de cél-lules en
replicacid i que les seqiiencies heterocromatiques passen a replicar-se anormalment d’hora a fase

S enlloc de fer-ho tard com seria normal.
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9) Igual com succeeix en interferir I’expressi6 de la histona dHI1, la depleci6 d’HPla també
provoca la sobreexpressio de les seqiiéncies heterocromatiques. En aquest cas, perd, no
s’observa ni una acumulacié d’R-loops ni un augment del senyal de dany al DNA (yH2Av) a

I’heterocromatina.

10) En conjunt, els nostres resultats indiquen que la histona dH1 prevé la generacié de dany al DNA

induida per una acumulacié anomala d’R-loops a I’heterocromatina.
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Eukaryotic genomes are structured in the form of chromatin with the help of a set of five small basic proteins, the
histones. Four of them are highly conserved through evolution, form the basic unit of the chromatin, the
nucleosome, and have been intensively studied and are well characterized. The fifth histone, histone H1, adds
to this basic structure through its interaction at the entry/exit site of DNA in the nucleosome and makes an essen-
tial contribution to the higher order folding of the chromatin fiber. Histone H1 is the less conserved histone and

the less known of them. Though for long time considered as a general repressor of gene expression, recent studies
in Drosophila have rejected this view and have contributed to uncover important functions on genome stability
and development. Here we present some of the most recent data obtained in the Drosophila model system and
discuss how the lessons learnt in these studies compare and could be applied to all other eukaryotes. This article
is part of a Special Issue entitled: Histone H1, edited by Dr. Albert Jordan.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Chromatin is the structure of the genome in eukaryotic cells. It is or-
ganized by the repetition of a basic unit formed by about 146 bp of DNA
that wraps around a protein octameric core formed by two copies of each
of the so called core histones, H2A, H2B, H3 and H4, and making about
1.65 left-handed turns. The structure of this basic unit, the nucleosome,
has been solved to high resolution using X-ray crystallography [29] and
upon repetition results in the “beads-on-a-string” classical structure of
the eukaryotic genome. An additional histone, the linker histone or his-
tone H1, interacts with the DNA at the entry/exit site, seals the structure
protecting some additional 20 bp, and completes the basic unit of the eu-
karyotic chromatin. Histone H1 is typically about 200 amino acid resi-
dues in length distributed in a short N-terminal domain, followed by
~70-80 amino acids structured in a globular domain and by an unstruc-
tured C-terminal domain of about 100 amino acid residues long highly
enriched in lysines. Histone H1 stabilizes the nucleosome and facilitates
the folding of the nucleosomal fiber into higher-order structures
(reviewed in [3,18,40]). To date, the structure of the nucleosome con-
taining histone H1 has not been solved by X-ray crystallography and
the details of how histone H1 interacts are only indirectly known by
other lower resolution techniques. In fact, while there is general consen-
sus that histone H1 interacts with the portion of DNA that is between
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* Corresponding author at: Institute for Molecular Biology of Barcelona (IBMB-CSIC),
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nucleosomal core particles, the linker DNA, there are still discrepancies
on the way it does and its precise location. Thus, several models located
linker histone H1 (or the related chicken-specific linker histone H5)
globular domain sitting on the nucleosome dyad axis and either making
symmetric [1,2,54] or asymmetric contacts with the linker DNA at the
entry and exit sides [2,5,59]. Yet, another study concluded that the orig-
inal model invoking symmetric interaction with the linker DNAs was
correct save that binding of the linker histone globular domain was itself
asymmetric [59]. The apparent discrepancies among these different
studies were likely due to the inherent assumption that different linker
histones bound the same to nucleosome core particles. More recently,
Drosophila histone H1 has been reported to interact with the nucleosome
core particle in a way that is different to the previously published for
other species histone H1, i.e. off-dyad [57]. Finally, the crystallographic
structure of the nucleosome containing the globular domain of histone
H5 at 3.5 A resolution has just been published [58]. The structure con-
firms the location of the globular domain on the dyad axis, the interac-
tion with both DNA linkers (at the entry and exit sides of the
nucleosome), and identified the residues involved. Importantly, these
residues are not conserved among all H1 isoforms and, using a combina-
tion of NMR and sedimentation techniques, the authors demonstrate
that these differences explain their different binding. Moreover, the dif-
ferential binding is shown to affect the degree of compaction of the chro-
matin and allows the authors to show that while human H1.0 and
chicken H5 bind on-dyad axis and generate a highly compacted chroma-
tin, human H1.4 and Drosophila H1 bind off-dyad axis and compacted
chromatin to a lesser extent. An important prediction from this work is
that human H1x and HILS1 (a germ-line specific linker histone), and
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Drosophila germ-line specific BigH1 (see below) may still present alter-
native new nucleosome binding modes. Therefore, an important conclu-
sion is that different H1 isoforms bind different and fold chromatin to
form different higher-order structures [58]. These differences suggest
implications for chromatin dynamics in vivo and will highlight the im-
portant contribution of the Drosophila model system on the study of
the formation of higher-order chromatin structures in the absence of his-
tone H1 isoforms.

In this review, we will focus on the lessons we have learnt from the
study of histone H1 in the fruit fly Drosophila melanogaster and their rel-
evance to all other eukaryotic species.

2. Lesson 1: a single somatic H1 is enough to support complex
developmental programs

Metazoans typically present several somatic histone H1 isoforms
(seven in vertebrates: H1a, b, ¢, d, e, 0 and X in mouse; H1.1, H1.2, H1.3,
H1.4, H1.5, H1.0 and H1.X in human) and at least a germline histone H1
isoform (four in vertebrates: three in testis H1t, T2, HILS1; one in oocytes
H100), all of them single copy genes in vertebrates located outside the
core histones repeats. Some of them show a cell cycle-dependent expres-
sion at S phase in coordination with DNA replication and standard core
histones (e.g. H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, and H1.5, in human), while others
are expressed out of S phase (e.g. H1.0 and H1.X in human), similarly as
some other core histone variants do (e. g. H3.3) and are more related to
differentiation states (reviewed in [18]). While recent data on genome-
wide distribution of human histone H1 isoforms have shown some pref-
erences [30,33], the existence of several somatic isoforms in vertebrates
has led to the proposal they are partly redundant. Indeed, knockout of
one or even two different histone genes has been shown to have no phe-
notype in mice [13,46]. However, a triple histone H1 gene knock-out, af-
fecting Hlc, d and e isoforms, results in death at embryo stages,
suggesting that the four other isoforms present could not compensate
for their lack [12]. Notably, embryonic stem cells have been isolated
from triple knock-out mice and can be maintained in culture without
displaying any abnormal phenotype clearly indicating that a 50% reduc-
tion in histone H1 content is not lethal to cells [12]. However, these
cells are more resistant to spontaneous differentiation [56]. Another re-
port showed that complete removal of all histone H1 somatic isoforms
in chicken DT40 cell line only results in slow growth clearly indicating
that in this cell line H1 histones are not required for cell life [19]. Together
these results raise the intriguing question that all H1 histones might be
dispensable for cellular life although they are required for metazoan de-
velopment and differentiation.

At a difference, in D. melanogaster a single somatic histone H1 gene,
present in about 100 copies (Chr. II), is necessary and sufficient to allow
complex developmental programs (Fig. 1). Histone H1 genes are located
inside the core histone repeat between H2B and H3 genes and this

disposition and the overall organization of the histone gene cluster is con-
served in all Drosophila species [35,41]. Each repeat contains all regulato-
ry sequences to allow expression of each histone genes. Recent reports
making use of a novel approach have shown that only twelve histone re-
peats are enough to recapitulate normal histone expression levels in flies
suggesting that likely not all copies are functional [17,31]. Since with this
promising technique engineered repeats can be tested, the contribution
of the different domains and residues of every histone can be assayed
in vivo. Thus, it has already been reported that histone supply regulates
S phase timing and cell cycle progression in Drosophila and also the con-
tribution of certain lysines to replication, viability and cellular identity
[31].

While in Drosophila virilis three highly similar histone H1 variants
have been described (>95% identity among them) they do not seem
to be orthologs to the vertebrate variants. Indeed, in D. virilis the histone
repeats are split into three different locations where the three
histone H1 variants are located as multicopy genes, likely as a result of
recombination/transposition during evolution [35] and, so far, they
should be considered as point mutations. Therefore, it can be concluded
that the presence of a single somatic histone H1 isoform appears as a
common feature of Drosophila species.

Notably, despite the insertion of histone H1 gene into the histone re-
peats, regulation of histone H1 expression is rather independent of core
histones. In fact, Drosophila histone H1 genes are TATA-less (at a
difference to the main human histone H1 isoforms [32]) and use TRF2
(TBP-related factor 2) instead of TBP (TATA-binding protein) that it is
used for the TATA box-containing core histone genes (Fig. 1) [22]. A ro-
bust presence of TRF2 is detected on histone H1 genes all along the cell
cycle suggesting that histone H1 might be expressed and regulated differ-
entially to core histones on which RNA pol I and TBP accumulated at the S
phase [22]. Indeed, histone H1 is transcribed throughout S phase whereas
core histones are only transcribed in a short but intense pulse during early
S phase. Importantly, aside from using TBP and TFIIA, other components
of the transcription machinery used for core-histones transcription ap-
pear to be different from the used for all other RNA pol Il genes. Another
important difference is in the mRNAs half-life that is much shorter for H1
transcripts than for core-histones transcripts [ 16]. Thus, expression of his-
tone H1 and core histones, while it must be coordinated at certain point, it
also looks like that it must be uncoupled, possibly in a developmental-
specific and/or cell type-specific manner. On the other hand, histone ex-
pression must be tightly regulated because excess of histones results in
cytotoxic effects via multiple mechanisms as shown in yeast [43]. In this
respect, a recent report showed that overexpression of a fusion histone
H1-GFP in flies using the UAS/GALA4 system is only limited. Moreover, it
is compensated by a decrease in endogenous H1 expression so that
about normal amounts of total H1 are obtained. Remarkably, ectopically
expressed H1-GFP fusion protein incorporated to chromatin and no free
H1-GFP could be detected. Altogether, these results suggest a tight control

Chr. 3

BigH1

(=100 per haploid genome)

(1 per haploid genome)

Fig. 1. Genomic organization of Drosophila melanogaster histone genes on chromosomes 2 (somatic histones) and 3 (germline histone dBigH1, showing a small intron). For somatic his-

tones the use of TBP/TRF2 is indicated, for germline dBigH1 is unknown.



528 A. Bayona-Feliu et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1859 (2016) 526-532

of H1 protein levels [45]. Core histone expression out of S phase is restrict-
ed to the single gene core histone variants located away from the histone
repeats in all species including flies [21]. Interestingly, a crosstalk between
histone variants H2Av and H3.3 and replication-dependent core histones
has been reported in flies. The absence of H2Av prevented cleavage/
polyadenylation of core histones pre-mRNAs because U7 snRNP, which
is involved in core histones pre-mRNA maturation, fails to accumulate
at the histone locus [51]. As expression of all histones is balanced and is
a feature of the differentiation state, similar crosstalk between all of
them should be expected. Also, since in Drosophila no somatic histone
H1 variants exist, it would be interesting to study if there is histone H1
transcription out of S phase and how a balanced expression of histone
H1 with respect to core histones is achieved (Fig. 2).

Drosophila demonstrates that a single somatic histone H1 isoform is
enough to allow the complex development of metazoans and that
histone H1 is essential because even a partial depletion in the whole
organism already causes strong lethality [27,44,50]. From an evolutionary
point of view Drosophila is unique among metazoans and looks like a sim-
plified situation because while unicellular eukaryotes like Saccharomyces
cerevisiae and Tetrahymena thermophila contain a single histone H1
isoform, metazoans usually present several H1 isoforms. Thus,
Caenorhabditis elegans has eight, Xenopus laevis has five, Danio rerio has
four and, in plants, Nicotiana tabacum has six [23]. Since similar to all eu-
karyotes Drosophila also presents core histone variants, the question of
whether histone H1 variants appeared later in evolution or whether Dro-
sophila have lost them during evolution is still unclear.

3. Lesson 2: germline development requires dedicated H1 isoforms

While for a long time presumed to be missing, Drosophila also presents
a histone H1 germline-specific isoform encoded in a single-copy gene
(dBigH1, CG35009, Chr. IIT) [38]. Germline-specific H1s have been reported
in most metazoan species analyzed to date from echinoderms, echiura,
and Drosophila to zebrafish, frogs, and mammals. In many cases, oocyte
and testis-specific variants have been described, and the oocyte variants
usually persist during the first stages of embryo development. In the sea
urchin, a specific Cs-H1 variant, which is synthesized during oogenesis
and deposited in the mature egg, is detected in the early embryo during
the first cleavage stages before being replaced by somatic H1s. Oocyte-

specific H1 variants that persist during early embryogenesis have been
also identified in echiura (H1M), Drosophila (dBigH1), zebrafish (H1M),
Xenopus (B4/H1M), and mammals (H1o0) (see [37] for a recent review).
In general, oocyte H1 variants are detected in the early embryo until the
zygotic genome is activated (ZGA). At ZGA, oocyte H1 histones are gener-
ally replaced by somatic H1 variants. In Drosophila, this replacement oc-
curs in all cells except in the primordial germ cells (PGC), which retain
dBigH1 [38]. Expression of testis specific histone H1 variants is much
more complex and frequently several variants exist. In Drosophila, the oo-
cyte and early embryo dBigH1 variant is also present in testis, where its
expression is largely restricted to spermatocytes [38]. Again in Drosophila,
a single germline specific histone H1 variant, dBigH1, is enough. This var-
iant presents an overall H1-like structure composed of three domains. A
central winged-helix domain (WHD) bears resemblance to the central
globular domain of histones H1 and is presumably globular. dBigH1 C-
terminal domain is less rich in lysines than the same domain for somatic
histone H1. On the other hand, the C-terminal tail shows a relative enrich-
ment of R versus K residues and is presumably unstructured similar to so-
matic histone H1 C-terminal domain. At a difference, the N-terminal
domain is much longer and presents a highly acidic subdomain contain-
ing about 90 additional amino acids. Remarkably, dBigH1 sequence does
not show a high similarity to somatic histone H1 but it is similar to
dBigH1 of several other Drosophila species (Fig. 3). Interestingly, most of
them share the track of acidic residues at the N-terminus but not all.
This is also a feature observed in many germline-specific histone H1 var-
iants up to vertebrates and a subject of high speculation in the field. Nota-
bly, C. elegans germline variant H1.1/HIS-24 constitutes an exception
since, being also present in somatic tissues, has a structural organization
resembling that of somatic H1 histones.

Unlike somatic histones H1, germline H1 variants are usually
encoded by intron containing genes and their transcripts have long
UTRs and are polyadenylated. In fact, dBigH1 usually presents a small
intron in many Drosophila species (and two small ones in Drosophila
persimilis and Drosophila grimshawi). In addition, Drosophila germline
H1s genes are single copy genes located outside of the histone clusters,
where somatic H1s are generally located.

In the embryo, dBigH1 presents a strong maternal effect because it is
mainly transcribed in ovaries. However, zygotic transcription during the
first 2 h after fertilization has been reported under certain mutant
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Fig. 2. Histone expression is balanced. Divided in four groups, histone transcription is indicated. Two-sense arrows indicate either known or likely expected coordinated expression be-
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Fig. 3. Sequence alignment of dBigH1 ortholog proteins from several Drosophila species (see Fig. 5 for description of Drosophila species). Residues in red are highly conserved; residues in

blue are moderately conserved; residues in black are not conserved.

conditions and the presence of elongating RNApol II has been detected
on its promoter region in 0-2 h embryos [38]. Whether dBigH1 tran-
scription is TBP or TRF2 dependent is unclear at present. However,
dBigH1 promoter presents a consensus TATA box 17 bp upstream the
TSS although no signal for TBP was reported in the modENCODE_5022
ChiIPseq performed using 0-8 h embryos. On the other hand, there is
no data available for TRF2 on early embryos, only for Drosophila
Schneider S2 cell line in which dBigH1 is not expressed [22].

dBigH1 regulates ZGA in Drosophila. Thus, the lack of dBigH1 results
in activation of elongating RNA pol Il and premature zygotic transcrip-
tion of genes normally repressed in wild type embryos. Moreover, the
lack of dBigH1 produces a prominent staining of YH2Av (a bona fide
marker for double strand DNA breakages (DSB)) and important mitotic
defects [38].

Thus, Drosophila results seem to confirm that all metazoans will like-
ly contain and need at least a germline histone H1 variant and provides
a function for dBigH1 in specifically keeping genes silent prior to ZGA.

4. Lesson 3: somatic histone H1 is required to silence heterochromatin

The fact that somatic histone H1 is a unique isoform in Drosophila
(although encoded by a multicopy gene) has simplified the study of his-
tone H1 functions by allowing a general knockdown using the UAS-GAL4
system in combination with RNAi techniques. Using this approach sever-
al groups came to several important conclusions. Firstly, and contrary to
the extended opinion that histone H1 was a general repressor, depletion
of histone H1 does not lead to a general de-repression and to increased
transcription. Instead, only few genes are up-regulated, mainly transpo-
sons, clearly suggesting that a primary function for H1 is on transposon
silencing. Notably, up-regulated genes are usually silent genes preferen-
tially located in heterochromatic regions [50] but, notably, some genes
usually active in heterochromatic environments (like concertina, light
and rolled) show down-regulation [27]. Moreover, histone H1 is essential
for Drosophila because reduction of histone H1 content below a certain
level is lethal for flies. Using tissue-specific conditions, histone H1

depletion has been shown to have a strong effect on the structure and
alignment of salivary gland polytene chromosomes and on wing devel-
opment [27,44,50]. Notably, similar phenotypes were also observed by
the loss of function of the ISWI chromatin-remodeling factor that was
proposed to regulate histone H1 association to salivary gland interphase
chromosomes but not in replicating nuclei [44]. Also, histone H1 behaves
as a suppressor of position effect variegation and is an essential compo-
nent of pericentric heterochromatin. Histone H1 depletion was shown
to affect the localization of HP1a and H3K9me2, two major markers of
pericentric heterochromatin. In fact, while in wild type salivary gland
polytene chromosomes HP1a and H3K9me2 accumulate at the chromo-
center, a single spot where pericentric heterochromatin concentrates, in
H1-depleted cells HP1a appears in two or more discrete and smaller
spots in which H3K9me2 could not be detected anymore. Interestingly,
HP1a and H3K9me2 protein levels increased in histone H1-depleted
cells but their new distribution was not analyzed genomewide. HP1a
was previously shown to specifically recognize H3K9me2. The lack of
co-localization in histone H1-depleted conditions suggested that HP1a
is deposited on polytene chromosomes by a mechanism not requiring
H3K9 dimethylation [27]. Histone H3K9 dimethylation is carried out by
lysine methyltransferase Su(var)3-9. Notably, Su(var)3-9 overexpres-
sion partially restores the reduced viability of flies caused by histone
H1 depletion and Su(var)3-9 mutation enhances lethality caused by
moderate histone H1 depletion. Moreover, since histone H1 directly in-
teracts with both HP1a and Su(var)3-9 in D. melanogaster, it has been
proposed that histone H1 can specifically recruit Su(var)3-9 to chroma-
tin where it will methylate lysine 9 of histone H3 [28]. While by this
mechanism the formation of heterochromatin might be explained it
should be reminded that histone H1 is near ubiquitous in the genome
while not all genome is heterochromatic. Since a higher abundance of
histone H1 in heterochromatin has been reported [15,24,52] it was
suggested that heterochromatin formation would be histone H1
concentration-dependent [28]. At this respect, a recent genome-wide
analysis in Drosophila S2 cells confirmed that H1 preferentially accumu-
lates at silent and heterochromatic regions. A reciprocal binding of
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histone H1 and the architectural protein HMGD1 was shown, HMGD1
concentrating close to HS (DNAse I hypersensitive sites, regions of
open chromatin) and H1 concentrating far away from them, although
both proteins can be found everywhere [36].

Recently, STAT92E (the only STAT protein in Drosophila) has been re-
ported to interact directly and extensively with histone H1 and to be in-
volved in the establishment or maintenance of a certain kind of
heterochromatin structure independent of the H3K9 methylation by
Su(var)3-9. Histone H1 appears to recruit STAT92E because histone
H1 depletion causes the chromosomal loss of STAT92E, while neither
depletion nor hyperactivation of STAT92E have any effect on histone
H1 localization [55]. This study suggested the existence of at least two
pathways of heterochromatin formation (Fig. 4), one involving HP1a
and Su(var)3-9 and the other involving STAT92E and HP1a. The authors
propose histone H1 to direct heterochromatin formation in both of
them through direct interactions with HP1a, STAT92E and Su(var)3-9
[55]. However, it is still unclear what finally dictates heterochromatin
formation at certain regions but not everywhere in the genome and
how are the two pathways selected.

Histone H1 association to chromatin is highly dynamic in Drosophila,
with half of the H1 undergoing exchange within 50 s, slightly faster
than in mammalian cells that is in the few minutes range [34,44]. Similar
to core histones, H1 dynamics in chromatin has been shown to rely on the
use chaperones and remodeling complexes. Thus, histone H1 is expected
to be assembled and removed in a controlled way. A candidate to carry
out the job might be the ATP-dependent chromatin-remodeling factor
ISWI. Expression of a negative dominant form of ISWI results in a
dramatic alteration in higher-order chromatin structure affecting de-
condensation of both mitotic and polytenic chromosomes and causing a
significant reduction in the level of the histone H1 associated to chroma-
tin in vivo without causing defects in nucleosome assembly [9]. Another
experimental evidence links histone H1 dynamics to the chromatin
remodeler CHD1. Loss of CHD1, an ATP-dependent chromatin remodeler,
results in alterations of global chromosome structure and in an increase of
HP1a. Overexpression of CHD1 decreases HP1a levels and disrupt higher

Two pathways to heterochromatin formation
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Fig. 4. Scheme of the two pathways to heterochromatin assembly proposed in Drosophila.
Heterochromatin is assembled by histone H1 recruitment of Su(var)3-9 which in turn
methylates histone H3 K9 and helps recruiting HP1a through interaction with
2,3meK9H3 and histone H1 (left) or through recruitment of HP1a by the action of
STAT92E and then interaction with histone H1 (right). Nucleosome cores are depicted as
4-color circles (for histones H3, H4, H2A and H2B, where H3 is indicated in gray). Red di-
amonds indicate di-,tri-methylation of H3K9 introduced by Su(var)3-9 lysine methyl
transferase activity (see text).

order chromatin structure while overexpression of an ATPase inactive
mutant does not suggesting that the action is through chromatin remod-
eling [7]. The connection to histone H1 has been recently suggested by a
genetic screen performed to obtain modifiers of the lethal phenotype of
histone H1 depletion in Drosophila. Among other miss-expression alleles,
CHD1 was shown to strongly suppress the reduced viability phenotype. It
was also shown that histone H1 and CHD1 have common transcriptional
regulatory programs in vivo [25]. Altogether, while these results are
showing interesting correlations it is unclear at present if they represent
a direct effect.

In mammals a similar picture is emerging but the presence of several
isoforms makes it more complex. Thus, the interaction between HP1a
and histone H1.4 has been shown to take place through methylated
K26 of histone H1.4 and be blocked by the simultaneous phosphoryla-
tion of S27 by Aurora B. [8,10,20]. HP1ax was recently shown to interact
also with histone H1.2 8], which is enriched in lamina-associated chro-
matin domains, that correlate with gene repression, and intergenic re-
gions [33]. Furthermore, the phosphatase PTEN, a tumor suppressor,
was found to regulate chromatin condensation. PTEN was shown to in-
teract with histone H1 and to be required for the correct binding of the
H1-HP1a complex to chromatin and for its maintenance. While the
mechanism of action is not known yet, intriguingly, phosphatase activ-
ity was dispensable [8].

Altogether, the work in Drosophila has contributed decisively to the
current view that histone H1 plays an important role on heterochroma-
tin formation and/or maintenance, and that it is crucial for transposon
silencing.

5. Lesson 4: H1 and genome stability

Experiments carrying out depletion of histone H1 have revealed
strong defects on polytene chromosomes and on heterochromatin as
indicated above. A deeper analysis has shown that reduction in histone
H1 content results in strongly atrophic wings in the adult. Notably, this
phenotype can be partially rescued by ectopic expression of several
human histone H1 isoforms in the fly and also by blocking apoptosis.
Moreover, H1 depletion resulted in the appearance of extrachromo-
somal circular DNA molecules containing rDNA, a feature that is also ob-
served in Su(var)3-9 loss-of-function mutants and that is a direct
indication of genome instability. In addition, H1 depletion resulted in
an increased YH2Av staining suggesting DNA damage [50]. These re-
sults indicate that H1 somehow prevents DNA damage and contributes
to the genome stability. Interestingly, a similar result was reported for
the null mutation of S. cerevisiae histone H1 (HHO1, encoded in the
Hhol gene) because, as in other unicellular eukaryotes, histone H1 is
not essential in yeast [39,42,48]. S. cerevisiae histone H1 is rather pecu-
liar in structure as it shows two globular central domains instead of the
one observed for all metazoans H1 histones. But also its abundance, es-
timated between one molecule every four nucleosomes to one every 37
depending on the studies, is clearly lower than in metazoans [11,14].
While it is present all across the genome a preferential binding to
rDNA has been reported. However, HHO1 does not contribute to repress
rDNA transcription but its deletion induces a hyperrecombination phe-
notype at the rDNA locus [11,26]. A much higher chromatin enrichment
of HHO1 has been observed during sporulation, a process in which it has
been proposed to play a dual role as contributing to spore genome com-
paction and by facilitating the onset of meiosis [6].

While the precise mechanisms that histone H1 uses to prevent ge-
nome instability are still unknown, further work in flies is expected to
provide an appropriate explanation in the coming years.

6. Lesson 5: Histone H1 is heavily modified
Drosophila core histones present many posttranslational modifica-

tions (PTMs) and several of them have assigned roles similarly as for
many other eukaryotes. For linker histone H1 much less is known and
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Fig. 5. Histone H1 PTMs take place on highly conserved residues in Drosophila species. Sequence alignment of histone H1 ortholog proteins from several Drosophila species with indication
of residues posttranslationally modified (yellow boxes) as reported in S2 cell line [4]. Dmel: D. melanogaster; Dsim: D. simulans; Dtei: D. teissieri; Dmau: D. mauritiana; Dore: D. orena; Dere:
D. erecta; Dsec: D. sechelia; Dyak: D. yakuba; Dana: D. ananassae; Dper: D. persimilis; Dhyd: D. hydei; Dvir: D. virilis; Dgri: D. grimshawi; Dwil: D. willinstonii. Residues color code as for Fig. 3.

essentially no information on their role is available yet. A comprehen-
sive study in mouse and human cells showed histone H1 variants to
be rich in PTMs as well [53]. In Drosophila a systematic study performed
with histone H1 from S2 cells revealed many PTMs including mono- and
di-methylation, acetylation, phosphorylation, and ubiquitination [4]. In-
terestingly, most of them concentrate on the N-terminal and globular
domains although a few were mapped to the C-terminal domain as
well. Also remarkable is the high degree of conservation of the residues
affected by PTMs in Drosophila species (Fig. 5). While characterization of
all of them is still pending, dimethylation of K27 appeared to be partic-
ularly interesting because of its cell-cycle dependent behavior with a
strong accumulation at G2/M. Notably, this residue appears to be highly
conserved in somatic human histone isoforms H1.1 to H1.5. Moreover, it
has been shown to be also dimethylated in H1.3 and H1.4 and acetylated
in all of them [53]. On the other hand, mammalian histone H1 variants
are highly phosphorylated during mitosis [47]. In Drosophila embryos
major histone H1 phosphorylation takes place at Ser10 and it was re-
ported to decrease as fly embryos progress from 0 to 12 h suggesting
that it could be related to differentiation and/or cell cycle progression
[49]. A recent study, however, showed that overexpression of either a
H1S10A mutant or a H1S10E imitating phosphorylated serine has no ef-
fect on chromatin compaction and polytene chromosome structure and
banding. Only a subtle effect on polytene chromosome size and DNA
content was observed suggesting a potential effect on endoreplication
[45]. Drosophila histone H1 is not heavily phosphorylated in embryos
[49], but since several other phosphorylation sites for H1 were de-
scribed in S2 cells it is still possible that phosphorylation could regulate
histone H1 functions during mitosis [4]. Since Drosophila has no somatic
histone H1 isoforms, it is tempting to speculate that PTMs might con-
tribute to define and/or refine specific roles for Drosophila histone H1
as isoforms seem to specify for vertebrate H1 histones. This goal can

now be directly addressed using the new and powerful genetic tools re-
cently developed in Drosophila [31].

In summary, as a model organism Drosophila has provided highly
relevant information about features, properties, and functions of histone
H1 genes and proteins. In a short future, many more lessons are expect-
ed from its continued study that will have a strong impact on the way
we understand linker histones not only in flies but also in all other
eukaryotes.
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