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1.INTRODUCCION






INTRODUCCION

1.1. Estructura de la cromatina

Las células eucariotas codifican la informacién necesaria para la formacion y
funcionamiento de un ser vivo en el DNA. En la célula eucariota el DNA se encuentra en
el interior del nucleo y puede llegar a medir hasta dos metros en el caso de las células
humanas (Alberts et al., 2002). La asociacion del DNA con diferentes proteinas hace
posible que se pueda empaquetar en el interior del nucleo eucariota y que a su vez
pueda llevar a cabo los procesos en los que esta implicado, tales como la replicacion,
reparacion, recombinacion o transcripcion. Esta asociacién de proteinas al DNA recibe

el nombre de cromatina.

El empaquetamiento del DNA se produce gracias al enrollamiento de 145-147 pares de
bases (pb) alrededor de un octamero de histonas, formado por dos copias de cada una
de las histonas H2A, H2B, H3 Y H4 (revisado en Cutter and Hayes, 2015). Esta
estructura se denomina nucleosoma. Los nucleosomas estan conectados por DNA de
longitud variable que recibe el nombre de DNA internucleosomal o espaciador. Esta
estructura se repite a lo largo del genoma y da lugar a una fibra de 10 nm de didmetro

conocida como “collar de perlas” (Figura 1).

Ademas, la histona H1 se une al DNA en los sitios de entrada y salida del nucleosoma,
proporcionando sellado a la estructura y protecciéon de unos 20 pb adicionales. Esta
estructura resultante se denomina cromatosoma (Simpson, 1978). En estudios in vitro
se ha demostrado que la histona H1 promueve y estabiliza la compactacién de la
cromatina en una fibra de 30 nm de diametro (revisado en Hansen, 2002; Robinson and
Rhodes, 2006). La cromatina puede ademas adquirir otras estructuras mediante el
establecimiento de contactos entre secuencias distantes entre ellas a través de

diferentes proteinas (Figura 1) (revisado en Van Steensel, 2011).
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Figura 1. Grados de compactacion de la cromatina. La doble cadena de DNA se enrolla

alrededor del octémero de histonas y da lugar al nucleosoma. El conjunto de nucleosomas
separados por DNA espaciador forma una fibra de 10 nm. La unién de la histona H1 al DNA que
entra y sale del nucleosoma estabiliza la formacion de la fibra de 30 nm. Estas fibras pueden

plegarse en estructuras de 6rdenes superiores (adaptado de Felsenfeld and Groudine, 2003).

Tradicionalmente la cromatina en el nucleo interfasico se ha clasificado en dos tipos
segun su aspecto en el microscopio de campo claro: heterocromatina, con un aspecto
altamente condensado, y eucromatina, con un aspecto mas difuso. En general, la
heterocromatina es una regién pobre en genes y transcripcionalmente inactiva. Por el
contrario, la eucromatina es rica en genes y estos son transcripcionalmente activos
(Alberts et al., 2002).
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1.2. La histona H1

1.2.1. Estructura de la histona H1

La histona H1 tiene una estructura tripartida compuesta por un dominio globular
altamente conservado y dos dominios terminales, el N- y C-terminal, mas variables
(Figura 2A) (Wolffe, 1998). Estos ultimos se consideran dominios desestructurados, ya
que no parecen tener una estructura en solucion, pero adquieren una estructura
secundaria cuando interaccionan con el DNA. Normalmente estos dominios suelen
contener un gran porcentaje de residuos basicos (Hansen et al., 2006; Roque et al.,
2005).

El dominio globular consta de 70-80 aminoacidos y es necesario para la formacion del
cromatosoma gracias a dos sitios de union que permiten el reconocimiento de los duplex
de DNA (Brown et al., 2006; Goytisolo et al., 1996). Este dominio contiene un motivo
llamado winged helix domain (WHD) formado por 3 hélices a'y 3 hojas 3 en orden a3 a
a B B (Ramakrishnan et al., 1993).

Se han propuesto diferentes modelos para la interaccion de la histona H1 con el
nucleosoma. Por ejemplo, la histona H1.5 humana interacciona con el surco menor del
DNA del nucleosoma, se situa simétricamente respecto al eje del nucleosoma y contacta
con 10 pb de cada una de las cadenas de DNA espaciador, la entrante y la saliente
(Goytisolo et al., 1996). Por otro lado, la histona H1 de Drosophila se sitia de una forma
ligeramente asimétrica. Esta histona contacta principalmente con los 10 pb de una de
las cadenas de DNA, aunque puede interaccionar con la otra de forma mas débil (Zhou
et al., 2013). Por ultimo, un tercer modo de unién seria el de la H5 de pollo que también
se une de forma asimétrica, pero en este caso interacciona con las dos cadenas de DNA
(Zhou et al., 2015). Las diferentes formas de unién de la histona H1 al nucleosoma

pueden dar lugar a la formacion de estructuras superiores diferentes (Figura 2).

El dominio C-terminal (CTD) es necesario para la unién de gran afinidad y ayuda a la
estabilizacion de las estructuras secundarias de la cromatina (Allan et al., 1986; Caterino
et al., 2011; Hendzel et al., 2004; Lu and Hansen, 2004). Aunque su secuencia primaria
no esta del todo conservada, si lo estd su composicion aminoacidica, la cual esta
enriquecida en residuos de lisina (K) (revisado en Hansen et al., 2006). La interaccion
del CTD con el DNA es principalmente electrostatica en la que las cargas positivas de
este dominio ayudan a neutralizar las cargas negativas de los grupos fosfato del DNA
(revisado en Harshman et al., 2013; Lu et al., 2009b).
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Figura 2. Estructura de la histona H1 y modos de interaccion con el nucleosoma. A)
Estructura tripartida tipica de las histonas H1. El dominio globular (GD) se encuentra flanqueado
por un dominio N-terminal (azul) corto y C-terminal (verde) mas largo. La estructura se
corresponde a la histona H1.5 y los numeros indican la posicion de los residuos (imagen
adaptada de Bednar et al., 2016). B) Union de la histona H1 al nucleosoma. La unién se puede
dar de forma simétrica o asimétrica, de modo que el dominio globular puede establecer dos o
tres contactos con el DNA. Las diferencias en el modo de unién de las diferentes histonas H1
dan lugar a diferentes grados de compactacién de la cromatina (imagen adaptada de Zhou et al.,
2015).

El CTD puede variar en su longitud, carga y en las modificaciones postraduccionales.
Estas variables se traducen en diferentes modos de regulacion de la formacién de
estructuras superiores (Harshman et al.,, 2013). El CTD puede contener secuencias
S/TPKK (Bharath et al., 2002; Churchill and Suzuki, 1989; Suzuki, 1989) que dan lugar
a giros B que se unen al DNA en el surco menor y median la condensacion del DNA
(Churchill and Suzuki, 1989). La fosforilacion de este dominio en la serina (S) o treonina
(T) afecta a la unién al DNA y a la compactacion. Mientras que una fosforilacion parcial
provoca relajacion de la cromatina, la hiperfosforilacion durante la metafase provoca la

condensacion.

El dominio N-terminal (NTD) es el mas corto, contiene normalmente entre 20 y 35
residuos y es la region menos conservada entre las diferentes isoformas de H1 (Ponte
et al., 1998). Consta de dos subregiones, la mas distal estda compuesta por residuos
hidrofébicos mientras que la regién mas cercana al dominio globular es de caracter

basico (revisado en Roque et al., 2015). Este dominio no parece afectar a la formacion
6
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de estructuras superiores de la cromatina (Allan et al., 1986), sin embargo la afinidad de
la unién a la cromatina puede depender de este dominio (Harshman et al., 2013; Oberg
and Belikov, 2012).

1.2.2. Funcién de la histona H1

Como ya se ha mencionado, la histona H1 se une al DNA en los sitios de entrada y
salida del nucleosoma y ayuda a la formacion y estabilizacién de estructuras superiores
de la cromatina (Ricci et al., 2015; Thoma et al., 1979; Woodcock et al., 2006).
Inicialmente se considerd a la histona H1 como un represor general de la transcripcién
debido a su papel en la compactacién de la cromatina (Schlissel and Brown, 1984;
Shimamura et al., 1989; Ura et al., 1996). No obstante, en los mutantes de H1 de
Saccharomyces cerevisiae, se observa una reduccién de la expresion de algunos genes
en contra de lo esperado (Hellauer et al., 2001). Por otro lado, la reduccién de los niveles
de la histona somatica H1 en Drosophila melanogaster, solo produce cambios en un
numero reducido de genes (Vujatovic et al.,, 2012). De forma similar, en células
embrionarias de raton, la reduccién del contenido de H1 al 50% solo afecta a un pequefio
porcentaje de genes, la mayoria de los cuales se encuentran mas expresados, aunque
algunos también ven su expresion disminuida (Fan et al., 2005). En el caso de las
variantes humanas, la deplecidén de distintas variantes en células Unicamente altera la
expresion de un 2% de los genes e incluye tanto el aumento como la reduccion de la

expresion (Sancho et al., 2008).

Asimismo, la histona H1 también participa en la formacién de la heterocromatina. En
Drosophila, la deplecidn de la histona H1 provoca una alteracion en la morfologia de los
cromosomas politénicos y en la localizacién de los marcadores de heterocromatina
HP1a y H3K9me2 (Lu et al., 2009a). De hecho la histona H1 interacciona con HP1a y
Su(var)3-9, responsable de la metilacion de la H3K9 (Xingwu et al., 2013). También en
mamiferos se ha propuesto una interaccién entre H1 y HP1a (Daujat et al., 2005).
Ademas, la histona H1 también interacciona con STAT92E y regula su localizacién en
el proceso de formacion de la heterocromatina de un modo independiente de la
metilacion de la H3K9 (Xu et al., 2014). Recientemente, también se ha visto que la
histona H1 de Drosophila previene la inestabilidad gendomica en regiones
heterocromaticas gracias a la prevencion de la acumulacion de hibridos DNA:RNA
(Bayona-Feliu et al., 2017).
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Finalmente, la histona H1 se ha relacionado también con la reparacién del DNA (Downs
et al., 2003; Hashimoto et al., 2007). En el caso de células humanas, la ubiquitinacion
de la H1 es necesaria para la reparacioén de las roturas de doble cadena, ya que facilita

la remodelacion de la cromatina necesaria para su reparacion (Thorslund et al., 2015).

1.2.3. Variantes de histona H1

La familia de histonas H1 conforma un grupo muy heterogéneo ya que en la mayoria de
metazoos se han descrito diferentes variantes de histona H1 (Figura 3). En el caso de
humanos y ratén se han identificado hasta 11 variantes que se pueden clasificar segun
su patron de expresion temporal y espacial. Asi pues, siete de ellas se encuentran en
células somaticas (H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H1.5, H1.0 y H1.X) y cuatro en la linea
germinal (H1t, H1T2, HILS1 y H100). Su expresion, ademas, puede estar asociada a la
replicaciéon del DNA durante la fase S del ciclo celular o ser independiente de la

replicacion y expresarse a lo largo de todo el ciclo (Izzo et al., 2008).

Homo sapiens {11) Mus musculus (11)

Gallus gallus (7)

Xenopus lasvis (5)

Danio rerio (4)

Drosophila virilis (3)

Drosophila
melanogaster (2)

Caenorhabditis
elegans (8)

Nicotiana
tabacum (6)

Saccharomyces
cerevisiae (1)

Tetrahymena
thermophila (1)

Figura 3. Variantes de histona H1 en varias especies. Arbol evolutivo de diversas especies

eucariotas. Entre paréntesis se indica el nUmero de variantes identificadas en cada una de las

especies (imagen modificada de 1zzo et al., 2008).

En Mus musculus, la delecion de algunas de ellas (H1.0, H1.c, H1.d, H1.e) no afecta al
desarrollo de los animales mutantes. En estos animales se mantiene la proporciéon entre
histona H1 y nucleosomas, lo que indica un mecanismo de compensacion por parte del
resto de variantes (Fan et al., 2001; Sirotkin et al., 1995). No obstante, también se ha
propuesto que las diferentes variantes puedan tener funciones concretas. Por ejemplo,
en Gallus gallus, las diferentes isoformas parecen regular la expresion de genes
concretos (Takami et al., 2000) y la H1.X de Mus musculus se localiza en el nucléolo y

juega un papel en la segregacion cromosomica (Takata et al., 2007). En el caso de
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células humanas, las diferentes variantes parecen regular de forma especifica la
expresion génica, puesto que la deplecién individual de cada una de las variantes afecta

a la expresién de genes diferentes (Sancho et al., 2008).

Un elemento caracteristico de los metazoos es la existencia de variantes especificas de
la linea germinal (revisado en Pérez-Montero et al., 2015). Las variantes especificas de
testiculo se han identificado desde equinodermos (Strickland et al., 1980) hasta
mamiferos, donde existen tres variantes (H1T, HILS1 y H1T2) que se expresan alo largo
de la espermatogénesis antes de ser reemplazadas por las protaminas (Drabent et al.,
1991; Drabent et al., 1993; Martianov et al., 2005; Tanaka et al., 2005; Yan et al., 2003).

Respecto a las histonas de la linea germinal femenina, se expresan durante la
ovogeénesis y en muchos casos persisten en los primeros estadios de desarrollo
embrionario. Normalmente son reemplazadas por las variantes somaticas cuando se
activa la expresion del genoma zigético (ZGA, de sus siglas en inglés) (Figura 4)
(revisado en Pérez-Montero et al., 2015). En Drosophila 'y pez cebra, el reemplazo de la
histona germinal y embrionaria por la histona somatica se produce en todas las células
excepto en las células germinales primordiales (Muller et al., 2002; Pérez-Montero et al.,
2013; Wibrand and Olsen, 2002). En cambio, en ratén y humanos la variante H100
desaparece después de la fertilizacion en el estadio de 2 células y vuelve a aparecer en

los foliculos primordiales (Mizusawa et al., 2010; Tanaka et al., 2001).

En cuanto a la estructura de las variantes germinales de H1 conservan la estructura
tripartida, con el WHD conservado. Por el contrario, los dominios N- y C-terminal difieren
mas entre las distintas variantes. Por lo general, las variantes de oocitos presentan un
CTD mas largo y enriquecido en residuos acidos de aspartico (D) y glutamico (E)
mientras que las variantes masculinas estan enriquecidas en residuos de arginina (R) y
lisina (K) y se asemejan mas a las variantes somaticas (Figura 5) (revisado en Pérez-
Montero et al., 2015).
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Figura 4. Las variantes de H1 presentes en el oocito se mantienen en la embriogénesis
hasta la activaciéon del genoma zigético. En las primeras divisiones del embrion se detecta la
variante de H1 de la linea germinal femenina. En general, la variante se mantiene hasta la ZGA.
En este momento es reemplazada por las histonas H1 somaticas. El recambio por la variante
somatica y la ZGA se produce en diferentes momentos del desarrollo embrionario temprano

dependiendo de la especie (imagen adaptada de Pérez-Montero et al., 2015).
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Figura 5. Comparacion de la estructura de las variantes especificas de la linea germinal.

A) Caracteristicas estructurales de las variantes especificas de oocitos y de la linea germinal en

comparacioén con la variante somatica H1.2 de ratén. En color rojo se indica el porcentaje de

residuos acidos (D+E). B) Caracteristicas estructurales de las variantes presentes en los

testiculos. En rojo se indica el porcentaje de residuos R respecto al total de residuos basicos

(K+R) del CTD. En color verde se indica el grado de similitud entre los diferentes dominios

respecto a la histona somatica H1.2 de raton (Pérez-Montero et al., 2015).
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Las caracteristicas estructurales propias de cada variante repercuten en la afinidad con
la que se unen al DNA y al nucleosoma y también en el grado de condensacion de la
cromatina. En el caso de la variante B4/H1M de Xenopus, tiene una afinidad menor por
el DNA que las variantes somaticas (Ura et al., 1996). Ademas, el CTD esta compuesto
por una menor cantidad de aminoacidos cargados positivamente, lo que implica una
menor condensacion del DNA (Nightingale et al., 1996). En el caso de la H1o0 de
mamiferos, se caracteriza por una mayor movilidad respecto a la histona somatica H1c
(Meshorer et al., 2006; Teranishi et al., 2004).

En el caso de la espermatogénesis, las diferentes variantes muestran también diferentes
propiedades y afinidades por el DNA. En concreto, la variante H1T se une con una
afinidad menor que las variantes somaticas, posiblemente debido a una sustitucion en
el dominio globular (Ramesh et al., 2006) y a la ausencia de motivos S/TPKK en el CTD
(Khadake and Rao, 1995; Khadake and Rao, 1997). Estas caracteristicas permiten un
grado de compactacion menor que podria facilitar la recombinacién meiotica en los
espermatocitos. La variante H1T2, en cambio, contiene mas residuos R que la H1T por

lo que permite un mayor grado de condensacién de la cromatina (Tanaka et al., 2005).

1.2.4. La variante germinal y embrionaria de Drosophila melanogaster:
dBigH1

La familia de histonas H1 de Drosophila es menos compleja que en el resto de metazoos
puesto que solo se han descrito una variante somatica, dH1 (Nagel and Grossbach,
2000), y una variante especifica de la linea germinal y del embrién, dBigH1 (Pérez-
Montero et al., 2013).

dBigH1 presenta la estructura tripartida tipica de las histonas H1. En cuanto al dominio
globular, muestra un 57% de homologia con el de dH1. Asimismo, el CTD también esta
parcialmente conservado, con un 35% de homologia respecto a la dH1. Por el contrario,
el NTD presenta un menor grado de homologia debido a una mayor longitud. Ademas,
la cola N-terminal contiene una gran cantidad de residuos D y E concentrados

principalmente en la regién mas terminal del dominio (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de las secuencias de dBigH1 con las histonas somaticas dH1 y la

H1.2 de humanos. dBigH1 contiene un NTD mucho mas largo que las histonas somaticas.
Ademas, el NTD de dBigH1 esta enriquecido en residuos acidos (en rojo). El cuadro azul indica

el dominio globular (Pérez-Montero et al., 2013).

dBigH1 se expresa en la linea germinal en adultos y se mantiene en los primeros
estadios de la embriogénesis. Durante el desarrollo embrionario temprano, dBigH1 es
abundante durante las dos primeras horas en todas las células. A partir del estadio 5,
momento en el que se da la celularizacion, dBigH1 se pierde en las células somaticas
(Figura 7) y es reemplazada por dH1 (Figura 8). Este momento coincide, ademas, con
la activacién del genoma zigético. En las células primordiales germinales (PGC), que
daran lugar a la linea germinal del adulto y donde la ZGA se produce mas tarde, dBigH1

se retiene tras la celularizacién (Figura 7D).

B preblastodermo

A Estadic 1 Estadio 2
embrion larva adulto

0zhash L1 L3 PUE ovarios testiculos
dEigHi‘ o asigh W

gy e— el Tubulina W e
1 z 3 4 -] [ T

C blastodermo D gastrula
Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5 Estadic 6 Estadic 8 Estadic 12

Figura 7. dBigH1 se expresa en embriones y en la linea germinal. A) dBigH1 se expresa
durante las dos primeras horas del desarrollo embrionario, pero no se detecta durante la
gastrulacion del embrién (4-6h). Durante los estadios larvarios (L1, L3) y la pupa no se detecta
dBigH1, pero si en las gonadas del adulto. B-C) dBigH1 se expresa desde el preblastodermo

hasta el blastodermo celular (estadio 1-5) en las células somaticas y las PGC (flecha blanca). D)
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Figura 8. Recambio de dBigH1 durante la celularizacién. A) Analisis de la presencia de
dBigH1 y dH1 en la cromatina en diferentes estadios mediante western blot. dBigH1 se encuentra
unida a la cromatina durante los primeros estadios embrionarios (E 0-2h). Durante la
celularizacién (E 2-4h) empieza a producirse el recambio. En estadios larvarios (L1y L3)yenla
pupa solo se encuentra la variante somatica, dH1. B) El recambio de dBigH1 se produce en las
células somaticas, pero no en las PGCs, donde no se detecta dH1 (punta de flecha) (Pérez-
Montero et al., 2013).

La histona dBigH1 es esencial para el correcto desarrollo embrionario, puesto que
embriones deficientes para la proteina (dbigH17%) presentan multiples defectos y una
elevada letalidad. Entre los defectos observados, se encuentra una activacion
prematura del genoma zigético, puesto que en los embriones mutantes se aprecia un
incremento de la forma elongante de la RNA Polimerasa Il, fosforilada en la S2 del CTD

(Pol 1l 0%¢?) y un aumento en la expresion de genes zigoticos (Figura 9).

Figura 7. (Continuacioén) Estadios de la gastrulacién. dBigH1 se pierde en las células somaticas,

pero se mantiene en las PGC (flecha blanca) (Pérez-Montero et al., 2013).
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Figura 9. Los mutantes dbigH1'% activan el genoma zigético prematuramente. A) Los
embriones dbigH1% muestran un incremento de los niveles de la Pol Il 052, comparado con los
embriones control. B) Analisis de diferentes genes zigéticos mediante RT-gPCR. Los niveles de

expresion son superiores en los embriones mutantes (Pérez-Montero et al., 2013).

Por otro lado, dBigH1 también se expresa en la linea germinal (Figura 7A). Mientras
que en otros organismos se han identificado diferentes variantes para la linea germinal
femenina y masculina, dBigH1 se expresa en ambas gonadas. En la linea germinal
masculina, dBigH1 presenta un patréon peculiar: se expresa en las células madre
germinales (GSC) y sus hijas los gonioblastos (GB), durante las divisiones de las
espermatogonias desaparece su expresion y reaparece en los espermatocitos (Figura
10) (Carbonell et al., 2017; Pérez-Montero et al., 2013). La bajada de expresién en la
zona de divisiones de las espermatogonias se debe a la presencia del regulador
translacional Bam (Carbonell et al., 2017), que participa en la regulacion de la traduccién

de diferentes factores asociados a la pluripotencia (Song et al., 2004).
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bamP-GFP

Figura 10. Expresion de dBigH1 en el testiculo. dBigH1 se expresa en las GSC y en los
espermatocitos, pero no en la regién de amplificacion mitdtica (TA) correspondiente a las
espermatogonias. El patrén de dBigH1 es complementario al del regulador Bam (en verde)
(Carbonell et al., 2017).

En este contexto, dBigH1 es necesaria para el mantenimiento de las GSC puesto que
la deplecién de la histona provoca una diferenciacion prematura de las células madre
(Carbonell et al., 2017). Asimismo, dBigH1 también es necesaria para la diferenciacion
de los espermatocitos ya que la falta de dBigH1 produce una acumulacién de
espermatogonias que no se diferencian (Carbonell et al., 2017). En embriogénesis se
ha propuesto que dBigH1 actia como un represor general de la transcripcion, no
obstante, las células germinales de la linea masculina son transcripcionalmente activas.
En los espermatocitos, la distribucién de dBigH1 no es homogénea como en embriones
y existe una correlacién negativa entre el contenido de dBigH1 y el nivel de expresién

de los genes (Carbonell et al., 2017).

1.3. La linea germinal de Drosophila melanogaster

Durante el desarrollo embrionario de Drosophila, las células que se forman en la parte
posterior del embrion reciben el nombre de células polares y son las que dan lugar a las
PGC. La especificacion de estas células se debe a la localizacion y acumulacion de
productos maternos en la parte posterior del embrién durante la formacion del huevo
(Dansereau and Lasko, 2008).

1.3.1. La linea germinal femenina

Una mosca adulta contiene dos ovarios formados por 15-20 ovariolas (Figura 11A).
Cada ovariola consiste en una cadena de camaras ovaricas que se encuentran en
diferentes estadios de desarrollo (Figura 11B). La estructura situada en el extremo
anterior de la ovariola recibe el nhombre de germario, contiene células somaticas y
germinales y es responsable de generar nuevas camaras ovaricas que se desarrollan

en su paso por la ovariola hasta formar un huevo maduro. Este proceso se divide en 14
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estadios en base a las diferencias morfologicas de las cdmaras ovaricas. Cuando ya se
ha formado el huevo maduro, éste llega al oviducto lateral que desemboca en el general

para, finalmente, llegar al itero donde podra ser fecundado.

En la parte anterior del germario se encuentran entre 2 y 3 células madre germinales
(GSC) que estan en contacto con un nicho formado por las células del filamento terminal
y las células cap (Xie and Spradling, 2000). Las GSC se dividen asimétricamente para
generar una nueva célula madre, que mantiene el contacto con el nicho, y una célula
hija llamada cistoblasto (CB) que empieza a diferenciarse. EI CB experimenta cuatro
divisiones mitéticas sincrénicas, pero sin llegar a completar la citoquinesis. El resultado
es un grupo o cisto de 16 células conectadas entre ellas a través de puentes
citoplasmaticos que reciben el nombre de oogonias (revisado en Huynh and St
Johnston, 2004). Durante la diferenciacion de los CB y sus divisiones, estan
acompafados por células escort hasta que son encapsulados por las células foliculares
para formar una camara ovarica (Decotto and Spradling, 2005). Las diferentes camaras
estan conectadas por células stalk. Tanto las células stalk como las células foliculares
proceden de las células madre foliculares (FSC) (Figura 11C) (Margolis and Spradling,
1995).

El germario se divide en tres regiones. La primera de ellas es la que contiene las GSC,
los CB y las oogonias que se estan dividiendo. Las células entran en la region 2a cuando
aparece el grupo de 16 células y éstas son rodeadas por las células foliculares en la
region 2b y 3 (Figura 11C) (King, 1970).
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Figura 11. Representacion esquematica de los ovarios de Drosophila. A) Cada hembra
contiene dos ovarios con 15-20 ovariolas (imagen adaptada de Koch et al., 1967). B) Dentro de
cada ovariola hay un germario en la parte anterior y diferentes camaras ovaricas que avanzan
hacia la parte posterior. nc: nurse cell; fc: célula folicular; oo: oocito. C) Detalle del germario. En
la parte anterior se encuentran las células del filamento terminal y las células cap, que
interaccionan con 2 GSCs. Las GSC se dividen asimétricamente y producen un CB que se divide
para dar lugar a las oogonias que se mantienen conectadas por puentes citoplasmaticos (en
rojo). Las células escort acompanan a las oogonias hasta que las células foliculares (en verde)
rodean las 16 células. En la parte inferior se indica las regiones del germario (imagen modificada
de Ables, 2015).

1.3.1.1. La oogénesis

La oogénesis comienza cuando una GSC se divide de forma asimétrica para dar lugar
a otra GSC y a un CB, el cual inicia el proceso de diferenciacion. Las GSC se
caracterizan por presentar una estructura llamada espectrosoma que consiste en
vesiculas membranosas con componentes del citoesqueleto situada en la parte anterior,
orientada hacia el nicho (Lin and Spradling, 1995). El CB se divide cuatro veces y da
lugar a un grupo de 16 células conectadas entre ellas por puentes citoplasmaticos o ring
canals. La orientacion de las divisiones de los CB esta determinada por el fusoma, una

estructura derivada del espectrosoma, ya que a él se ancla el huso mitético (Deng and
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Lin, 1997). El modo en que se dividen garantiza que al final haya dos células con cuatro
ring canals, dos células con tres, cuatro con dos y ocho con un Unico ring canal (Figura
12) (Lin et al., 1994).
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Figura 12. Formacién del fusoma y reorganizacién de los cistos. Durante la primera division
mitética, el espectrosoma (en rosa) interacciona con uno de los centrosomas (esfera azul) y ancla
uno de los polos del huso mitético (en verde). Después de la division, la célula hija hereda parte
del fusoma que migra y se fusiona con el fusoma nuevo (rosa) formado en el ring canal (azul
oscuro). Este proceso se repite con cada divisién mitética. También se produce una reorientacion
de las células para que los fusomas se puedan unir (imagen adaptada de Huynh and St Johnston,
2004).

De las 16 células, las Unicas que entran en profase meiotica son las dos que tienen
cuatro canales, los pro-oocitos (Koch et al., 1967). En esta region, las células foliculares
empiezan a migrar y rodear los cistos de 16 células (King, 1970) y uno de los pro-oocitos,
el que queda en una posicién mas posterior, es el que se diferencia finalmente como
oocito. El resto de células entran en ciclos de endoreplicacion para dar lugar a células
poliploides llamadas células nodrizas o nurse cells (NC) (Dej and Spradling, 1999; Hong
et al., 2003). El oocito permanece arrestado en profase | y entre el estadio 3 y 4 los
cromosomas se condensan y agrupan en una estructura llamada cariosoma. Hasta el
estadio 13 no se produce la maduracion del oocito que retoma la meiosis. En el estadio

14 vuelve a quedar arrestado en metafase |. Durante los ultimos estadios el oocito recibe
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productos sintetizados por las NC que seran necesarios para las primeras horas del
desarrollo (King, 1970).

1.3.1.2. Mecanismos de regulacion en la linea germinal femenina

Cada germario contiene entre 2 y 3 GSC en la parte mas anterior que contactan con
células cap. El anclaje de las GSC al nicho se produce a través de E-cadherina y
Armadillo (Figura 13A) (Song et al., 2002). Esta union permite que las GSC reciban
sefales de la via de sefalizacién Bone Morphogenetic Protein (BMP). Las células cap
secretan Decapentaplegic (Dpp) y Glass bottom boat (Gbb), dos ligandos de la familia
BMP, que cuando se unen a sus receptores provocan la fosforilacién de Mothers against
dpp (Mad). La forma fosforilada (pMad) forma un complejo con Medea (Med) y se
transloca al nucleo (Figura 13B). Estos factores se unen a regiones reguladoras de la
region 5’ del gen bag-of-marbles (bam), un regulador traduccional que promueve la
diferenciacion, e inhiben su transcripcién en las GSC gracias al reclutamiento adicional
del factor de transcripcién Schnurri (Shn) (Figura 13C) (Hamaratoglu et al., 2014; Song
et al., 2004; Xie and Spradling, 1998).

En las GSC, ademas, el complejo represor formado por Nanos (Nos) y Pumilio (Pum)
reclutan el complejo CCR4-NOT, responsable de la deadenilacion de los mRNAs
(Figura 13D). El acortamiento de la cola de poli(A) disminuye la eficiencia de la
traduccion (Joly et al., 2013). Por otro lado, Mei-P26 y la maquinaria de microRNA
(miRNA) (Figura 13F, E) colaboran para mantener las GSC. Los miRNAs son RNAs
pequefos que reprimen la traduccién o facilitan la degradacién de los mRNAs diana.
Una vez procesados se unen a proteinas de la familia Argonaute y sirven de guia para
el reconocimiento de secuencias en la region 3’UTR de los mRNA (revisado en Bushati
and Cohen, 2007). La eliminacion de algunos de los elementos de esta via afectan al
numero Yy la diferenciacién de las GSC (Jin and Xie, 2007; Li et al., 2012a; Park et al.,
2007; Yang et al., 2007).

Cuando una GSC se divide asimétricamente, la célula hija que queda alejada del nicho
deja de recibir las sefales Dpp/Gbb y puede expresar bam (Figura 13G). La expresion
de este regulador se mantiene en las oogonias (Ohlstein and McKearin, 1997) y forma
un complejo junto con las proteinas Benign gonial cell neoplasm (Bgcn), Sex lethal (SxI)
y Mei-P26 e inhibe la traduccién de Nos (Figura 13H) (Lavoie et al., 1999; Li et al.,
2013).
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Una de las proteinas cuya traduccion regula el complejo Nos/Pum es Brain tumor (Brat)
que se expresa en las oogonias (Harris et al., 2011). Cuando Bam inhibe la traduccion
de Nos, permite la expresion de Brat que forma un complejo con Pum (Figura 13l). Este
complejo regulador evita la traduccion de proteinas necesarias para el mantenimiento
de las GSC también mediante el reclutamiento del complejo CCR4-NOT vy el
acortamiento de las colas de poli(A) (Figura 13J). Algunos de los mRNAs que se ven
afectados por este complejo son miembros de la via de sefalizacion BMP (Mad, Med y
Shn) (Harris et al., 2011; Newton et al., 2015). Ademas, el complejo Bam/Bgcn/SxlI/Mei-
P26 afecta a la via de miRNAs de modo que favorecen también la expresion de factores

de diferenciacion (Figura 13K) (Neumdiller et al., 2008).

. B “ bam OFF
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cap @

Factores de
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Figura 13. Regulacion en la linea germinal femenina. A) Las células madre se mantienen
unidas a las células cap (verde) mediante la E-cadherina. B) Las células cap secretan los
ligandos Dpp y Gbb, que activan la via de sefalizacion BMP. C) Los factores de transcripcion
pMad y Med junto con Sch reprimen la expresion de Bam. D-F) En el citoplasma, diversos
factores colaboran en la represion de la traduccion de factores necesarios para la diferenciacion.
G) Cuando la GSC se divide, la célula que queda mas alejada del nicho deja de activar la via de
BMP y puede expresar bam. H-K) Bam forma un complejo con otros factores y permite la

expresion de diferentes factores de diferenciacion.

1.3.2. La linea germinal masculina

Los testiculos de Drosohila son dos estructuras tubulares enroscadas en las que se lleva
a cabo la espermatogénesis (Figura 14A). En la parte mas anterior del testiculo, existen
dos tipos de célula madre que mantienen la espermatogénesis: las células madre de la
linea germinal (GSC) y las células madre somaticas (SSC). Al igual que en la linea

germinal femenina, las células madre se encuentran en un nicho, formado por unas 12
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células somaticas situadas en la punta del testiculo, llamadas células del hub. Cada una
de las GSC esta rodeada por dos SSC que también estan en contacto con el hub (Figura
14B). Las GSC se dividen de forma asimétrica para dar lugar a una nueva GSC y a una
célula hija, el gonioblasto (GB), que deja de estar en contacto con el hub (Inaba et al.,
2010; Yamashita et al., 2003).

Los GB sufren cuatro rondas de divisiones mitéticas, pero sin completar la citocinesis,
lo que da lugar a la formacién de 16 espermatogonias conectadas por puentes
citoplasmaticos o ring canals. Esta regidon de divisiones mitéticas recibe el nombre de
region de amplificacion (TA del inglés transit amplifying) (Figura 14Figura 14B). Tras las
divisiones, estas células se diferencian a espermatocitos primarios y entran en una fase
de crecimiento en la que se transcriben los productos necesarios para el resto de la
espermatogénesis. Tras la primera division meidtica, se forman grupos de 32
espermatocitos secundarios que después de la segunda division meidtica dan lugar a
64 espermatidas, que daran lugar al esperma maduro (revisado en Maines and
Wasserman, 1998).
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glandulas "
accesorias células
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F%?\I’”L bulbo

\.\_4’
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| del cisto |

TA
Figura 14. Representacion de los testiculos de Drosophila. A) Los machos adultos contienen
dos testiculos y dos glandulas accesorias que desembocan en el conducto eyaculador (imagen
adaptada de Ravi Ram and Wolfner, 2007). B) Seccidn de la zona anterior del testiculo. Las GSC
(rojo) y las SSC (gris oscuro) estan en contacto con las células del hub (verde). La divisién
asimétrica de las GSC y las SSC produce un GB (amarillo) y células del cisto (gris claro)
respectivamente. Los GB se dividen 4 veces para dar un grupo de 16 células, las
espermatogonias, que se mantienen unidas por puentes citoplasmaticos (imagen adaptada de Li
and Xie, 2005).
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1.3.2.1. Mecanismos de regulacién en la linea germinal masculina

Las células madre, tanto GSC como SSC, se mantienen unidas al hub a través de
uniones adherentes (Voog et al., 2008). La E-cadherina, igual que en ovarios, tiene un
papel importante en estas uniones y garantizan que las GSC reciban las sefiales

procedentes del nicho necesarias para su mantenimiento (Figura 15A).

Una de las vias de sefalizacién importante para el mantenimiento de las GSC es la via
de BMP, que actua de un modo similar a ovarios. Los ligandos Dpp y Gbb producidos
por las células del hub y las SSC son los responsables de la activacion de la via (Figura
15B) que tiene como resultado la represion de la expresion de bam, esto evita la
diferenciacion de las GSC (Figura 15D) (Kawase et al., 2004; Shivdasani and Ingham,
2003). Tras la division asimétrica de las GSC, los GB pierden la activacién de la via BMP
y bam deja de estar reprimido (Figura 15E). Bam se empieza a detectar en los grupos
de 4 células, alcanza su maxima expresion en el grupo de 8 células y decrece hasta
desaparecer en el de 16 células. La correcta acumulacion de Bam es necesaria para
que las células dejen de dividirse y se diferencien a espermatocitos (Insco et al., 2009;
Insco et al., 2012).
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Figura 15. Vias de regulacién en las células madre y los GB. A) Las células madre se
mantienen adheridas al hub (verde) gracias a la presencia de E-cadherina. B Las células del Hub
y las SSC secretan los ligandos Dpp y Gbb, que activan la via de sefalizaciéon BMP. C) Los
factores de transcripcion pMad y Med reprimen la expresion de Bam. H) Con la division de la

GSC, la célula hija pierde el contacto con el hub y expresa bam.
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1.4. La transcripcion y la RNA polimerasa Il

La transcripcion es el proceso mediante el cual la RNA polimerasa sintetiza una
molécula de RNA a partir de una cadena molde de DNA. Los organismos eucariotas
contienen tres tipos distintos de RNA polimerasas encargadas de transcribir diferentes
tipos de genes. Por lo general, las RNA polimerasas | y Il transcriben los RNA
ribosomicos (rRNA) y los de transferencia (tRNA). Mientras que los genes que codifican
para proteinas se transcriben a RNA mensajeros (mMRNA) por la RNA polimerasa I
(Cooper, 2000).

La RNA polimerasa Il esta formada por 12 subunidades (Rpb1 a Rpb12). La Rpb1 es la
subunidad mas grande y su CTD contiene un heptapéptido (YSPYSPS) que se repite
en numero variable segun la especie (26 veces en levadura, 44 en Drosophila y 52 en
humanos) y puede estar fosforilado en diferentes posiciones. Los distintos estados de
fosforilacion estan relacionados con los diferentes pasos del proceso de transcripciéon
(revisado en Buratowski, 2009; Chiba et al., 2010).

En primer lugar, se da la formacion del complejo de pre-iniciacion en el promotor (Figura
16A). Este complejo esta formado por la RNA polimerasa |l y por diferentes factores
generales de la transcripcion (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH — Transcription
Factor for RNA polymerase Il A-H), que aumentan la afinidad de la RNA polimerasa por
la region promotora. El posicionamiento de la RNA polimerasa depende de los diferentes
factores generales, los cuales reconocen diferentes secuencias presentes en las

regiones promotoras (revisado en Juven-Gershon and Kadonaga, 2010).

Una vez formado este complejo, la subunidad cdk7 del TFIIH fosforila la S5 del CTD que
provoca una desestabilizacion de la unién de la RNA polimerasa a los diferentes factores
del complejo. De este modo la RNA polimerasa Il queda liberada y puede avanzar
(Figura 16B). Normalmente, el complejo tiende a detenerse cerca de la region
promotora debido a la presencia de factores de elongacién negativos, estos son el
complejo NELF (Negative Elongation Factor) y DSIF (DRB Sensitivity-Inducing Factor).

Cuando esto ocurre se dice que la polimerasa esta pausada (Figura 16C).

La fase de elongacion continia cuando el factor P-TEFb (Positive-Transcription
Elongation Factor b) fosforila los complejos NELF y DSIF. Esto conlleva la disociacion
de NELF del complejo de elongacién, mientras que DSIF permanece asociado. Ademas,

P-TEFb fosforila la S2 del CTD, que junto con la fosforilacion de DSIF, reclutan factores
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necesarios para el avance de la RNA polimerasa (Figura 16D, E). A medida que el
complejo de elongacién avanza, los niveles de S5 fosforilada disminuyen, mientras que
los de la S2 fosforilada aumentan (revisado en Buratowski, 2009; Nechaev and
Adelman, 2011).

La terminacién de la transcripcion se puede dar por diferentes mecanismos, aunque en
la mayoria de mRNAs se produce por la presencia de una secuencia de poliadenilacion
seguida de una secuencia rica en G/U. Tras esta secuencia se produce el corte del

mMRNA seguido de su poliadenilacién (revisado en Chiba et al., 2010).
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Figura 16. Fases iniciales de la transcripcion. A) Formacion del complejo de pre-iniciacion. La
interaccion con diferentes factores estabiliza la unidon de la RNA Pol Il al promotor. B) La
fosforilacién del CTD en la S5 desestabiliza la unién con los factores generales y permite el
avance de la polimerasa. C) Reclutamiento de factores negativos que impiden el avance de la
RNA Polimerasa. D-E) La elongacién continua cuando P-TEFb fosforila los factores negativos de

la elongacion y la RNA Pol Il.
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La estructura de la cromatina debe ser modificada para que el proceso de transcripcion
se lleve a cabo. Existen diversos mecanismos implicados en la regulacion como las
modificaciones postraduccionales de las histonas, el intercambio de variantes o la

remodelacién de la cromatina.

1.4.1. Papel de las modificaciones de las histonas en la transcripciéon
Existen un gran numero de PTM que pueden localizarse tanto en las colas N-terminales
de las histonas, que protruyen hacia el exterior del nucleosoma, como en los dominios
globulares o C-terminales. La metilacion de las lisinas (K) y argininas (R) se han
relacionado con diferentes aspectos de la transcripcion. En particular, la trimetilacion de
las K4 (H3K4me3) y K36 (H3K36me3) de la histona H3 se asocia a la activacion
transcripcional. La H3K4me3 es catalizada por la metiltransferasa Set1, que se une a la
S5 fosforilada del CTD de la forma activa de la RNA polimerasa Il (Ng et al., 2003), por
lo que esta marca se encuentra en los promotores de genes activos (Barski et al., 2007;
Pokholok et al., 2005). Por el contrario, H3K36me3 es catalizada por Set2 (Kizer et al.,
2005) y ocurre a lo largo de la unidad de transcripcion (Bannister et al., 2005; Barski et
al., 2007; Bell et al., 2007) gracias a la unién de Set2 a la forma elongante de la RNA
polimerasa Il (Li et al., 2003b; Xiao et al., 2003). Ademas de estas modificaciones,
existen otras que también estan relacionadas con la transcripcion, ya sea de un modo
positivo o negativo (Figura 17) (revisado en Li et al., 2007; Zhang et al., 2015). En
concreto la acetilacion de K en las histonas H3 y H4 se da en los promotores de genes
activos y correlaciona con la actividad transcripcional (revisado en Millar and Grunstein,
y 2006; Zhang et al., 2015).

La acetilacion de K puede afectar de un modo directo la estructura de la cromatina. La
adicién de esta modificacion neutraliza las cargas positivas de las histonas, por lo que
se ha propuesto que puede debilitar la uniéon entre las histonas y el DNA o las
interacciones entre diferentes nucleosomas. Por ejemplo, la acetilacion de la H3K64 o
la H3K122 se encuentran frecuentemente en regiones activas transcripcionalmente y
los nucleosomas que presentan estas modificaciones tienen una menor afinidad por el
DNA. Estas modificaciones también facilitan la eviccion de las histona (Di Cerbo et al.,
2014; Tropberger et al., 2013). Ademas, la acetilacién de las lisinas se puede producir
en un gran numero de residuos de la cola N-terminal (revisado en Kouzarides, 2007).
Los niveles de acetilacion de las histonas dependen de la accion de acetiltransferasas
(HAT) y deacetilasas (HDAC) (revisado en Bannister and Kouzarides, 2011; Sterner and

Berger, 2000). Un ejemplo de HAT directamente relacionado con la activacién de la
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transcripcion es el caso de TAF, (TATA-binding protein-associated factor), una
subunidad del factor general de la transcripcion TFIID, que se une a los promotores de
forma especifica a través de la subunidad TBP (TATA-binding protein) (Mizzen et al.,
1996).
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_— Transcription rates

Histones : —________ el - -
HIAZ ol -
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H3Kdme2 T B +
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Histone Sumo TE— -

Figura 17. Patron de distribucion de diferentes modificaciones de histonas relacionadas

con la transcripcion. Imagen de Li et al., 2007.

El efecto de las modificaciones sobre la estructura de la cromatina es en su mayoria
debido a la interaccion con diferentes factores. El reconocimiento se produce a través
de dominios especificos para las diferentes modificaciones. En el caso de las lisinas
acetiladas, son reconocidas por los llamados bromodominios (revisado en Swygert and
Peterson, 2014). Estos dominios se encuentran, por ejemplo, en los complejos
remodeladores y modificadores de las histonas o proteinas que sirven de anclaje para
componentes de la maquinaria de transcripcion (revisado en Fujisawa and
Filippakopoulos, 2017). Las lisinas metiladas pueden ser reconocidas por diferentes
dominios (PHD, Tudor, PWWP, MBT y cromodominio) presentes también en complejos
remodeladores y modificadores de las histonas (revisado en Bannister and Kouzarides,
2011; Swygert and Peterson, 2014; Yap and Zhou, 2010). Ademas, las modificaciones

también pueden impedir el reconocimiento de las histonas por diferentes factores.
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1.4.2. Complejos remodeladores de la cromatina

Los complejos remodeladores pueden afectar la estructura de la cromatina mediante
diferentes mecanismos como el deslizamiento y retirada de nucleosomas o el recambio
de las histonas canonicas por otras variantes. Esta actividad requiere de la hidrdlisis de
ATP, mediante la cual los remodeladores son capaces de alterar los contactos entre el
DNA y las histonas. Ademas de la actividad ATPasa, estos complejos incluyen dominios
que regulan esta actividad, dominios que reconocen las modificaciones de las histonas
y dominios o proteinas a través de los cuales interaccionan con otros factores. Los
remodeladores se clasifican en cuatro familias conservadas desde levaduras hasta
mamiferos: SWI/SNF, ISWI, CHD e INO80. Todas las familias contienen la subunidad
ATPasa SWI/SNF2. Ademas, dentro de cada familia existen diferentes complejos que
varian en la composicién de las subunidades (revisado en Clapier and Cairns, 2009;
Petty and Pillus, 2013).

Los complejos de la familia SWI/SNF contienen bromodominios mediante los cuales
reconocen la acetilacion de las histonas. Ademas, la presencia de estas modificaciones
se ha visto que incrementa la remodelacion por parte de los complejos SWI/SNF y RSC
en levadura (Ferreira et al., 2007). Diferentes estudios muestran que esta familia esta
implicada en el inicio de la transcripcion (revisado en Lorch and Kornberg, 2015). Por
otro lado, la familia CHD se caracteriza por contener cromodominios. Los miembros de
esta familia pueden deslizar o retirar los nucleosomas para promover la transcripcion,
aunque también pueden inhibirla mediante la colaboracién con subunidades HDAC
(revisado en Clapier and Cairns, 2009; Petty and Pillus, 2013).

Los complejos ISWI, a diferencia de SWI/SNF y CHD, se unen a colas de histonas que
no contienen modificaciones. En el caso concreto de los complejos ACF y CHRAC de
Drosophila y mamifero se encargan de optimizar el espaciado de los nucleosomas con
el fin de que se produzca el ensamblaje de la cromatina y de este modo reprimen la
transcripcién. En levaduras y en Drosophila se ha visto ademas que la subunidad
ATPasa de ISWI puede interaccionar y cooperar con HDACs lo que favorece la
represion (Burgio et al., 2008). Por el contrario, el complejo NURF puede colocar los
nucleosomas de una forma aleatoria y facilitar la transcripcion (revisado en Clapier and
Cairns, 2009). Finalmente, el complejo INO80 también se ha relacionado tanto con la
activaciéon como la represion de la transcripcion. Este remodelador puede desplazar los
nucleosomas y recolocarlos tras el paso de la maquinaria de la transcripcion. Ademas,

retira los dimeros de H2A-H2B y los reemplaza por H2A.Z-H2B, lo que promueve la

28



INTRODUCCION

activacion de la transcripcion, ademas de la reparacion del DNA (revisado en Poli et al.,
2017).

1.5. La regulacion de la traduccion en organismos eucariotas

En eucariotas, el proceso de traduccion requiere de una regulacién muy compleja. Por
un lado, existen mecanismos generales de la traduccion que regulan de una forma
global la traduccidn de los mRNA. Esta regulacién se da mediante la activacion o
inhibicidn de uno o mas componentes de la maquinaria de la traduccion. Por otro lado,
también se puede producir una regulacion especifica de los distintos mRNA. Este tipo
de regulacion se produce gracias a secuencias presentes en la region 5 y 3’ no
traducidas (UTR) e incluso en la secuencia codificante del mRNA, las cuales son

reconocidas por diferentes complejos.

1.5.1. Regulacién de la longitud de la cola de poli(A)

La cola de poli(A) esta relacionada con la estabilidad y la traduccidén de los mRNA.
Numerosos estudios muestran que durante el proceso de maduracién del oocito y el
desarrollo de muchos organismos, la traduccion de los mRNA maternos esta
relacionada con cambios en la longitud de la cola poli(A). Asi pues, los mMRNA con colas
cortas se mantienen silenciados durante su desarrollo y se traducen cuando se da un
alargamiento de la cola de poli(A). Por el contrario, cuando se produce un acortamiento,
dejan de traducirse e incluso precede a su degradacion (McGrew et al., 1989; Sallés et
al., 1996).

La poliadenialacion de los mRNA se produce gracias a la presencia del hexanucledtido
sefal de poliadenilacién, también necesario para la poliadenilacién en el nucleo, vy el
elemento de poliadenialacion citoplasmatica (CPE) (Fox et al., 1989; McGrew et al.,
1989), que es reconocido por proteinas de uniéon al CPE (CPEB) (Hake and Richter,
1994). La estimulaciéon de la traduccion mediante la cola de poli(A) se da por el
reconocimiento y unién de la proteina de unién a poli(A) (PABP), que interacciona con
el factor elF4G y mejora la afinidad del factor elF4E a la estructura del cap en el extremo
5’, de modo que se produce el reclutamiento del complejo 43S (revisado en Richter,
1999; Villalba et al., 2011), formado por la subunidad pequena del ribosoma o 40S, el
tRNA y factores necesarios para la iniciacion de la traducciéon. Ademas, también se
pueden encontrar otras sefiales, como por ejemplo los elementos ricos en AU (ARE),
que favorecen el acortamiento de las colas de poli(A) (Figura 18B-C) (Chen et al., 1994;
Shyu et al., 1991).
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1.5.3. Poliadenilacion alternativa

Existen estudios que muestran que una gran proporcion de genes contienen en su
secuencia mas de un lugar de poliadenilacion. Esto implica que se puedan dar eventos
de poliadenialacion alternativa (APA) y que se generen extremos 3’ alternativos con el
fin de regular la estabilidad, localizacién y traduccién de los mRNA (Figura 18A). En
diferentes organismos, se ha observado la existencia de poliadenilacién alternativa en
los diferentes tejidos donde se expresa una proteina (revisado en Elkon et al., 2013). En
el caso de humanos, diferentes tejidos analizados como pulmones, ovarios y placenta
usan sitios de poli(A) mas cercanos, mientras que el sistema nervioso usa
preferentemente sitios mas alejados (Zhang et al.,, 2005). De forma similar, en
Drosophila melanogaster, los genes asociados a neuronas también presentan 3’'UTRs
mas largos, mientras que los genes expresados en testiculos contienen los 3’UTR mas
cortos (Smibert et al., 2012). El uso de 3’'UTR alternativos también se ha podido observar
durante el desarrollo embrionario, a medida que avanza el desarrollo la longitud de los
3'UTR aumenta (Ji et al., 2009). La formacién de 3’UTRs mas largos puede favorecer la
aparicion de mecanismos adicionales de regulacién, ya que estos 3’'UTRs pueden
contener nuevos sitios de union para diferentes proteinas o sitios de reconocimiento de
miRNAs (Ji and Tian, 2009).

1.5.4. Regulacion mediante proteinas de unién a RNA

A lo largo de la vida del mRNA, éste se asocia a diferentes proteinas conocidas como
RBP (del inglés RNA binding protein). Esta union puede tener tanto efectos positivos
como negativos en la traduccion (Figura 18B, C). La union de la RBP al mRNA se
produce a través de dominios de unidon a RNA, que les permite reconocer de forma
especifica secuencias de pocos nucledtidos o estructuras presentes en el mRNA.
Ademas, las RBP pueden formar diferentes complejos con otras RBP y afectar a la

especificidad del reconocimiento (revisado en Lunde et al., 2007).

Se conocen diferentes RBP, un ejemplo son las proteinas que reconocen los elementos
CPE o los ARE que favorecen la deadenilacion de las colas de poli(A). También lo son
las proteinas Nos y Pum, mencionadas en el apartado 1.3.1.2 y conservadas desde C.

elegans hasta humanos (Miller and Olivas, 2011; Tsuda et al., 2003).
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1.5.5. Regulacién mediante microRNAs

Los miRNA son pequefias moléculas de unos 22 nucleétidos que actuan como
represores de la traduccion. Después de diferentes pasos de procesado, los miRNAs se
unen en el citoplasma a proteinas de la familia Argonaute, que junto con Dicer, un
enzima con actividad RNasa, forman el complejo RISC (RNA-induced silencing
complex). EI miRNA guia el complejo hacia sus mRNA diana gracias a su
complementariedad con la secuencia. Cuando el apareamiento es perfecto, se produce
el corte y degradacién del mRNA, mientras que cuando es imperfecto se produce un
silenciamiento del mMRNA (Figura 18D) (Bushati and Cohen, 2007).
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Figura 18. Regulaciéon de la traduccion. A) En el momento de finalizar la transcripcion, el
mRNA puede ser cortado y poliadenilado en diferentes secuencias y generar varias isoformas.
B) La unién de algunas RBP previene el acortamiento de la cola de poli(A) y su posterior
degradacion. C) La union de la RBP al elemente ARE recluta a nucleasas que degradan la cola
de poli(A). D) Reconocimiento de mRNA por parte del complejo RISC que acabaran siendo

degradados.
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OBJETIVOS

Estudios previos han demostrado que dBigH1 es esencial para la correcta activacion del
genoma zigotico. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual dBigH1 reprime la
transcripcién zigética no ha sido determinado. Por otro lado, dBigH1 se expresa en la
linea germinal femenina, pero se desconoce su funcion y regulacion. Por estos motivos

se propusieron los siguientes objetivos:

1. Estudio del mecanismo molecular por el cual dBigH1 regula la transcripcién.

2. Analisis de la regulacion de la expresion de dBigH1 durante la oogénesis.
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3.1. Materiales

3.1.1. Cepas bacterianas

Para la manipulacién de DNA plasmidico se usaron células competentes de Escherichia
coli DH5a: deoR endA1 gyrA96 hsdR17 (rkmv) recA1 relA1 supE44 thi-1 F'[traD36
proAB+ lac19 lacZ AM185].

3.1. 2. Plasmidos

3.1.2.1. Plasmidos de clonaje

En la Tabla 1 se indican los plasmidos usados en los clonajes realizados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas
pCR2.1-TOPO Usado para el clonaje de productos de PCR mediante el sistema
(Invitrogen) TOPO-TA (Invitrogen).
pattB Usado para la generacion de lineas transgénicas de mosca mediante
insercion dirigida.
Vector pMK33-C-TAP modificado que contiene la secuencia de FLAG.
oMK33-FLAG Usado en la generacion de lineas de células S2 estables. Contiene el

promotor de la metalotioneina, el cual responde a la presencia de

metales en el medio (Carbonell et al., 2017; Veraksa et al., 2005).

Tabla 1. Plasmidos de clonaje. Se especifica el uso de los plasmidos.

3.1.2.2. Plasmidos para la expresion de proteinas en células S2 de Drosophila
melanogaster

Se han generado diferentes lineas estables de S2 que expresan diferentes formas
truncadas de dBigH1. En la Tabla 2 se enumeran los plasmidos usados para la

generacion de las diferentes lineas.

Nombre Caracteristicas

Generado en el laboratorio por el Dr. Alejandro Vaquero.
Contiene el CDS de dBigH1.

pPMK33-dBigH14EP::FLAG | Contiene las bases 174 a 1059 del CDS de dBigH1.
pMK33-dBigH1N™P::FLAG | Contiene las bases 306 a 1059 del CDS de dBigH1.

pMK33-dBigH1::FLAG

Tabla 2. Plasmidos de expresidn en células S2. Se indica la secuencia de cada

construccion.
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3.1.2.3. Plasmidos para la generacion de lineas transgénicas de moscas
En este trabajo se han usado diferentes lineas transgénicas de mosca generadas en el
laboratorio. En la Tabla 3. Plasmidos para la generacién de moscas transgénicas. Se

indica el contenido de los plasmidos. se especifican los plasmidos usados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas

Contiene la secuencia codificante para el EGFP, el
pattB-vasaP-EGFP-3’UTR vasa promotor y secuencias UTR del gen vasa. Cedido por
el Dr. Nakamura (Sano et al., 2002).

Contiene la secuencia codificante para el EGFP, el
pattB-vasaP-EGFP-3’UTR bh1 promotor y secuencia 5UTR del gen vasa y la
secuencia 3’'UTR de dBigH1.

. . Contiene el promotor de dBigH1, su CDS vy las
pattB-dBigH1P-dBigH1::HA )
secuencias 5’y 3UTR.

Contiene el promotor de dBigH17, su CDS vy las
secuencias 5 y 3’'UTR. La secuencia 3'UTR contiene
pattB-dBigH1P-dBigH1™'::HA ) o
dos mutaciones puntuales en las posiciones 14 y 15 del

3UTR (GT>CC).

Contiene el promotor de dBigH1, su CDS vy las
secuencias 5 y 3'UTR. La secuencia 3'UTR contiene
pattB-dBigH1P-dBigH1™2::HA ] o
dos mutaciones puntuales en las posiciones 42 y 43 del

3'UTR (GT>CC).

Contiene el promotor de dBigH17, su CDS vy las
secuencias 5 y 3'UTR. La secuencia 3'UTR contiene
pattB-dBigH1P-dBigH1™"*™2::HA ] o
cambios puntuales en las posiciones 14 y 15 (GT>CC)

y 42 y 43 del 3UTR (GT>CC).

Tabla 3. Plasmidos para la generacion de moscas transgénicas. Se indica el contenido de

los plasmidos.

3.1.3. Lineas celulares

En este estudio se han usado células S2 de Drosophila melanogaster y lineas estables
derivadas de células S2. Estas células proceden de embriones de 20 a 24h (Schneider,
1972). Las células S2 crecen a 25°C semiadheridas a la superficie en medio Schneider
(Biowest), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de
Penicilina/Estreptomicina. Las lineas estables derivadas se mantuvieron en medio

Schneider suplementado con 10% de FBS y 0,3 mg/mL de Higromicina B (Sigma).
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3.1.4. Lineas de Drosophila melanogaster

En la Tabla 4 se indican las diferentes lineas de Drosophila melanogaster usadas en

este trabajo.

Genotipo

Procedencia

Caracteristicas

white (w1118)

BDSC

Mutaciéon del gen white que elimina la

proteina. Usadas como moscas control.

Dra. Llimargas

da-gal4 BDSC Expresa la proteina Gal4 bajo el control
del promor del gen daughterless.
w78, nos-Gal4::VP16 Cedida por la Expresa la proteina Gal4 bajo el control

del promotor nanos (Van Doren et al.,
1998).

laboratorio

w; [bamP-bam::GFP- Cedida por el Expresa la proteina Bam fusionada con
bam3'UTR]wt/CyO Dr. Buszczak GFP (Chen and McKearin, 2003a).
w; UAS-dBigH1 Generada en el | Expresa dBigH1 bajo el control de la

secuencia UAS.

w; UAS-dBigH1 560

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH12EP bajo el control de la

secuencia UAS.

w; UAS-dBigH15ND

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH12NP bajo el control de la

secuencia UAS.

w; UAS-dBigH14CTP

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH14C™P bajo el control de la

secuencia UAS.

dBigH1P-dBigH1::HA

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH1 bajo las secuencias

reguladoras de dBigH1.

dBigH1P-dBigH1™::HA

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH1™ bajo las secuencias

reguladoras de dBigH1.

dBigH1P-dBigH1™::HA

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH1™ bajo las secuencias

reguladoras de dBigH1.

dBigH1P-dBigH1™"*m2::HA

Generada en el

laboratorio

Expresa dBigH1™'*™2 bajo las secuencias

reguladoras de dBigH1.

vasaP-EGFP-vasa3’UTR

Generada en el

laboratorio

Expresa la proteina EGFP bajo el
promotor del gen vasa. Ademas contiene

las secuencias UTR.

v[+t1.8]=TRiP.HMS00029}attP2

vasaP-EGFP-BigH13’UTR Generada enel | Expresa la proteina EGFP bajo el
laboratorio promotor del gen vasa. Contiene el

3'UTR del gen dBigH1.
y[1] v[1]; P{y[+t7.7] BDSC Expresa un RNAIi contra bam bajo el

control de la secuencia UAS.
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y[1]v[1]; Py[+t7.7]

v[+t1.8]=TRiP.HM05078}attP2

BDSC

Expresa un RNAIi contra brat bajo el

control de la secuencia UAS.

Tabla 4. Lineas de Drosophila melanogaster usadas. Se indica la procedencia de las

diferentes lineas y sus caracteristicas.

3.1.5. Oligonucleétidos

En la Tabla 5 se indican los oligonucléotidos usados, los cuales fueron sintetizados por

Sigma.

Nombre Secuencia Experimento
S21)F GCTCGAGATGGAGGTCGAGACAGATAATC Clonaje
S22)R GATATCGACTTTGCGCTTGC Clonaje
S23)F GCTCGAGATGATATCCCTAGCTCTTATGG Clonaje
S29)R GCCCTCGAGGACTTTGCGCTTGC Clonaje
F_Brat_m1 TATCCTTTTTTTTCAGTACATGTGAAAC Clonaje
R_Brat_m1 TAAATCATAACTAAGCGTAATCTGG Clonaje
F_Brat_m2 ATGTGAAACTTTCCTTAAATAAAATTGATAC Clonaje
R_Brat_ m2 GTACTGAAAAAAAAACATATAAATCATAACTAAG | Clonaje

R Brat m1B GTACTGAAAAAAAAGGATATAAATCATAAC Clonaje

eve FW AACTCCTTGAACGGCAGCC ChiP-gPCR
eve RV CAGCTGGTCACGGGTGAAG ChIP-gPCR
hairy FW CGCCGATCCCAAGATTGTG ChIP-gPCR
hairy_RV AGCGGCTAACCTCGTTCAC ChiP-gPCR
ftz_ FW GTCAGACGTACACCCGCTA ChiIP-gPCR
ftz RV CGGGTGATGTATCTATTGA ChIP-gPCR
tum_FW GGAACACCGACGACGAAG ChIP-gPCR
tum_RV TACGCAGTGCACAATCAGT ChiP-gPCR
actin FW GCGCGGTTACTCTTTCACCA ChiP-aPCR,

RT-qgPCR
actin_RV ATGTCACGGACGATTTCACG ChiP-aPCR,
RT-gPCR

RT96500_FW GAATCGAAAACTCACGTAGCA ChIP-gPCR
RT96500_RV TGGTTGCTACTTTACTTGCGC ChIP-gPCR
TR2_F AAACACGTCTCCACCCGAAG ChIP-gPCR
TR2_R CTATTCTAACATTCGGCATTCCAC ChIP-gPCR
Het-AORF_F AAACGACGATCTGGACTGCT ChIP-gPCR
Het-AORF_R CGGAAAAATGCTGGGAGTTA ChIP-gPCR
bam_TSS FW TTGAAACTTATTTGTGCGACGGC ChiIP-gPCR
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bam_TSS RV TTTACCGTTTGAAATGCCTGACG ChIP-gPCR
cg14946_TSS_F AGCTTCCAATATTCCCGACT ChIP-gPCR
cg14946_TSS_R TGCAACGACCGATAAGTCTG ChIP-gPCR
cg14946_CDS_F TCAAGTCGGATGTTGGATGC ChIP-gPCR
cg14946_CDS_R CCAGAACTGCGAGAACACG ChIP-gPCR
cg9733_TSS_F CGGTACTGTAGGATTCCGA ChIP-gPCR
cg9733_TSS_R CTGACCCGATAACCCTTAC ChIP-gPCR
cg9733_CDS_F GGAACAGGATTTACGATGGC ChIP-gPCR
cg9733_CDS_R GAGGACATATCGCCGATTGA ChIP-gPCR
cg10232_TSS_F GGATAGATAACCGACGGATTTG ChIP-gPCR
cg10232_TSS_R GCTGTCTGCTTACGAACC ChIP-gPCR
cg10232_CDS_F TGCCCCCTTTGTAGAGATC ChIP-gPCR
cg10232_CDS_R CGTTTGAAGACGCACCAAGG ChIP-gPCR
cg13386_TSS GATGATGAACGCAGCGAAGC ChIP-gPCR
cg13386_TSS_R CGGGCGAACATGATGACTAAG ChIP-gPCR
cg13386_CDS_F AATCCTCTGCTCCTCCAG ChIP-gPCR
cg13386_CDS_R CTGCTGCTCGTCGTTTACG ChIP-gPCR
Upd2_TSS_F AGCAGCAAGCGATTGTGATA ChIP-gPCR
Upd2_TSS_R TTAAGGTAAAGGCTGGCATTG ChIP-gPCR
Upd2_CDS_F CGCAGTACAAGTTCCGCAA ChIP-gPCR
Upd2_CDS_R ATAGGAGGCGTTTATGGTCA ChIP-gPCR
cg10550_TSS_F CGGACGGAGAGTTCAGTATTT ChIP-gPCR
cg10550_TSS_R GTTCGGAGAAAACGCTGCTTT ChIP-gPCR
cg10550_CDS_F GCTAAAAGGGTTCGATCTGC ChIP-gPCR
cg10550_CDS_R CTCTGCTCGTTGTAGATGGA ChIP-gPCR
cg9338-RB_TSS_F | TGAACGCTTTCGCTTTGGAC ChIP-gPCR
cg9338-RB_TSS_ R | CGGTGAGAGCCAAGATCATT ChIP-gPCR
g9338-RB_CDS_F GGTAACCCGCAAATCGTGA ChIP-gPCR
cg9338-RB_CDS_ R | CGCAGCTCAGCAACTTGTT ChIP-gPCR
cg11550_TSS_F CAACCAGTTTCACTTGCGAA ChIP-gPCR
cg11550_TSS_R CGCCGAGGATTTACTTCTGA ChIP-gPCR
cg11550_CDS_F AAGGAACTGACCACTGTGC ChIP-gPCR
cg11550_CDS_R CCTCCAGTTGACCACCATA ChIP-gPCR
cg3376_TSS_F GCGGTTGGATTCGGATTCT ChIP-gPCR
cg3376_TSS_R ACTCCACACTTGTCGCTTTG ChIP-gPCR
cg3376_CDS_F GACGTGTGGAACCAAACCA ChIP-gPCR
cg3376_CDS R TTTCGTGGTTGCCCAGAG ChIP-gPCR
osi3 TSS F ATCACTGGCGGGAAATTCG ChIP-gPCR
osi3 TSS R AATCACACTCTCACAGTCGC ChIP-gPCR
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osi3_CDS_F CTCTATGGGGTCCGATGA ChIP-gPCR
osi3_CDS R GAGAACTTGTATCGCAGGGA ChlIP-gPCR
cg13157_TSS_F TTGCCGTTTACAAGCCGTC ChlP-gPCR
cg13157_TSS_R CCAGTTTTCGGTGTAACGCT ChIP-gPCR
cg13157_CDS_F TAGCACATCCCTTACGGTG ChIP-gPCR
cg13157_CDS_R TGGGCGGAGTTTAGAGAATC ChIP-gPCR
ti TSS_F CAGAGCATCCAGAGCAGA ChIP-gPCR
i TSS R GCTTTTCGCGTCCAATGTGA ChIP-gPCR
ti CDS_F GACATGCTGACCACGTTGAC ChIP-gPCR
ti CDS_R CTGATGGAGTCGCTTGGAC ChIP-gPCR
RpL32 GCTAAGCTGTCGCACAAATG RT-qPCR
RpL32 ACCAGGAACTTCTTGAATC RT-qPCR
bam_FW GCACGGCGATTGCTTAGAG RT-qPCR
bam_RV CGGTCAGGTGATCATGCAG RT-qPCR
cg14946_cDNA_FW | CAGCGGGGAGATAGTTTTGA RT-gPCR
cg14946 cDNA_RV | AAACCACTGTGCTACCCAAT RT-gPCR
cg5144 cDNA_FW | AAAACCTAGATCCCGATGGC RT-gPCR
cg5144 cDNA_RV | CTAGTCACTGCCCCACAAAT RT-gPCR
cg10232_cDNA FW | GTAGAGATCGGCATCGAGTA RT-gPCR
cg10232_cDNA_RV | TCGTGGGTATATCGAACTGG RT-gPCR
cg13386_cDNA_FW | AAATCTCCAGGATCGCATCAG RT-gPCR
cg13386_cDNA RV | ATACGGGTGGGAATTGCTTT RT-gPCR
upd2_cDNA_FW GGAACATCACGATGAGCGAA RT-gPCR
upd2_cDNA RV TCTTTAGCTTCACCGCACTT RT-gPCR
cg10550_ cDNA_FW | TCCCTACGATGCCATGTAC RT-qPCR
cg10550_ cDNA RV | CTGCTTACCCAGAGACTCAA RT-qPCR
cg9338 cDNA_FW | GTAGCCTCGTTTTGGATTGC RT-qPCR
cg9338 cDNA_RV | TTACCGGGAATGTCGATGG RT-qPCR
cg11550_ cDNA_FW | CACCTGGAGGAGTTCTTCG RT-qPCR
cg11550_cDNA RV | GCAGGGGAACAATAGAGACT RT-qPCR
inx2_cDNA_FW GTGTGCTTCGTCCTCTTCTT RT-qPCR
inx2_cDNA_RV TCCATGACCAGCATCTTGAG RT-qPCR
cg3376_cDNA_FW | CCACGAGTCCTGGATAATGA RT-qPCR
cg3376_cDNA_RV | ACGCAGGGCTTTCATGTTAT RT-qPCR
3. RACE AS TAATACGACTCACTATAGGGCGGATCCTTTTTTT SRACE
TTTTTTTTTTTTTTTTTTVN

T7AS GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’RACE
b1utrFW GGTCAAGAAACTGGTGGCT 3’RACE
b1utrdFW GTCAAGGCGGTCAAGAAAC 3’RACE
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b1utr3FW

CTAAAAAGTCGCGAAAGTCC

secuenciacion

b1utr8FW

AAAGGGAGCCTCCACACC

secuenciacion

Tabla 5. Lista de oligonucleétidos usados. Se indica la secuencia de 5’ a 3’ y el experimento

en el que se uso.

3.1.6. Anticuerpos

La Tabla 6 contiene una lista de los anticuerpos usados en los distintos experimentos.

Primarios Caracteristicas Procedencia
anti-dBigH1 Conejo; IF 1:800;1\:18 1:10.000; ChIP Generado en el laboratorio
anti-dBigH1 Rata; IF 1:600 Generado en el laboratorio

anti-dH1 Conejo; IF 1:400; ChIP 1uL Cedido por el Dr. J. Kadonaga
anti-H4 Conejo; WB 1:5000 Abcam
anti-H3Kac Conejo; ChIP 2 ug Millipore

anti-Rpb3 Conejo; ChIP 3,5ug Cedido por la Dr. J. Zeitlinger.

anti-Pol Il Ser2P Conejo; IF 1:400 Abcam

anti-Pol || Ser5P Conejo; ChlP: 2 ug Abcam
anti-brat Conejo; IF 1:250 Cedido por el Dr. J. Knoblich

anti-aducina Raton; IF 1:30 DSHB

anti-vasa Rata; IF 1:300 DSHB

anti-j Cobaya; IF 1:500 Cedido por la Dr. Godt
anti-FLAG Ratén; WB 1:2500 Sigma
anti-HA Rata; IF 1:200 Roche
Secundarios Caracteristicas Procedencia
anti-conejo Cy3 IF 1:400 Jackson
anti-conejo Cy5 IF 1:400 Jackson
anti-raton Cy2 IF 1:400 Jackson
anti-raton Cy3 IF 1:400 Jackson
anti-rata Cy2 IF 1:400 Jackson
anti-rata Cy5 IF 1:400 Jackson
anti-cobaya Cy5 IF 1:400 Cedido por el Dr. Casanova
anti-conejo HRP WB 1:10.000 Jackson
anti-raton HRP WB 1:10.000 Jackson

Tabla 6. Lista de anticuerpos. Se indica las diluciones usadas en los diferentes ensayos (IF:

inmunofluorescencia, WB: Western Blot; ChIP: inmunoprecipitacion de cromatina).
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3. 2. Métodos

3.2.1. Técnicas de manipulacion del DNA
3.211.PCR

Para las PCR se usaron condiciones estandar con algunas variaciones en la
temperatura de hibridacion o en el tiempo de elongacion, dependiendo de los

oligonucledtidos usados y el tamafio del producto de la amplificacion.

Para los clonajes se usé la polimerasa Phusion Hot Start, puesto que su tasa de error
es muy baja. Para una reaccion estandar se uso6 entre 1 pg y 10 ng de DNA y se prepar6
la reaccion de acuerdo al manual del fabricante. Abajo se indica el programa utilizado

para las PCR.

2 min a 98°C

30 seg a 98°C
30 seg a 54°C x25
15-30seg/Kb a 72°C

10 min a 72°C

3.2.1.2. Transformacion de células competentes

Las células competentes se incubaron con 10 pL del producto de ligacion durante 30
min en hielo. Posteriormente se realizé un choque térmico en un bafo a 42°C durante 2
min. Seguidamente se afadié 400 uL de medio LB y se dejaron recuperar las células
durante 30 min a 37°C y en agitacion constante. Finalmente se sembraron las células

en placas de LB con antibiético y se dejaron crecer durante la noche a 37°C.

Medio LB

Triptona 10 g/L

Extracto de levadura 5 g/L
NaCl 10 g/L

NaOH 1mM

3.2.1.3. Minipreparacion de DNA plasmidico

Para el aislamiento del DNA plasmidico se uso el método de “minipreparacién alcalina”
que consiste en una lisis alcalina de las bacterias. Para la extraccion del DNA baceriano
se inocularon 4 mL de medio LB suplementado con el antibiético correspondiente a partir

de una colonia aislada de bacterias previamente transformadas con el plasmido de
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interés. Se incubd el cultivo durante la noche a 37°C en agitacién constante. El dia
siguiente se paso 1,5 mL del cultivo a un eppendorfy se centrifugé a 9000 revoluciones
por minuto (rpm) durante 1 minuto. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el
pellet en 100 uL de solucion GTE con el vértex. Posteriormente se afadio 200 uL de la
solucidén de lisis, se mezcld por inversion y se incubo la mezcla en hielo durante 5 min.
Pasado este tiempo, se afiadio 150 uL de acetato sédico 3M, se invirtid el tubo y se dejé
en hielo 5 min mas. Tras este tiempo, se centrifugd 5 min a 14.000 rpm y se paso el
sobrenadante a un tubo nuevo. Se afadié un volumen de fenol/cloroformo, se mezclé
con el voértex y se centrifugd 2 min a 14.000 rpm. En este punto se recupero la fase
acuosa (fase superior) donde se encuentra el DNA del plasmido y se afadié dos
volumenes de etanol 100% frio. Se centrifugé a 14.000 rpm durante 15 min. El pellet
obtenido se lavé con 300 uL de etanol 70% frio y se volvié a centrifugar a 14.000 rpm
durante 5 min. Se descarto el sobrenadante y se dejo secar el pellet a 37°C. Finalmente,
se resuspendio el pellet con 40 yL de TE 1X suplementado con 1 ug de RNasaA y se

dej6 digerir durante al menos 20 min a 37°C.

GTE Solucién de lisis TE 1X

Glucosa 50 mM NaOH 0,2 N Tris-HCI pH 8.0 10 mM
Tris-HCI pH 8.0 25 mM SDS 1% EDTA 1 mM

EDTA 10 mM

3.2.1.4. Maxipreparacion de DNA plasmidico

Para la maxipreparacion se inocularon 500 mL de medio LB suplementado con el
antibiético correspondiente a partir de un minicultivo. El cultivo se incub6 toda la noche
en agitacion a 37°C. Al dia siguiente se recogi6 el cultivo y se centrifugd a 4500 rpm, se
descarté el medio y se procedio a la extraccion del DNA plasmidico con el kit DNA, RNA
and protein purification de Macherey-Nagel segun las instrucciones del fabricante.

Finalmente, el pellet se dejo secar y se resuspendié en 500 pyL de TE 1X.

3.2.1.5. Transfeccion de células S2
Para la obtencion de células estables se transfectaron células S2 mediante el método
de fosfato calcico (Di Nocera and Dawid, 1983), que facilita la entrada de DNA a las

células mediante la formacion de precipitados de DNA-Ca?*.

Inicialmente se plaquearon 3x10° células en placas de 5 mL y pasadas 24h se procedié
a la transfeccién. Cada transfeccion se realizé por duplicado y las cantidades se

escalaron para 2,5 reacciones. En primer lugar, se preparé la mezcla de DNA (10 o 20
47



MATERIALES Y METODOS

Hg) en un volumen final de 125 uL, 1 mL de 0,25 M de ClCaz en un tubo de 1,5 mL y 1
mL de medio 2xHeBS en un falcon de 15 mL. Luego se afiadié el CaCl; a la mezcla de
DNA y posteriormente se afadio la mezcla anterior al tubo con el medio 2xHeBS gota a
gota y con agitacion ligera y constante para que se formaran los precipitados. Se dejo
flocular los precipitados a 25°C durante 35 min. Pasado este tiempo se resuspendié los
precipitados y se ech6é 850 yL en cada placa. Transcurridas 24 horas, el medio se
sustituy6 por el medio de seleccién, que contiene 10% FBS y 0,3 mg/mL de Higromicina
B (Sigma).

2xHeBS

NaCl 16 g/L

KCI 0,7 g/L

NazPOu4 (sin hidratar) 0,4 g/L
Glucosa 2 g/L

Hepes pH 7.1 10 g/L

3.2.2. Técnicas de analisis del DNA

3.2.2.1. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Para el analisis de los fragmentos obtenidos mediante PCR se migro el resultado de la
reaccion en un gel de agarosa al 1%. Para la preparacion del gel se disolvié la agarosa
en TBE 1X. Una vez la agarosa solidificé se corrio el gel en una cubeta con TBE 1X.
Antes de cargar la muestra en el gel, se le anadié Orange G para su visualizacion.
Cuando el gel hubo corrido suficiente se procedié a la tincién del gel con bromuro de
etidio 0,5 yg/mL disuelto en TBE 1X durante 15 min en agitacion. Posteriormente se lavo

el gel con agua destilada y se acudio al transiluminador para la visualizacion del DNA.

TBE 1X Orange G

Tris base 9 mM Glicerol 50%

EDTA 2,4 mM EDTA 20 mM

Acido boérico 0,08 M Orange G (Sigma) 0,02%

3.2.2.2. Inmunoprecipitacién de cromatina (ChlIP)

Para realizar un ChlP en células S2 se partiéo de 108 células. Las células se incubaron
con formaldehido a una concentracion final de 1,8% en agitacion durante 10 min para
entrecruzar la cromatina. Pasado este tiempo se afiadié glicina a una concentracion final
de 0,125 M (a partir de una solucion stock a 1M en PBS 1X) y se dejé en agitacion

durante 5 min para parar la reaccion. Posteriormente, las células se centrifugaron en frio
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2 min a 1500 g y se lavé el pellet en 5 mL de PBS 1X. Tras la centrifugacion, el pellet se
resuspendié en 10 mL de soluciéon A y se incubd durante 10 min a 4°C en la rueda.
Posteriormente se centrifugaron las células en frio 2 min a 1500 g. El pellet se
resuspendid en 10 mL de solucién B y se incubd durante 10 min en una rueda a 4°C.
Transcurrido este tiempo se volvié a centrifugar las células y se resuspendieron en 4,5
mL de TE 1X con la pipeta. Para la lisis, se afiadié SDS al 1%, se invirti6 el tubo 5 veces
y se volvieron a centrifugar. La cromatina se lavé dos veces con 5mL de TE 1X y se
resuspendié en 4 mL TE 1X con PMSF 1mM y SDS 0,1%. Las muestras se sonicaron
en ciclos de 30 segundos ON y 30 segundos OFF y un total de 25 ciclos para obtener
fragmentos de DNA de 200-500 pb. Tras la sonicacién se volvieron a juntar las muestras
y se centrifugaron en frio durante 5 min a la velocidad maxima y se recuperé los

sobrenadantes.

Para cada inmunoprecipitacion (IP) se us6 una alicuota de 400 pL y 40 yL de la muestra
(10% de la muestra usada en la IP) se guardaron para el input. A la muestra de la IP se
le afiadié Triton X-100 a una concentracion final de 1%, Deoxicolato (DOC) al 0,1% y
NaCl a 140 mM, se incubd en la rueda a 4°C durante 10 min y se volvié a centrifugar en
frio durante 5 min a la velocidad maxima. Tras recuperar el sobrenadante se hizo un
prelavado con 30 uL de bolas de proteina A sefarosa (GE-Healthcare) previamente
bloqueadas con RIPA-BSA al 1%. Las muestras se incubaron durante 1h a 4°C en la
rueda. Posteriormente se centrifugan durante 2 min a 3000 rpm, se recuperd el
sobrenadante y se afadio PMSF a 1 mM y el anticuerpo correspondiente o suero

preinmune (mock). Las muestras se incubaron en la rueda durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se afadieron 40 uL de proteina A sefarosa previamente bloqueada y se
incubd en la rueda a 4°C. Tras 3h de incubacion se centrifugaron las muestras durante
2 min a 3000 rpm y se lavé el pellet 5 veces durante 5 min en la rueda con la solucion
RIPA, una vez con tampon LiCl y dos con TE 1X. Tras los lavados se resuspendio las
bolas con 40 yL de TE 1X. A los inputs y las muestras de las IP se les afiadid RNasaA
a 125 pg/mL y se incubd durante 30 min a 37°C. Para la elucién del material
inmunoprecipitado, las muestras se ajustaron a SDS al 1%, NaHCOs; al 0,1 M y
Proteinasa K al 0,2 ug/puL y se incubaron toda la noche a 65°C para revertir el

entrecruzamiento.

Al dia siguiente se centrifugaron las muestras durante 30 seg a maxima velocidad y se
recuperé el sobrenadante. Se anadié un volumen de fenol/cloroformo, se vorted 30 seg

y se centrifugd en frio durante 10 min a maxima velocidad. Posteriormente se recuperd
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la fase acuosa y se lavé con un volumen de cloroformo. Tras la centrifugacion, se
recuperaron 270 pL del sobrenadante y se afadieron 2 uL de acrilamida 0,25%, 30 pL
de acetato sédico 3M y 700 uL de etanol absoluto frio. Se dejé precipitar las muestras a
4°C durante al menos 30 min y después se centrifugaron en frio durante 15 min a
maxima velocidad. Se eliminé el sobrenadante y se lavo el pellet con 500 pL de etanol
70% frio. Finalmente se dejo secar el pellet y se resuspendi6é en 50 yL de agua milliQ.

El DNA precipitado se puede analizar mediante PCR cuantitativa (QPCR) o mediante

secuenciacion.
Solucién A Solucién B TE 1X
Hepes pH 7.9 10mM Hepes pH 7.9 10mM Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA 10mM NaCl 100mM EDTA 1 mM
EGTA 0,5mM EDTA 1mM
Tritén X-100 0,25% EGTA 0,5mM
Tritén X-100 0,01%
RIPA Tampon LiCl
NaCl 140mM LiCl 250 mM
Tris-HCI pH 8 10mM Tris-HCI pH8 10 mM
EDTA 1mM EDTA 1mM
Tritén X-100 1% NP-40 0,5%
SDS 0,01% DOC 0,5%
DOC 0,1%

3.2.2.3. PCR cuantitativa

Las PCR cuantitativas o gPCR se realizaron mediante el termociclador Light Cycler de
Roche utilizando el kit NZY qPCR Green Master Mix (nzytech). Las reacciones se
realizaron por triplicado y se usd 2 uL del material inmunoprecipitado para cada

reaccion. El programa estandar de la gPCR usado es el siguiente:

5 min a 95°C

10 seg a 95°C
10 seg a 60°C  x45
10 sega 72°C

Los datos se analizaron mediante el método de calculo estandar de la AACHt. El resultado
se expresa en forma de eficiencia o % input, que representa el material

inmunoprecipitado en relacién al input.
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3.2.2.4. Secuenciacion i andlisis

Para los ChlP-seq se parti6 de 3-10 ng de DNA, dependiendo de la muestra. La
generacion de la libreria se realiz6 utilizando el kit NEBNext Ultra II DNA Library Prep
Kit for lllumina de NEB (Ref.: E7645S) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
librerias generadas se amplificaron por PCR durante 10 ciclos. Se generdé un pool
equimolar con las librerias generadas y se realizd la secuenciacion single-end de 50

nucleétidos obteniendo mas de 30 millones de lecturas en todas las muestras.

Los controles de calidad, anotaciéon y analisis de los datos resultantes de la
secuenciacion fueron realizados por Oscar Reina de la unidad de Bioestadistica y

Bioinformatica del IRB Barcelona.

3.2.3. Técnicas de analisis del RNA

3.2.3.1. Extraccién de RNA

Para la extraccion de RNA de células se usaron 107 células. Tras recoger las células se
centrifugaron 5 min a 1200 rpm. El pellet de células se lavé dos veces con PBS 1X. Tras
los lavados se resuspendié el pellet en 1 mL de Trizol (Invitrogen) y se dej6é a
temperatura ambiente durante 5 min. Después se afadié 0,2 mL de cloroformo y se
mezclé por inversion. Las muestras se dejaron 3 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 15 min a la maxima velocidad y
en frio. La fase acuosa se recuperd y se purifico mediante el kit RNeasy Mini de Qiagen

segun las instrucciones del fabricante. El pellet se resuspendié en 30 uL de agua.

Para la extraccion de RNA de embriones se parti6 de 100-150 uL de embriones
decorionados. Para la extraccion de RNA de las gonadas se partié de 40 ovarios y de
500 testiculos diseccionados en PBS 1X. Tras retirar el PBS, se afiadio 400 uL de Trizol
y se homogeneizé el tejido con la ayuda de un émbolo. Las muestras se dejaron a
temperatura ambiente durante 5 min. Después se afadio 80 pL de cloroformo, se mezclé
por inversion y se dejaron 3 min a temperatura ambiente. Seguidamente se
centrifugaron las muestras durante 15 min en frio a la maxima velocidad. La fase acuosa
se recupero y se afiadio 2 L de pellet Paint y un volumen de isopropanol. Las muestras
se dejaron toda la noche a 4°C para precipitar el RNA. Al dia siguiente se centrifugaron
durante 1h a 13.000 rpm y a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se limpio el pellet con
etanol al 75%, se centrifugd durante 10 min a 13.000 rpm en frio. El pellet se dejé secar

y se resuspendio en 20 pL de agua.
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3.2.3.2. RT-gPCR

Mediante esta técnica se puede cuantificar la expresion de un gen en relacién a otro de
expresion ubicua o que no cambia entre las diferentes condiciones analizadas. Consta
de una reaccién de transcripcion reversa (RT) y una qPCR. Para la retrotranscripcion se
usé el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis de Roche. Para la RT se us6 1 ug
de RNA y se us6 un primer oligo-dT para amplificar todos los RNA poliadenilados. El
volumen se ajusto a 13 uL y se realizdé un paso previo de desnaturalizacién de 10 min a
65°C. Inmediatamente se introdujeron las muestras en hielo y se anadié el resto de
componentes de la RT siguiendo las indicaciones del fabricante. Las RT se incubaron
durante 30 min a 55°C y se inactivo la transcriptasa mediante la incubacion de las

muestras durante 5 min a 85°C.

La reaccion de gqPCR se realizé en un volumen final de 10 pyL y se us6é ~10 ng de cDNA.
Las reacciones se realizaron por triplicado. Como control de contaminaciéon gendémica
se prepararon reacciones en las que se usé RNA (~10 ng) en lugar de cDNA. El kit y
programas usados son los mismos que en el apartado 3.2.2.3. Los datos se analizaron
mediante el método de calculo estandar de la AACt. Los datos de expresion se muestran
en relacién a la expresién del gen RpL32, excepto en el analisis de la expresion de bam,

en el que se uso6 ActbC para la normalizacion.

3.2.1.3. Amplificacion rapida de extremos de cDNA (3’RACE)

Esta técnica permite obtener cDNA a partir de los mMRNAs poliadenilados presentes en
la célula a partir de la transcripcion reversa combinada con la amplificacion del cDNA
mediante PCR. Para la RT-PCR se us6 el primer 3-RACE AS (Tabla 5) para amplificar
los mRNA poliadenilados y se us6 el mismo protocolo que en el apartado anterior. Para

la amplificacion del cDNA se uso el siguiente programa:

5 min a 95°C

30 seg a 95°C
30sega58°C x35
5 min a 72°C

15 mina 72°C

El producto se analizé mediante gel de agarosa. Las bandas obtenidas se purificaron y

se secuenciaron.
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3.2.3.2. Arrays de expresion

El cDNA se preparé a partir de 35 ng de RNA y se amplificé por PCR durante 17 ciclos
utilizando el kit TransPlex® Complete Whole Transcriptome Amplification de Sigma
(Ref.: WTAZ2) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, 8 ug del cDNA
amplificado fueron fragmentados y marcados mediante el kit GeneChip Human Mapping
250K Nsp Assay de Affymetrix (Ref.: 900766) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El cDNA fragmentado y marcado se hibridé sobre los arrays GeneChip Drosophila
Genome 2.0 de Affymetrix (Ref.: 900531) durante 16 horas a 45°C. Tras la incubacién,
los arrays se procesaron en la estacion de lavado GeneChip Fluidics Station 450 de
Affymetrix. Finalmente, se escanearon mediante el escaner GSC3000 System de

Affymetrix.

3.2.4. Técnicas de analisis de proteinas

3.2.4.1. Extraccion proteica

Para la extraccion proteica total de células se recogieron las células y se centrifugan 5
min a 1200 rpm. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS 1X. El pellet se
resuspendidé en PLB 5X y se sonicaron a 40% de amplitud durante unos 10 segundos

en un sonicador Branson.

Para el extracto proteico de cromatina se procedié como en el apartado 3.2.2.2, pero

tras la sonicacion y centrifugacion se anadiéo PLB 5X a las muestras.

PLB 5X

Tris pH 6.8 0,125 M
Glicerol 22%

SDS 5%

Azul de bromofenol

3.2.4.2. Extraccion acida de histonas con acido clorhidrico 0,2N

Para la extraccién de histonas con acido clorhidrico (HCI) se recogieron las células, se
centrifugan 5 min a 1200 rpm y se lavaron dos veces con PBS 1X. Una vez lavadas, se
resuspendio el pellet en 500 yL de la solucién A y se pasé por el Dounce usando el
émbolo A. Tras incubar las muestras 10 min en hielo se centrifugaron a 3000 rpm en frio
durante 10 min. Se eliminé el sobrenadante y se volvié a repetir los pasos anteriores.
Posteriormente se elimind el sobrenadante y se resuspendieron los nucleos en HCI 0,2N

a una densidad de 4x107 células/mL y se dejaron toda la noche en rotacién a 4°C.
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Al dia siguiente se centrifugaron las muestras durante 10 min a 13.000 rpm en frio para
eliminar los restos de nucleos. El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se anadio 6
volumenes de acetona fria. Las muestras se mezclaron por inversién y se dejaron en

hielo seco. Pasados 30 min, las muestras se centrifugaron 10 min a 13.000 rpm a 4°C.

Se descart6 el sobrenadante, se afadié 1 mL de acetona- HCI 0,1N, se mezclé por
inversion y se incubaron durante 10 min en hielo seco. Se volvié a centrifugar 10 min a
13.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se descartd y se afiadi6 1 mL de acetona para
eliminar los restos de acido. Se invirti6 5-6 veces y se volvio a centrifugar 10 min a
13.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se descarté y se dejé secar el pellet a temperatura
ambiente. Finalmente, se resuspendio el pellet con agua afiadiéndola gota a gota y con

ayuda del vortex.

Solucion A

Hepes pH7,9 10 mM
MgCI2 1,5 mM

KCI 10 mM

PMSF 1,5 mM

DTT 0,5 mM

NP40 0,05%

3.2.4.3. Electroforesis en gel de acrilamida

Mediante la electroforesis en gel de acrilamida se puede separar las proteinas segun su
peso molecular. Esta separacion ocurre en condiciones desnaturalizantes y con SDS a
través de una matriz de poliacrilamida. Los geles estan compuestos por una matriz
apiladora, al 4% de acrilamida, y una matriz separadora, al 8-15% de acrilamida segun
el tamafio de las proteinas que se quieran separar. Antes de correr las muestras, se les
afiadié PLB y B-mercaptoetanol. Las muestras se hirvieron 5 min, 10 en el caso de
muestras de cromatina, a 95°C. Para correr las electroforesis se usé tampon LAEMMLI
1X. Como marcador de peso molecular se us6 el marcador PageRuler Prestained o

PageRuler Plus Prestained (Thermo Fisher Scientific).

LAEMMLI 1X
SDS 1%

Glicina2 M

Tris Base 250 mM
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3.2.4.4. Tincién con Coomassie blue

Para la tincién de geles de acrilamida con Coomassie, el gel se equilibré previamente
con acido acético al 10% durante 5 min. Posteriormente se incubé el gel durante 20 min
a temperatura ambiente con la solucién de Coomassie y se elimind el exceso de tincion

mediante la incubacién con acido acético al 10%.

Coomassie
Coomassie Brilliant Blue 0,5 mg/mLlI
Etanol 40%

acido acético 10%

3.2.4.5. Western blot (WB)

Las proteinas migradas en el gel de acrilamida se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 3 horas a 4°C aplicando un voltaje de 50V en tampdén de
transferencia. Una vez transferida la membrana se incubd en soluciéon de bloqueo
durante una hora. Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario diluido en PBST
durante 1,5h. Una vez finalizada la incubacién se lavé la membrana tres veces durante
5 min con PBST y se incubé durante una hora con el anticuerpo secundario conjugado
con la peroxidasa. Tras la incubacion se lavd la membrana tres veces durante 10 min

con PBST y se procedio a la deteccidn de la sefial mediante quimioluminiscencia.

Para el revelado se usé el kit ECL Western Blotting System de GE Healthcare. La
solucion de revelado se incubd durante un minuto sobre la membrana. Finalmente, la
membrana se secé y se expuso a una pelicula fotografica CL-XPosure (Thermo
Scientific) el tiempo necesario para obtener la sefal. Las peliculas fotograficas se
digitalizaron usando el densitémetro calibrado GS-800 (Bio-Rad) y se cuantificaron con

el programa de analisis de imagen Fiji (Schindelin et al., 2012).

Tampoén de transferencia PBST Solucién de bloqueo
Tris-base 25 mM PBS 1X PBST

Glicina 40 mM Tween 20 0,05% leche en polvo 5%
SDS 0,05%

Metanol 20%
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3.2.4.6. Immunofluorescencia

3.2.4.6.1. Inmunofluorescencia en células S2

La inmunodeteccion en células S2 se realizé mediante la impactacion de células gracias
al uso de una citocentrifuga y unos embudos especiales que concentran la muestra en
una region concreta del portaobjetos. Para obtener las preparaciones, se recogieron 300
ML de células S2 y se les anadiéo 1 mL de medio hipoténico MAC. Se incubé durante 5
min para que las células incorporasen el agua y se hincharan. Después se cogieron 200
ML de la mezcla para cada preparacién y se colocd en cada uno de los embudos. Las
células se centrifugaron a 500 rpm durante 10 min. Posteriormente, se dejé secar los
portaobjetos durante 30 min. Una vez secos, se afiadié 50 yL de paraformaldehido al
4% en PBS 1X sobre el area donde se encuentran las células y se fijaron durante 10
min. Seguidamente se lavaron los portaobjetos con PBS 1X durante 5 min y después
dos veces con PBS-T durante 10 min. El anticuerpo primario se diluyé en 10 uL de PBT
y se incubd durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las preparaciones se lavaron
dos veces durante 10 min con PBS-T-BSA 0,1% y se incubaron con el anticuerpo
secundario durante 45 min a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se
lavaron dos veces durante 10 min con PBS-T, seguidos de dos lavados con PBS 1X.
Finalmente se montaron los cubreobjetos con 10 uL de una solucion Mowiol con DAPI
al 0,2 ng/uL.

MAC PBS-T

Glicerol 50 mM PBS 1X

KCI 5 mM Tween 20 0,2%
NaCl 10 mM

CaCl2 0,8 mM

Sacarosa 10 mM

3.2.4.6.2. Inmunofluorescencia en cromosomas politénicos

Para la preparacion de cromosomoas politénicos, se diseccionaron glandulas salivales
de larvas de estadio L3 en solucion Cohen. Posteriormente se incubaron durante 2 min
en la solucion fijadora. Las glandulas se pasaron después a una gota de solucion 3
colocada en un cubreobjetos siliconizado para hacer el squash de las preparaciones y
asi romper las membranas celulares y extender los cromosomas en el portaobjetos.
Seguidamente se bafaron las preparaciones en nitrogeno liquido y se retird el
cubreobjetos. Las preparaciones se lavaron durante 5 min en PBS-T a temperatura
ambiente y se incubaron con el anticuerpo primario diluido en PBS-T-BSA 1% durante

toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las preparaciones tres veces durante 5
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min en PBS-T y se incubaron con el anticuerpo secundario diluido en PBS-T durante
dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente las preparaciones se lavaron tres

veces durante 5 min y finalmente se montaron en Mowiol con DAPI al 0,2 ng/uL.

Solucion Gohen Solucion fijadora Solucién 3

MgCl2 10mM 0.74% FA Acido acético 45%
Glicerol-3P 25 mM PBS 1X 0.62% FA

CaClz 3mM

KH2PO4 10 mM

NP-40 0,5%

KCI 30 mM

Sacarosa 160 mM
PBS-T

PBS 1X
Tween 20 0,05%

3.2.4.6.3. Inmunofluorescencia en ovarios

Los ovarios se diseccionaron en PBS 1X y se separaron las ovariolas. Posteriormente
se fijaron durante 20 min en una solucién heptano-fijativo en proporcion 3:1. Tras este
tiempo se lavaron tres veces durante 20 min en PBS-T. Los ovarios se bloquearon
durante una hora en PBS-T-BSA 2%. El anticuerpo primario se incubd con la solucion
de bloqueo durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, los ovarios se lavaron 3 veces
durante 20 min en PBS-T-BSA 2% y se incub6 el anticuerpo secundario en la misma
solucién durante 2h a temperatura ambiente. Tras este periodo se hicieron tres lavados
con PBS-T de 20 min y en el primer lavado se afadié DAPI para el marcaje del DNA.

Finalmente se montaron los ovarios en medio Mowiol.

Solucién de fijacién PBS-T

PBS 1X PBS 1X
Formaldehido 4% Tween 20 0,2%
NP-40 0,5% Tritén X-100 0,1%
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3.2.5. Expresion en las lineas celulares estables

Tras la seleccién y obtencién de la linea que contiene la construccion dBigH1::FLAG (de
aqui en adelante dBigH1) se analizé la expresion de dBigH1 mediante inmunodeteccion
y western blot (WB). La mayor expresién de dBigH1 se obtuvo con CuSO4 1 mM durante
24h. En la Figura 19 se puede ver como dBigH1 se detecta solo tras la induccién y se

localiza en el nucleo.

A Control Induccion
adBigH1 ——

AHE o — e —
2
..

Figura 19. Expresion de dBigH1 tras la induccion con CuSO4. A) WB de células control (no

Control

Induccion

inducidas) y células inducidas con CuSO4 1 mM. En el gel se cargaron cantidades crecientes de
las muestras (carriles 1y 2). La H4 se us6 como control de carga. B) Inmunodeteccion de dBigH1

(rojo). EI DNA se marcé con DAPI (azul). Tras la induccion, dBigH1 se detecta en los nucleos.

Tras la obtencién de las lineas que expresan las formas truncadas dBigH12EP::FLAG
(dBigH12EP) y dBigH14NTP::FLAG (dBigH12NTP) se comprobo su expresion mediante WB.
Todas las lineas expresan las construcciones cuando se induce la expresién con CuSOg4
1 mM durante 24h (Figura 20A). Para analizar el grado de unién a la cromatina de cada
construccion, se prepard cromatina entrecruzada (apartado 3.2.2.2) y se analizé
mediante WB (Figura 20B). Con estos analisis se estimé que las construcciones

dBigH12EP y dBigH12NTP son mas abundantes en la cromatina que dBigH1 (Figura 20C).
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EXTRACTOS TOTALES CROMATINA
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Figura 20. Expresiéon de las construcciones dBigH1, dBigH12E° y dBigH12NTC. A) WB de
extractos totales, se cargaron cantidades crecientes (carriles 1 y 2). La H4 se usé para la
normalizacion. Todas las lineas expresan la construccion cuando se inducen con CuSO4 1 mM.
Como control se usaron células S2 a las que se les afiadié también CuSO4 y que no expresan
dBigH1. B) WB de muestras de cromatina entrecruzada, se cargaron cantidades crecientes
(carriles 1y 2). La H4 se uso para la normalizacion. Todas las construcciones se incorporan a la
cromatina. C) Cuantificacion de la expresion (TOTAL) y de la abundancia en la cromatina
(CROMATINA) de las diferentes construcciones respecto a la construccion dBigH1.

La construccion dBigH12NTP se expresa mas que el resto de construcciones. dBigH12EP y

dBigH12NTP son mas de 10 veces mas abundantes en la cromatina que dBigH1.

Para establecer la cantidad real de dBigH1, dBigH125P y dBigH12NTP, se prepararon
extractos de histonas mediante extraccion con HCI 0,2N (apartado 3.2.4.2). Los
extractos fueron analizados mediante tincién con Coomassie y WB (Figura 21). Las
cantidades de dBigH1 y dBigH12N™® no se pudieron determinar directamente, puesto
que la banda de dBigH1 solapa con una banda también presente en las células S2
control y la banda de dBigH12NTP solapa con la banda de dH1. En el caso de dBigH148P,
corresponde al 23% del total de histonas H1 y, por lo tanto, teniendo en cuenta que el
grado de unién a cromatina de dBigH12EP es unas 10 veces superior al de dBigH1,
estimamos que, en el caso de la expresion de dBigH1, esta representa alrededor de un
2% del total de histonas H1.
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Figura 21. Analisis de la cantidad expresada de dBigH1, dBigH12E° y dBigH12NP tras la
induccién con CuSOa. A) Tincion del gel con Coomassie. Las flechas rojas indican las bandas
correspondientes a cada construccion. La flecha negra indica la banda correspondiente a dH1.
B) Analisis mediante WB. La membrana se incub6 con anticuerpos adBigH1 (izquierda) y aH1
(derecha). Las flechas rojas indican las bandas correspondientes a cada construccién y la negra

la correspondiente a dH1. La banda de dBigH1 solapa con una banda también presente en las
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células S2 control y la construccion dBigH12NTP con la de dH1.
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4.1. Analisis de la funcién de dBigH1 en transcripcién

4.1.1. Analisis del efecto de la sobreexpresion de dBigH1

4.1.1.1. La proteina dBigH1 se incorpora a lo largo de la cromatina y afecta a la
union de dH1

dBigH1 se localiza de forma uniforme en la cromatina en estadios previos a la
celularizacion. Tras este proceso, coincidiendo con la activacién del genoma zigatico,
dBigH1 es reemplazada por la variante somatica, dH1. Con el fin de estudiar el
comportamiento de dBigH1 y su relacion con dH1, se expresé dBigH1 en células S2,
que carecen de dBigH1, usando una linea celular que expresa dBigH1 bajo el control de
un promotor inducible con Cu?* (ver apartado 3.2.5). Con el fin de poder analizar la
distribucion de dBigH1 y dH1 se realizaron experimentos de ChIP-seq. Los resultados
del ChlP-seq muestran que dBigH1 se localiza a lo largo de todo el genoma, puesto que
la cobertura gendmica de las muestras inmunoprecipitadas (IP) es muy similar a la
cobertura del input (Figura 22A, izquierda). Esta distribucion es similar a la de dH1 en
células control en las que no se ha inducido la expresion de dBigH1 (Figura 22A,

derecha).

Los resultados obtenidos mediante ChIP-seq fueron comprobados mediante ChIP-
gPCR. Para ello se seleccionaron al azar diferentes genes y secuencias repetitivas en
las que se analiz6 la presencia de dBigH1. Tal y como se muestra en la Figura 22B,
dBigH1 se encuentra en todas las regiones analizadas en las muestras inducidas con
CuSO0s4. La inmunoprecipitacién con adBigH1 es especifica puesto que en muestras en
las que se us6 suero preinmune (mock), no se inmunoprecipitaron estas secuencias.
Por otro lado, los analisis de ChiP-seq muestran ademas que existe una correlacion
entre la deposicion de dBigH1 y el contenido de dH1 en las células control, puesto que
los genes ricos en dBigH1 se corresponden con los genes ricos en dH1 en las células

no-inducidas (Figura 22C).
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Figura 22. dBigH1 se incorpora en todo el genoma y su deposiciéon correlaciona con la
presencia de dH1. A) Curvas de Lorenz en las que se muestra el porcentaje del genoma cubierto
en los inputs (negro) y en las IPs (rojo). El porcentaje de cobertura entre la IP de dBigH1 es
similar al del input en células inducidas (izquierda). Lo mismo ocurre para la IP de dH1 en células
no inducidas (derecha). B) ChlIP-gPCR en células sin inducir y tras la induccion. Se representa
la cantidad de material inmunoprecipitado respecto al total (% input). Como control de la
especificidad de la inmunoprecipitacion se usé suero preinmune (mock). Tras la induccion,
dBigH1 se detecta en las diferentes secuencias analizadas. Las barras de error representan el
error estandar (n=2). Se indica el nivel de significancia estadistica para las diferencias de
inmunoprecipitacion entre las células no inducidas e inducidas (***<0,005; test t-Student de dos
colas). C) Representacién de la ocupacion de dBigH1 en funcidn de la ocupacion de dH1 en las
células control. Existe una correlacién entre el contenido de dBigH1 y el de dH1 (r=0,846).

Ademas, se comparé los perfiles de distribucion de ambas histonas a lo largo de las
regiones génicas. Para ello, se dividieron los genes en cinco categorias de acuerdo a
sus niveles de expresion en células S2 control, que no expresan dBigH1. Normalmente,
los genes activos transcripcionalmente, ademas de contener una menor cantidad de H1,
estan deplecionados para H1 en la region cercana al sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) (Braunschweig et al., 2009; Cao et al., 2013; 1zzo et al., 2013; Li et al., 2012b;
Mayor et al., 2015; Millan-Arifio et al., 2014; Nalabothula et al., 2014). Por otro lado, el
contenido de H1 aumenta progresivamente a lo largo de la secuencia codificante (CDS).
Sin embargo, los genes cuya expresion es reducida no presentan esta deplecion
64



RESULTADOS

caracteristica (Braunschweig et al., 2009; Cao et al., 2013; Izzo et al., 2013; Mayor et
al., 2015; Millan-Arifio et al., 2014; Nalabothula et al., 2014). En la Figura 23 se muestran
los perfiles de distribucion para dBigH1 y dH1. En los graficos se representa la longitud
relativa del gen y 1 kb aguas arriba y abajo del gen. En el caso de dBigH1, existen
diferencias en el contenido de dBigH1 segun la expresion génica, aunque esta diferencia
es mayor para el contenido de dH1. Por otro lado, ambas variantes presentan una
deplecidn alrededor del TSS en los genes activos, aunque esta deplecion es mucho mas

pronunciada en el caso de la dH1.
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Figura 23. Distribuciéon de dBigH1 y dH1 a lo largo de la regidon génica. En negro, los genes
menos expresados (Q1) y en azul claro los mas expresados (Q5). Los genes mas activos
contienen menos dBigH1 y dH1. Las diferencias en el contenido son mayores para dH1. El
contenido disminuye alrededor del TSS, especialmente para la histona dH1 y aumenta a lo largo
del CDS.

Con el fin de analizar el efecto de la expresién de dBigH1 sobre la distribucién genémica
de dH1, se realizaron también ensayos de ChIP-seq en las células que expresaban
dBigH1 (células inducidas). Los resultados obtenidos muestran que la expresion e
incorporacion de dBigH1 en la cromatina no tiene un gran efecto en la proporcion del
genoma cubierto por dH1, puesto que las curvas de Lorenz son similares entre las IP en
células noinducidas y células inducidas (Figura 24A). A pesar de que dBigH1 no parece
alterar el grado de cobertura de dH1, mediante ChIP-gPCR se puede observar una
disminucion del contenido de dH1 en las regiones analizadas (Figura 24B). De hecho,
cuando se compara la distribucién de dH1 a lo largo de las regiones génicas en las
células no inducidas e inducidas, parece que la deplecion alrededor del TSS en los

genes expresados es menos profunda en las células inducidas (Figura 25A). Con el fin
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de comprobar esta observacioén, se midié la diferencia existente en la sefal de dH1 entre
la region TSS, considerada como el TSS+100 pb, y el CDS, considerado como la region
que va desde las 100 pb aguas abajo del TSS hasta el lugar de finalizacion de la
transcripcién (TXE). La relacion TSS/CDS aumenta en las células inducidas (Figura
25B), esto indica que existe una disminucién en el grado de deplecion de dH1 alrededor
del TSS en los genes expresados. Los resultados obtenidos mediante ChIP-gPCR
(Figura 24B) sugieren que este aumento en la relacion TSS/CDS se deberia a una
disminucion del contenido de dH1. En conjunto, estos resultados sugieren que dBigH1

estaria reemplazando a dH1 cuando se incorpora a la cromatina.
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Figura 24. Tras la incorporaciéon de dBigH1, disminuye la ocupacién de dH1. A) Curvas de
Lorenz. El genoma cubierto por las IP en células no inducidas (negro) e inducidas (rojo) son
similares. B) ChlIP-gPCR en células inducidas y no inducidas. El grafico muestra el cambio en la
ocupacion relativa de dH1 respecto a las células control. Tras la induccion, la ocupacion de dH1
disminuye en las regiones analizadas. Las barras de error representan el error estandar (n=2).
Las diferencias de ocupacion son estadisticamente significativas en todas las regiones (*** p-
valor<0,005; test t-Student de dos colas).
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Figura 25. La relacion entre el TSS y el CDS varia en las células inducidas. A) Distribucién
de dH1 en la region génica en células no inducidas (izquierda) y tras la inducciéon de dBigH1
(derecha) en los diferentes grupos de expresion (de menor a mayor expresion: Q1-Q5). La
distribucion de dH1 en células inducidas se asemeja a la de células no inducidas. B) Relacién
entre la ocupacion del TSS y el CDS segun los cinco grupos de expresién en células S2 (parte
superior, de menor a mayor expresion) en células no inducidas y células inducidas. La ratio
TSS/CDS en las células inducidas aumenta en comparacion con las no inducidas para los genes
activos transcripcionalmente. Se indica el p-valor para estas diferencias (ns, no significativo;
prueba de Wilcoxon).

4.1.1.2 dBigH1 afecta negativamente la expresion génica

Durante la embriogénesis, dBigH1 esta presente cuando el genoma zigdtico no se
expresa, lo cual ha llevado a sugerir que dBigH1 actua como un represor transcripcional.
Con el fin de analizar el posible efecto represor de dBigH1 se analizaron los perfiles de
expresion mediante arrays en células inducidas y células S2 (control), que no contienen
la construccion para la expresiéon de dBigH1. A las células S2 se les anadié la misma
cantidad de CuS0; para eliminar el posible efecto debido al tratamiento para la
induccion. Comparado con las células control, un 4,7% de los genes se expresan
diferencialmente (DE) con un cambio en la expresiéon o fold-change (|FC|) igual o

superior a 1,5. De todos los genes DE, aproximadamente un 68% corresponde a genes
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down-regulados y un 32% a genes up-regulados. (Figura 26A). Cuando se compara los
niveles de expresion entre condiciones y segun el valor absoluto del FC (|FCJ), el efecto

general que se observa es de down-regulacion (Figura 26B).
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Figura 26. Efecto de dBigH1 en la expresiéon génica. A) Proporciéon de genes up- y down-
regulados en células inducidas en comparacion con las células control. Cuando se consideran
todos los genes (izquierda), aproximadamente la mitad estan down-regulados y la otra mitad up-
regulados. De los genes DE, la mayoria se encuentran down-regulados (68%). B)
Representacion de los niveles de expresion segun los valores de |FC|, indicados en la parte
inferior. En gris se representan los valores para las células S2 control tratadas con CuSO4 y en
blanco para las células en las que se ha inducido la expresion de dBigH1. La tendencia es un
efecto de down-regulacion de la expresion.

Los resultados obtenidos se comprobaron mediante RT-gPCR. Para ello, se
seleccionaron 6 genes down-regulados con un |FC|>1,5. Todos los genes analizados
muestran una fuerte disminucion de la expresion. Respecto a los genes up-regulados,
se seleccionaron 4 genes, también con un |FC|>1,5. En este caso, solo 3 de los 4 genes

analizados estaban up-regulados (Figura 27).
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Figura 27. Cambio en la expresiéon génica de genes down- y up-regulados. Los graficos
muestran el cambio de expresion respecto a las células control tratadas con CuSO4. A) Los
genes down-regulados muestran una fuerte disminucion de la expresion en las células inducidas.
B) En tres de los cuatro genes up-regulados se puede observar un aumento en la expresion. Las
barras de error representan el error estandar (n=7). Se indica el p-valor para las diferencias en
la expresion (**<0,01; ***<0,005, test t-Student de dos colas).

Posteriormente se analizd si existia una relacion entre el contenido de dBigH1 vy el
cambio de expresién de los genes en las células inducidas. Tanto en los genes down-
regulados como en los up-regulados se puede observar una correlacién moderada entre
el cambio en la expresion y el contenido de dBigH1 (Figura 28A). En el caso de los
genes down-regulados, la pendiente de la recta (a=-0,155) es mayor que en los genes
up-regulados (a=0,105), lo que indica que el cambio en la expresidn segun el contenido
de dBigH1 es mas débil en los genes up-regulados. Ademas, el grado de correlacion es
mayor en los genes down-regulados (Pearson r=0,11; p-valor=0,02271) que en los up-
regulados (Pearson r=0,093), no siendo estadisticamente significativa para estos

ultimos (p-valor=0,1737).

Por otro lado, si se mira la distribucién de dBigH1 en estos genes, su distribucion es
uniforme a lo largo del gen y es muy similar para genes up- y down-regulados (Figura
28B). En el caso de dH1, los perfiles para los genes up-regulados y down-regulados
muestran una distribucion similar tanto en células no inducidas como en las inducidas
(Figura 28C). Sin embargo, cuando se mira la expresion de estos genes en células S2

control que no han sido tratadas con CuSO., los genes que se encuentran down-
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regulados muestran niveles de expresion mayores a los genes que se encuentran up-

regulados cuando se expresa dBigH1 (Figura 28D).
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Figura 28. Relaciéon entre los niveles de expresiéon, dBigH1 y dH1. A) Correlacion de los
niveles de dBigH1 con el grado de cambio en la expresion. En rojo se muestran los genes up-
regulados, en azul oscuro los down-regulados y en azul claro los genes no expresados
diferencialmente. Existe una correlacion entre el contenido de dBigH1 y el nivel de down-
regulacién (Pearson r=0,11; p-valor=0,02271). Los genes up-regulados no muestran una
correlacion estadisticamente significativa (Pearson r=0,093; p-valor=0,1737). Se indica el valor
de la pendiente (a). B) Distribucion de dBigH1 en la regién génica. En rojo se muestra los genes
Respecto a la funcion de los genes down-regulados, se asocian a vias de procesos

metabodlicos y con funciones housekeeping segun la clasificacion KEGG (Kyoto
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Encyclopedia of Genes and Genomes). Por otro lado, los up-regulados estan
relacionados con procesos diversos, aunque una de las categorias mas up-reguladas
esta relacionada con procesos que tienen que ver con el DNA/RNA (Figura 29).
Ademas, se realizaron mapas epigenéticos utilizando la herramienta ChroGPS con el
fin de caracterizar el estado epigenético de los genes diferencialmente expresados. Esta
herramienta integra los datos disponibles en modENDCODE para generar mapas en los
que los genes se pueden agrupar segun la presencia de diferentes marcas epigenéticas
o factores asociados a la activacién transcripcional o el silenciamiento (Font-Burgada et
al., 2014). De este modo, los genes se pueden agrupar en tres grandes dominios:
cromatina activa, cromatina polycomb (PC) y cromatina silenciada mediante HP1a. En
la Figura 30 se pueden ver en qué regiones se localizan los genes que se encuentran
up-regulados y down-regulados en las células que expresan dBigH1. En el caso de los
genes down-regulados, se encuentran distribuidos por los tres dominios. Respecto a los
genes up-regulados, también se encuentran distribuidos por los tres dominios, aunque
se encuentran en menor proporcién en el dominio PC en comparacion con los genes

down-regulados.

Figura 28. (Continuacion) up-regulados y en azul los down-regulados, los perfiles de ambos
son similares. C) Distribuciéon de dH1 en la regién génica de los genes down-regulados (azul) y
up-regulados (rojo) en células no inducidas (izquierda) e inducidas (derecha). Los perfiles de los
genes up-regulados y down-regulados son similares entre ellos en las células no inducidas y no
varian cuando se induce la expresién de dBigH1. D) Niveles de expresién de los genes up-
regulados y down-regulados en células S2 que no han sido tratadas con CuSOas. Los genes down-

regulados se expresan mas que los up-regulados (p-valor<0,0001, test de Wilcoxon).
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Figura 29. Mapa de las vias KEGG enriquecidas en los genes expresados diferencialment.
En rojo, las categorias pertenecientes a los genes up-regulados y en azul a los down-
regulados (+, *, **, *** GSEA FDR <0,25; 0,05; 0,01 y 0,001 respectivamente).
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Figura 30. Mapas epigenéticos de los genes de células S2. Se muestra la localizacion de los
genes up-regulados (izquierda) y down-regulados (derecha) en los tres principales dominios
(cromatina activa, cromatina silenciada mediante proteinas del grupo policomb y cromatina
silenciada mediante HP1a). Los genes up-regulados y down-regulados se distribuyen por los
diferentes dominios, aunque los genes up-regulados se encuentran en menor proporcion en el

dominio PC comparado con los genes down-regulados.

4.1.1.3. dBigH1 reprime la expresiéon de bam

Uno de los genes estudiados en este trabajo fue bam. En testiculos, la disminucion de
los niveles de dBigH1 tiene como resultado el alargamiento de la region TA debido a la
acumulacion de espermatogonias, lo que sugiere un defecto en la diferenciacion a
espermatocitos. Mediante ChlP-seq se vio que dBigH1 se localiza en el gen bam. Con
el fin de estudiar el posible papel de dBigH1 en la diferenciacién de los espermatocitos,
se uso la linea celular estable para expresar dBigH1 y estudiar su efecto sobre el gen
bam. En la Figura 31A se puede ver que, tras su induccion, dBigH1 se localiza en el
promotor del gen bam, tal y como ocurre en los espermatocitos. Ademas, la
incorporacion de dBigH1 tiene como resultado una disminucion de la expresion de bam
(Figura 31B). Este resultado sugiere que dBigH1 es necesaria para la diferenciacion a
espermatocitos mediante el silenciamiento de bam. Los experimentos realizados en
testiculos de Drosophila apoyan estos resultados puesto que dBigH1 esta presente
sobre el promotor del gen bam y la deplecién de dBigH1 resulta en un aumento en sus
niveles de expresion. Asi mismo, la sobreexpresion de dBigH1 en testiculos tiene como
resultado la represion de construcciones reporteras que se expresan bajo el control del
promotor de bam. En conjunto, estos resultados confirman la necesidad de dBigH1 para
la diferenciacion a espermatocitos mediante el silenciamiento de bam (Carbonell et al.,
2017).

73



RESULTADOS

A B
2 =
. =
1,5 = 11
g5 T = B noinducidas
E‘ 1 J_ ‘gg ’ 0O inducidas
- g8 05
0,5 &
=
(i i 0

Figura 31. dBigH1 inhibe la expresion de bam. A) ChIP-gPCR de la region promotora de bam.
El grafico muestra la cantidad de material inmunoprecipitado en relacion a la cromatina total (%
input). dBigH1 se encuentra en la regiéon promotora tras la induccién de su expresion. Las barras
de error representan el error estandar (n=2). El p-valor para la diferencia es <0,0001 (test t-
Student de dos colas). B) Andlisis de la expresion relativa de bam mediante RT-gPCR. El grafico
muestra el cambio de expresidn respecto a las células no inducidas. La ocupacion del promotor
de bam por dBigH1 resulta en una disminucién de la expresién. Las barras de error representan

el error estandar (n=2; p-valor<0,05; test t-Student de dos colas).

4.1.2. Anidlisis funcional de los dominios de dBigH1

4.1.2.1. EI CTD es necesario para la unién a la cromatina

dBigH1 muestra la estructura tipica de las histonas H1, compuesta por tres dominios. El
dominio central y el CTD estan conservados respecto a la variante somatica. Sin
embargo, el NTD contiene un pequefio dominio enriquecido en residuos D y E (Figura
32A).

Con el fin de analizar la contribucion de cada dominio a la funcién de dBigH1, se usé el
sistema Gal4/UAS para la sobreexpresién en la mosca de diferentes formas truncadas
de la proteina dBigH1. En concreto se estudiaron cuatro construcciones: 1) UAS-
dBigH1, que contiene la secuencia completa de la proteina dBigH1; 2) UAS-dBigH14&P;
que expresa una proteina que carece del dominio acidico N-terminal enriquecido en
residuos E y D; 3) UAS-dBigH12N®, cuya proteina no contiene el NTD; y 4) UAS-
dBigH12€TP, a la que se le ha eliminado el dominio CTD. El sistema Gal4/UAS consta
de un driver que dirige la expresion de la proteina Gal4 y un elemento UAS que se activa
cuando Gal4 se une (Duffy, 2002). Para este experimento se uso el driver daughterless
(da)-gal4, que se expresa en glandulas salivales. Estas glandulas contienen un tipo de
cromosomas especializados que reciben el nombre de cromosomas politénicos. Estos
cromosomas se forman gracias a rondas sucesivas de replicacion del DNA sin que la
célula se divida, de modo que las cromatidas hermanas permanecen unidas. El gran

tamano de estos cromosomas permite el estudio de la unién de proteinas a la cromatina.
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La sobreexpresion de las diferentes construcciones muestra que el CTD es fundamental
para la union de dBigH1 a la cromatina, puesto que la construccion en la que se ha
delecionado este dominio no se detecta en los cromosomas politénicos (Figura 32B), a
pesar de expresarse en las glandulas salivales (Figura 32C). Este resultado concuerda
con otros estudios realizados con la histona H1.1 de mamiferos en que el CTD es
necesario para la unién de gran afinidad a la cromatina (Hendzel et al., 2004). Por el
contrario, las deleciones del dominio ED o del NTD completo no afectan a la capacidad
de union de dBigH1 puesto que ambas formas se detectan en los cromosomas

politénicos (Figura 32B).
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Figura 32. Localizaciéon de dBigH1 en cromosomas politénicos. A) Esquema de la estructura
de dBigH1. Esta variante contiene un dominio rico en residuos E y D en el NTD. Los numeros
indican la posicién del aminoacido donde empieza y acaba cada dominio. B) Inmunodeteccién
en cromosomas politénicos de dBigH1 (rojo). EI DNA se marcé con DAPI (azul). El dominio CTD
es necesario para la union de dBigH1 a la cromatina. La delecién del dominio ED o del NTD al
completo no afectan a la capacidad de unién al DNA puesto que ambas formas se detectan en
los cromosomas. C) Western blot de glandulas salivales en las que se han sobreexpresado las

distintas construcciones. Todas las construcciones se expresan en las glandulas.
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4.1.2.2. EI NTD es necesario para el reemplazo de dH1

Puesto que el NTD no esta implicado en la union a la cromatina, se analizé su posible
contribucién en el reemplazo de dH1. Con el fin de poder realizar estos analisis, se us6
una linea celular que expresa la forma truncada dBigH125P. Esta construccion, igual que
la sobreexpresada en moscas, se une a la cromatina puesto que se detecta mediante

western blot en muestras de cromatina entrecruzada (Figura 33).

52 dBigH1 dBigH12ED dBigH1aNTD

Figura 33. Unién de dBigH1, dBigH12EP? y dBigH12N™® a la cromatina. Western blot de
cromatina entrecruzada procedente de las diferentes lineas celulares. Todas las construcciones
de dBigH1 se detectan en la cromatina. En los geles se cargaron cantidades crecientes de las

distintas muestras (carriles 1 y 2). La H4 se usé como control de carga.

Con el objetivo de analizar la distribucién de dBigH12EP se realizaron experimentos de
ChlIP-seq. Los analisis muestran que esta forma truncada se distribuye a lo largo de la
cromatina igual que la proteina dBigH1 (Figura 34A). Ademas, igual que la forma
completa de dBigH1, su deposicién correlaciona con el contenido de dH1 en células no
inducidas (Figura 34B). Los resultados del ChIP-seq fueron comprobados mediante
ChIP-gPCR. En todas las regiones analizadas se pudo detectar dBigH1 tras la

induccién, pero no en las células control (Figura 34C).
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Figura 34. La deleciéon del dominio ED no afecta a la distribuciéon de dBigH1. A) Curvas de
Lorenz en las que se muestra el porcentaje del genoma cubierto en los inputs (negro) y en las
IPs (rojo). El porcentaje de cobertura es similar entre las IPs y los inputs. B) Representacion de
la ocupacioén de dBigH1 en funcién de la ocupacion de dH1 en las células control no inducidas.
Existe una correlacion entre el contenido de dBigH12EP y el de dH1 (r=0,863). C) ChIP-qgPCR en
células sin inducir y en células inducidas. Se representa la eficiencia de la inmunoprecipitacion
en relacion al material total sin inmunoprecipitar (% input). Como control para la especificidad de
la inmunoprecipitacién se usé suero preinmune (mock). dBigH12EP se detecta en todas las
secuencias analizadas en las células inducidas. Las barras de error representan el error estandar
(n=2). Se indica el nivel de significancia estadistica para las diferencias de inmunoprecipitacién
con adBigH1 entre las células no inducidas e inducidas (***<0,005; test t-Student de dos colas).

Posteriormente se analizo la distribucion de dBigH12EP a lo largo de las regiones
génicas. Esta construccion se localiza a lo largo del gen y existen diferencias en la
ocupacion segun el nivel de expresion de los genes, igual que para dBigH1 o dH1,
siendo los genes menos expresados los que tienen un mayor contenido de dBigH12EP.
Ademas, con esta construccion se observa una deplecién alrededor del TSS mayor que

para la construccion dBigH1, pero menor que para dH1 (Figura 35).
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Figura 35. Distribucién de dBigH1, dH1 y dBigH12EP a lo largo de la regién génica.
Representacion de los perfiles de dBigH1 (izquierda), dH1 (centro) y dBigH12EP (derecha) segun
los grupos de expresion (de menor a mayor expresion: Q1-Q5). El contenido de dBigH14EP, al
igual que de dBigH1 y dH1, es mayor cuanto menos se expresa el gen. En los genes activos
transcripcionalmente (Q3-Q5), el contenido de dBigH128P, disminuye alrededor del TSS vy

aumenta a lo largo del CDS de un modo mas similar a dH1.

Por otro lado, la ratio TSS/CDS no aumenta cuando se expresa la forma dBigH14EP
(Figura 36A). Mediante ChIP-gPCR se puede observar que, a diferencia de lo que
ocurre con la proteina completa, la union de dBigH12EP no afecta a la ocupacion de dH1
(Figura 36B). En conjunto, estos resultados sugieren que dBigH12EP no es capaz de
reemplazar dH1 en la misma medida que lo hace dBigH1 y que por lo tanto el dominio

ED es necesario para el reemplazo.
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Figura 36. dBigH12E® no reemplaza dH1. A) Relacion entre la ocupacion del TSS y el CDS
segun los grupos de expresion en células no inducidas y células inducidas. B) ChIP-gPCR en
células inducidas y no inducidas. El grafico muestra el cambio en la ocupacién de dH1 respecto
a las células no inducidas. Tras la induccién la ocupacién de dH1 disminuye solo en algunas de
las regiones analizadas. Las barras representan el error estandar (n=2). Se indica el p-valor para
las diferencias de expresion respecto a las células no inducidas (**<0,01; ***<0,005; test t-Student
de dos colas).

Del mismo modo, la expresion de la forma truncada dBigH12NTP, que carece del NTD
completo, es capaz de unirse a la cromatina, igual que cuando se sobreexpresa en
glandulas salivales (Figura 33). Ademas, en todas las regiones analizadas mediante
ChIP-gPCR se pudo detectar la presencia de dBigH12N™P en las células en las que se
indujo la expresion, pero no en las células no inducidas o cuando se usé suero
preinmune para la inmunoprecipitacén (Figura 37A). Respecto al reemplazo de dH1,
mediante ChIP-gPCR se puede observar que, igual que para la forma dBigH12EP, el
grado de ocupacion de dH1 en las regiones analizadas no se ve afectada con la misma
magnitud que cuando se expresa dBigH1 (Figura 37B).
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Figura 37. dBigH12N™P se incorpora a la cromatina sin afectar a la ocupacion de dH1. A)
ChIP-gPCR en células sin inducir y en células inducidas con anticuerpos contra dBigH1. Se
representa la cantidad de material inmunoprecipitado en relacion a la cromatina total (% input).
Como control para la especificidad de la inmunoprecipitacion se us6 suero preinmune (mock).
dBigH12NTP se incorpora a la cromatina. Las barras de error representan el error estandar (n=2).
Se indica el nivel de significancia estadistica para las diferencias de inmunoprecipitacién con
adBigH1 entre las células no inducidas e inducidas (***<0,005; test t-Student de dos colas). B)
ChIP-gPCR en células inducidas y no inducidas con anticuerpos contra dH1. El grafico muestra
el cambio en la ocupacion de dH1 respecto a las células control. Las barras de error representan
el error estandar (n=2). Se indica el p-valor para las diferencias de expresion respecto a las

células no inducidas (**<0,01; ***<0,005; test t-Student de dos colas).

4.1.2.3. EI NTD es necesario para la represion de la transcripcion

Para analizar la posible contribucién del dominio NTD a la regulacién de la transcripcién
se sobreexpresaron las diferentes formas truncadas y se analizé el efecto sobre la
expresion génica de los genes diferencialmente expresados por dBigH1 mediante RT-
gPCR. De los seis genes que se encontraban fuertemente down-regulados tras la
expresion de dBigH1, unicamente uno se encontré down-regulado con la expresion de
dBigH12EP aunque en menor medida (Figura 38A). En el caso de los genes que estaban
up-regulados, el resultado es variable, puesto que uno de ellos estaba up-regulado
también cuando se sobreexpresa la construccion dBigH12EP, mientras que los otros
estan down-regulados o no se ven afectados (Figura 38B). Estos resultados sugieren

que el dominio ED es necesario para que dBigH1 pueda reprimir la expresion génica.
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Figura 38. Cambio en la expresiéon génica de los genes down- y up-regulados cuando se
expresa dBigH12EP, Los graficos muestran el cambio en la expresion relativa respecto a las
células control tratadas con CuSOa. A) Genes down-regulados por la expresiéon de dBigH1. Solo
un gen de los seis analizados muestra una disminucion de la expresion cuando se expresa la
forma dBigH12EP. B) Genes up-regulados por la expresién de dBigH1. Solo uno de los genes
aumenta su expresion cuando se expresa dBigH12EP. Las barras de error representan el error
estandar (control y dBigH1: n=7; dBigH125P: n=4). Se indica el p-valor para las diferencias en la
expresion relativa comparadas con el control (*<0,05; **<0,01; ***<0,005, test t-Student de dos

colas).

La expresion de dBigH12NTP da resultados similares. Respecto a los genes down-
regulados, 4 de los 6 genes analizados muestran una disminucién en la expresion,
aunque marcadamente menor que con dBigH1 y de los genes up-regulados, solo dos

de ellos estan up-regulados, aunque menos que con dBigH1 (Figura 39).
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Figura 39. Cambio en la expresiéon génica de los genes down- y up-regulados cuando se
expresa dBigH12NTP, | os graficos muestran el cambio en la expresion relativa respecto a las
células control tratadas con CuSO4. A) Genes down-regulados por la expresién de dBigH1. La
forma dBigH12NP down-regula algunos de los genes, aunque en menor medida que dBigH1. B)
Genes up-regulados con la expresion de dBigH1. Solo dos de los genes se encuentran up-
regulados cuando se expresa dBigH12VP, Las barras de error representan el error estandar
(control y dBigH1: n=7; dBigH12NTP: n=4). Se indica el p-valor para las diferencias en la expresion
relativa comparadas con las células control (*<0,05; **<0,01; ***<0,005; test t-Student de dos

colas).

4.1.3. dBigH1 interfiere en la uniéon de la RNA polimerasa Il y la acetilacion
de las histonas

A continuacion, analizamos mediante ChIP-seq la distribucion gendmica de la RNA
polimerasa Il en células control (S2 tratadas con CuSOs) y células donde se indujo la
expresion de dBigH1 o dBigH12EP, Para la inmunoprecipitacion usamos anticuerpos
contra la subunidad Rpb3 (Shao and Zeitlinger, 2017) de la RNA polimerasa Il. En la
Figura 40A se muestran los perfiles de distribucién de Rpb3 para cada grupo de genes
(up-regulados, down-regulados y no expresados diferencialmente). En las células
control, la distribuciéon de la RNA polimerasa |l es similar para los distintos tipos de
genes, con un pico centrado en la region del TSS. Cuando se expresa dBigH1, los genes

que estan down-regulados muestran un menor contenido de Rpb3 a lo largo del gen en
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comparacion con el resto de genes. Cuando es la forma dBigH12EP la que se incorpora,

esta diferencia entre los genes down-regulados y el resto ya no se observa.

A
E_ 5 | control —p , | dBigh1 m—up 2 dBigH12E0 m—up
é ] T e ] T e ] T
8 1 1 1
EE J\mﬁm "/\Mm
gE O o 0
-1 -1 1
;-_1:
?34 2 -2 2
o=+ ]
k=]
405 005115 2 25 105 005115 2 265 405 0 05 1 15 2 25
Distancia desdeel TS5 (Kb) Distanciadesdeel TS5 (Kb) Distancia desdeel TS5 (Kb)
B
Down-regulados No-DE Up-regulados
1 1 1
=
=R
E
i
3
= . . s
2
L3 ]
0
&

Control  dBigH1 dBigH14=® Control  dBigH1 dBigH1%=® Control  dBigH1 dBigH1%e®
Figura 40. Perfiles de distribuciéon y contenido de Rpb3 en células control y células que
expresan dBigH1 y dBigH12EP, A) Representacion de los perfiles de distribucion de Rpb3 a lo
largo de los genes up-regulados (rojo), los down-regulados (azul) y los que no se expresan
diferencialmente (gris). El contenido de Rpb3 en los genes down-regulados es menor cuando se
expresa dBigH1. B) Analisis del contenido de Rpb3 mediante ChIP-seq. El contenido de Rpb3

disminuye en los genes down-regulados de las células que expresan dBigH1.

Por otra parte, aunque no de manera estadisticamente significativa, el contenido total
de Rpb3 disminuye levemente en los genes down-regulados cuando se expresa dBigH1
(Figura 40B), mientras que en los genes no-DE o los up-regulados estas diferencias no
son tan evidentes. Con el fin de comprobar estos resultados se realizaron experimentos
de ChlIP-gPCR y se analizaron 6 genes down-regulados, 3 genes up-regulados y 3 no-
DE. En la Figura 41A, se puede observar como el contenido de Rpb3 disminuye en los
genes down-regulados analizados, tanto en la regién TSS como en la CDS. Asimismo,

el efecto sobre la ocupacién en la region TSS también se puede observar mediante el
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andlisis de la forma fosforilada en la S5 de la subunidad Rpb1 (llo%¢™) de la RNA

polimerasa Il, la cual se localiza en la region promotora (Figura 41B).

Por el contrario, cuando se expresa dBigH12EP, en la mayoria de las regiones TSS y
CDS ya no se observa una disminucion del contenido de Rpb3 en los genes down-
regulados (Figura 41A). Lo mismo ocurre cuando se analiza la ocupacion relativa de
llo*™> en las regiones TSS (Figura 41B). Aunque parece haber una pequeia
disminucién, unicamente es estadisticamente significativa en dos de los 6 genes
analizados y, en cualquier caso, la disminucion es menor que cuando se expresa
dBigH1. Estos resultados indican que el dominio ED es el responsable de la disminucion

del contenido de la RNA polimerasa Il en los genes down-regulados.
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Figura 41. Contenido de RNA polimerasa Il en los genes down-regulados, up-regulados y
no-DE. A) ChIP-gPCR con anticuerpos contra la subunidad Rpb3 de la RNA polimerasa Il en
células S2 inducidas (control) y células que expresan dBigH1 y dBigH12EP, El grafico muestra la
ocupacion de Rpb3 respecto a las células control. El contenido de Rpb3 disminuye en los genes
down-regulados cuando se expresa dBigH1, especialmente en las regiones de los TSS. Las
barras de error representan el error estdndar (n=2). Se indica el p-valor para las diferencias de
ocupacion entre las células control y las células que expresan dBigH1 o dBigH12EP (*<0,05;
**<0,01; ***<0,005; test t-Student de dos colas). B) Contenido de la forma activa de la RNA
polimerasa proxima al promotor (l1o%®) en las regiones TSS determinado por ChIP-gPCR. El
contenido de esta forma disminuye en los genes down-regulados cuando se sobreexpresa
dBigH1, pero no se ve afectado de igual manera con la expresion de dBigH12EP. Las barras de
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Cabe destacar que los efectos de la expresién de dBigH1 en la ocupacion de la Rpb3
son mayores en las regiones TSS que en las CDS en la mayoria de los genes down-
regulados analizados (Figura 41B). Estos resultados sugieren que existe un efecto
sobre la cantidad de polimerasa que se encuentra pausada. Con los resultados del
analisis de la ocupacion de Rpb3 en las regiones TSS y CDS (Figura 41B) se calculo la
relacion TSS/CDS. Los resultados muestran que existe una leve disminucién en la
relacion TSS/CDS en los genes down-regulados cuando se expresa dBigH1, aunque
unicamente en dos de los genes es estadisticamente significativa. Por el contrario, en
el caso de los genes up-regulados y no-DE, esta disminucién no se aprecia (Figura
42A). Cuando se expresa la forma dBigH12EP, aunque existe también una pequeia

disminucién en algunos de los genes down-regulados, en ningun caso es significativa.

Con el fin de analizar en mayor profundidad esta posibilidad, se calculd el indice de
polimerasa pausada o pausing index en las distintas condicions (control, expresion de
dBigH1 y expresion de dBigH12EP) a partir de los datos de ChlP-seq. Este indice se
calculé como la relacion entre la ocupaciéon de Rpb3 en el TSS+250 pb y el resto del
CDS. Estos analisis muestran que en las células control, los genes down-regulados
tienen un pausing index mas alto en comparacion con el resto de genes (Figura 42B).
Ademas, este indice tiende a disminuir cuando se expresa dBigH1, aunque la
disminucidon no es estadisticamente significativa. Respecto a los genes no-DE y up-
regulados, no se observa ningun cambio respecto a las células control (Figura 42B).
Cuando se expresa dBigH12EP también se puede apreciar una pequefia disminucion en

el pausing index, que tampoco es estadisticamente significativa.

Figura 41. (Continuacién) error representan el error estandar (n=3 para control y dBigH1; n=2
para dBigH12EP). Se indica el p-valor para las diferencias de ocupacién respecto a las células
control (*<0,05; **<0,01; ***<0,005; test t-Student de dos colas).
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Figura 42. Efecto sobre la RNA polimerasa pausada. A) Relacién entre la ocupacién del TSS
y el CDS. La relacion tiende a disminuir cuando se expresa dBigH1 o dBigH12EP en algunos
genes down-regulados. Las barras de error representan el error estandar (n=2). Se indica el p-
valor para las diferencias de ocupacién respecto a las células control (*<0,05; ***<0,005; test t-
Student de dos colas). B) Representacion del pausing index de los genes down-regulados, no-
DE y up-regulados en células control (izquierda), células que expresan dBigH1 (centro) y células
que expresan dBigH12EP (derecha). En las células control, los genes down-regulados presentan
un pausing index mayor que el resto de genes. La expresion de dBigH1 y dBigH12EP reduce el
pausing index en los genes down-regulados, aunque no de manera estadisticamente
significativa.

Los genes activos transcripcionalmente estan enriquecidos en ciertas marcas
epigenéticas, entre las que se encuentran la acetilacion de las histonas H3 y H4
(Schones and Zhao, 2008). Se ha propuesto que las histonas interaccionan con el DNA
y con otros nucleosomas gracias a interacciones electroestaticas de modo que la

acetilacion de los residuos K neutraliza las cargas positivas y debilita estas uniones
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(Bannister and Kouzarides, 2011; Di Cerbo et al., 2014; Tropberger et al., 2013), lo que
permite la entrada de los factores necesarios para que se produzca la transcripcion.
Ademas, los residuos K9 y K14 de la H3 se encuentran acetilados en las regiones
promotoras y 5’ de los genes (Bernstein et al., 2005; Kim et al., 2005; Liang et al., 2004;
Pokholok et al., 2005; Roh et al., 2004; Schibeler et al., 2004; Yin et al., 2011) y
promueven la transcripcion a través de diferentes mecanismos como la atraccion de
factores remodeladores o la interaccién con los factores del PIC (Agalioti et al., 2002;
Kuo et al.,, 2000; Reinke and Hoérz, 2003; Zhao et al., 2005). Con el objetivo de
determinar si la interferencia en la transcripcién se produce durante los primeros pasos
del proceso, se analizaron los niveles de acetilacion de la K9 y K14 de la histona H3
(H3Kac) mediante ChIP-gPCR en las regiones promotoras de los genes en los que se
estudidé el contenido de RNA polimerasa Il. De los 6 genes que se encuentran down-
regulados con la expresion de dBigH1, en 5 se observa una disminucion en los niveles
de H3Kac (Figura 43). Aunque en los genes no-DE y los up-regulados también se puede
observar una disminucion de H3Kac, existe una mayor variabilidad y la diferencia
respecto a las células control no es estadisticamente significativa (Figura 43). Con la
expresion de la forma dBigH12EP también existe una tendencia de disminucion de
H3Kac, aunque en menor grado y con una mayor variabilidad que cuando se expresa
dBigH1. Ademas, esta tendencia se observa también en los genes no-DE y up-
regulados y en ningun caso las diferencias observadas son estadisticamente

significativas comparadas con las células control (Figura 43).
Los resultados obtenidos sugieren que dBigH1 interfiere en la unién de la RNA

polimerasa Il y la acetilacion de las histonas. Este efecto parece estar mediado por el

dominio ED, puesto que la forma dBigH12EP no parece tener estos efectos.
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Figura 43. Efecto sobre la activacion de la transcripcion. Analisis mediante ChIP-qgPCR del
contenido de H3Kac en las regiones promotoras. En los genes down-regulados se produce una
disminucion del contenido de H3Kac cuando se expresa dBigH1. La expresion de dBigH12EP no
afecta al contenido de H3Kac.Las barras de error representan el error estandar (n=2). Se indica
el p-valor para las diferencias de ocupacion respecto a las células control (*<0,05; **<0,01;
***<0,005; test t-Student de dos colas).
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4.2. Analisis de la expresion de dBigH1 en la linea germinal

femenina

4.2.1. Patron de expresion de dBigH1 en la linea germinal femenina
Estudios anteriores de nuestro grupo habian determinado el patrén de expresion de
dBigH1 en la linea germinal femenina (Figura 44A). Dichos estudios mostraron que
dBigH1 se detecta en las células de la parte mas anterior del germario, correspondiente
a la region 1. Posteriormente, en la region 2, donde los CB empiezan a dividirse para
formar los cistos de 16 células, dBigH1 ya no se detecta y reaparece en la regién 3,
cuando las células germinales son rodeadas por las células foliculares, que son positivas
para Fasciclina lll (Figura 44B), para formar una nueva camara ovarica. En las camaras
ovaricas menos desarrolladas (estadios 1 a 3) se detecta expresion de dBigH1 en todas
las células, mientras que en estadios mas avanzados (a partir del estadio 4), la
expresion de dBigH1 se restringe fundamentalmente al oocito, donde se mantiene a lo
largo de toda la oogénesis (Figura 44A,C). Mas adelante (a partir del estadio 9) se
puede detectar dBigH1 en algunas NC, especialmente en las mas cercanas al oocito
(Figura 44C).

estadiol
estadio2

estadiod

estadio

germario

I Faslll i

,“H, .

Figura 44. Expresiéon de dBigH1 en la linea germinal femenina. A) Inmunodetecciéon de
dBigH1 (rojo) en una ovariola con diferentes estadios. El DNA se marc6 con DAPI. La parte
anterior se corresponde con el germario. Se indican los estadios de las diferentes camaras
ovéricas. La barra de escala corresponde a 25 pym. B) Inmunodeteccién de dBigH1 (rojo) y
Fasciclina 1l (Faslll, amarillo) en el germario. EI DNA se marcé con DAPI. Se indican las
diferentes regiones del germario. La barra de escala corresponde a 25 ym. C) Inmunodeteccion
de dBigH1 (rojo) de una camara ovarica de estadio 9. EI DNA se marcé con DAPI. dBigH1 se
detecta en el oocito (00) y en las nurse cells (NC) mas cercanas al oocito. La barra de escala

corresponde a 30 um. Resultados obtenidos por S. Pérez-Montero y A. Carbonell.

90



RESULTADOS

En el germario, las células anteriores que expresan dBigH1 son germinales, puesto que
expresan el marcador especifico de la linea germinal vasa (Lasko and Ashburner, 1988;
Lasko and Ashburner, 1990), pero no expresan Traffic jam (Tj), un marcador de células
somaticas (Li et al., 2003a) (Figura 45).

Figura 45. En el germario, dBigH1 se expresa solamente en células germinales.
Inmunodeteccion de dBigH1 (rojo), vasa (gris) y Tj (verde) en el germario. El DNA se marcé con
DAPI (azul). dBigH1 no se expresa en las células que expresan Tj, pero si en las que expresan

el marcador vasa. La barra de escala equivale a 25 ym.

En la parte anterior del germario se encuentran entre 2 y 3 GSC que se dividen
asimétricamente para renovar la poblacion de GSC y para dar lugar a CB que empiezan
a diferenciarse. Estas células contienen una estructura formada por diferentes
componentes del citoesqueleto llamada espectrosoma. En el caso de las GSC, esta
estructura se sitla en la parte anterior, mientras que esto no pasa en los CB. Cuando
las células se dividen y dan lugar a los cistos quedan conectadas entre ellas y presentan
una estructura derivada del espectrosoma, llamada fusoma, de aspecto ramificado. Para
determinar la naturaleza de las células que expresan dBigH1 en la regién anterior del
germario se uso un anticuerpo contra la aducina (add), un componente del fusoma vy el
espectrosoma (de Cuevas et al.,, 1996; Zaccai and Lipshitz, 1996). La Figura 46A
muestra que las células que expresan dBigH1 son GSC y CB, ya que presentan
espectrosomas que estan orientados tanto hacia la parte anterior como en otras
direcciones. Asimismo, se realizaron experimentos de inmunodeteccion en moscas
portadoras de una construccion bamP-bam::GFP que, en ovarios, expresa
especificamente en las células de los cistos Bam::GFP (Chen and McKearin, 2003). La
91



RESULTADOS

Figura 46B muestra que la expresion de dBigH1 no coincide con la expresion de Bam

lo que confirma que, en el germario, la expresion de dBigH1 esta confinada a las GSC

y CB.

Figura 46. dBigH1 se expresa en GSC y CB. A) Inmunodeteccién de dBigH1 (rojo) y aducina

(verde). EI DNA se marcé con DAPI (azul). Las flechas blancas indican las GSC, posicion anterior
del espectrosoma,y la naranja un CB, posicion posterior del espectrosoma. B) Inmunodeteccion
de dBigH1 (rojo) en ovarios de moscas bamP-bam::GFP. El DNA se marcé con DAPI (azul).
dBigH1 no se detecta en las células que expresan Bam::GFP. Las barras de escala corresponden

a 15 um.

Durante el desarrollo embrionario temprano, la expresion de dBigH1 y de la variante
somatica dH1 son excluyentes, ya que dH1 se detecta a partir de la celularizacion
cuando dBigH1 ya no se detecta (Pérez-Montero et al., 2013). En este sentido, se
analizé también el patrén de expresion de dH1 en la linea germinal femenina y su
relacién con el patron de expresion de dBigH1. Para ello, se realizaron experimentos de
inmunodeteccion de dBigH1 y dH1 en ovarios. dH1 se expresa tanto en las células de
la linea germinal como en las células foliculares que son somaticas (Figura 47). En la

region del germario, dH1 se detecta en las GSC, donde coexiste con dBigH1, pero
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también en el resto de células (Figura 47B). En las camaras ovaricas, dH1 se detecta
tanto en las NC como en el oocito hasta el estadio 3 (Figura 47C). A partir de este
estadio, los niveles de dH1 en el oocito empiezan a decrecer y a partir del estadio 5 ya
no se detecta (Figura 47D). En el caso de dBigH1, se encuentra presente en el oocito
en todos los estadios (Figura 47). Estos resultados muestran que ambas variantes

pueden coexistir en las células germinales durante la gametogénesis femenina.
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Figura 47. Comparaciéon de los patrones de expresion de dBigH1 y dH1 en ovarios. A)
Inmunodeteccion de dBigH1 (rojo) y dH1 (verde) en diferentes estadios de la ovogénesis. EIl DNA
se marco con DAPI (azul). La barra de escala corresponde a 25 ym. B) Ampliacién del germario
en A. Las flechas sefialan GSC. C) Ampliacion de la camara ovarica del estadio 3. La flecha
sefala el oocito. En este estadio todavia se detecta dH1 en el oocito. También se detecta y
dBigH1 en el oocito. D) Ampliacién del oocito y las NC adyacentes de la camara del estadio 5
(recuadro blanco de A). El circulo blanco indica la regidén ocupada por el oocito. Las barras de

escala corresponden a 10 ym (B-D).
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A continuacién, se realizaron experimentos de inmunodeteccién de la forma elongante
de la RNA polimerasa Il, que se encuentra fosforilada en la S2 del CTD (llos¢?), para
estudiar si la acumulacién de dBigH1 en el oocito va acompafiada de su silenciamiento
transcripcional. La forma llos®? se detecta a lo largo de toda la gametogénesis tanto en
células somaticas como en germinales (Figura 48A). En concreto, en el germario, llose™
se detecta en todas las células, incluidas las GSC donde también se expresa dBigH1
(Figura 48B). En cuanto a las camaras ovaricas, en las NC se detecta llo%*™ en los
diferentes estadios (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). En cambio, en
el oocito, que contiene dBigH1 a lo largo de todos los estadios, se detecta llose?
unicamente en el estadio 2, aunque el marcaje es menos intenso que en las NC (Figura
48C). Posteriormente, en el estadio 3 apenas se detecta llo%*? (Figura 48D) y, aunque
en los estadios posteriores la sefal de llo%*? aumenta, no se localiza con el cariosoma
(Figura 48E). No es hasta el estadio 8 cuando se vuelve a detectar llos? en el

cariosoma (Figura 48F).
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estadio4 estadiob

estadip? ©Stadiod

germario

estadio8

Figura 48. Patron de expresion de la forma elogante de la RNApolimerasa Il, llo%¢?, en
ovarios. A) Inmunodeteccion de dBigH1 (rojo) y 110%™ (verde). EI DNA se marcd con DAPI (azul).
B) Ampliacién de la region del germario. Las flechas indican las GSC que contienen dBigH1 y
lloser2, C) Ampliacion de la camara de estadio 2. En este estadio se detecta l10%°7 en el cariosoma
(indicado por la flecha y el circulo). D) Ampliacion del estadio 3. Apenas se detecta llo% en el
oocito (circulo). La flecha sefala el cariosoma, rico en dBigH1. E) Ampliacion del estadio 4
(recuadro blanco en A). La forma llo%®™? se detecta en el oocito (circulo), pero no en el cariosoma
(flecha). F) Camara ovarica de estadio 8. En el oocito de este estadio se recupera la transcripcion.

Las barras de escala corresponden a 25 um (A, F) y 10 ym (B-E).
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4.2.2. Regulacion de la expresion de dBigH1 en la linea germinal femenina
Como ya se ha comentado, dBigH1 se expresa en las GSC y CB, pero su expresién se
pierde en la region en la que las células de los cistos empiezan a diferenciarse y se
dividen, para finalmente recuperar su expresion en las camaras ovaricas emergentes
del germario y, posteriormente, quedar restringida al oocito (Figura 44). En el germario
existen diversos mecanismos de regulacion que aseguran el correcto desarrollo y
diferenciacion de las células germinales. En concreto, la regulacién postranscripcional
juega un papel muy importante. Prueba de ello es la presencia de diferentes complejos
que regulan la traduccién de los componentes necesarios para la diferenciacion de los
CB (Harris et al., 2011; Newton et al., 2015; Shen et al., 2009a) o para el mantenimiento
de las GSC (Li et al., 2012a) y de la accion de la maquinaria de miRNA (Jin and Xie,
2007; Park et al., 2007; Yang et al., 2007). Este tipo de regulacion depende en gran
parte de las regiones 3'UTR, puesto que albergan elementos que pueden ser
reconocidos por los diferentes elementos. En testiculos, la expresion de dBigH1 esta
sujeta a regulacién postraduccional, siendo Bam el responsable del silenciamiento de
dBigH1 en la region de las divisiones mitéticas correspondiente a las espermatogonias
(Carbonell et al., 2017). Por todo ello, se decidié analizar la posibilidad de una regulacion

postraduccional de dBigH1 en el germario.

En primer lugar, se analizé si el 3UTR del mRNA de BigH1 en la linea germinal femenina
era diferente al anotado ya que en Drosophila, igual que en otros organismos, se ha
descrito eventos de poliadenilacion alternativa (APA) en una gran cantidad de genes.
Ademas, mediante los analisis realizados se identificaron 3’'UTR diferentes a los
anotados en un gran numero de los genes analizados (Smibert et al., 2012). En el caso
de la secuencia de dBigH1, existen numerosas secuencias de poliadenilacion aguas
abajo del 3’'UTR anotado. Con el fin de determinar si dBigH1 presenta diferentes 3’UTR
en los diferentes tejidos y momentos del desarrollo, se extrajo RNA de diferentes tejidos
de moscas control y se analizé mediante la técnica 3’'RACE. El producto de la PCR se
analiz6 en un gel de agarosa al 1%. En el caso de embriones y ovarios, se obtuvo una
Unica banda que por tamafo podia coincidir con el 3’UTR anotado. En el caso de
testiculos, se obtuvieron dos bandas. Una de ellas podia corresponder al 3’'UTR
anotado, pero la otra podia deberse al uso de un hexanucleétido sefial de
poliadenilacién diferente. Las diferentes bandas se purificaron y secuenciaron usando
un cebador complementario a la secuencia codificante. En el caso de testiculos, solo
una de las bandas se amplificé con el cebador usado. En los tres casos se obtuvo la

misma secuencia 3'UTR que corresponde al anotado (Figura 49). Este resultado
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permite concluir que para dBigH1 no existen eventos de APA que puedan generar

mRNAs con distintos 3’'UTR en los tejidos analizados.

E TTATGATTTATATGTITTITITTITTCAGTACATGTGAAACTTITGTTTAAATAAAATT

0 TTATGATTTATATGITITITITTTTCAGTACATGTGAAACTTTGTTTAAATAAAATT

T TTATGATTTATATGTTTTTTTTTCAGTACATGTGAAACTTTGTTTAAATAAAATTG
FUTR TTATGATTTATATGTTTTTTTTTCAGTACATGTGAAACTTTGTTTAAATARAAATTG

E ATACTTTTTTAGTTCCTAGCAAAA - AAARAAAARAAAAAAAAARAR

0 ATACTTTTTTAGTTCCTACCAAAA - - AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
T ATACTTTTTTAGTTCCTAGCAAAA - - AAARAAMMAAARARAAAAARMDA
FUTR ATACTTTTTTAGTTCCTAGCAATATTAAATGACTTTTCTTTTAAAGT

*A

Figura 49. Alineacion de las secuencias obtenidas por 3’RACE. Alineamiento de las
secuencias 3'UTR obtenidas de cada tejido (E, embriones; O, ovarios; T, testiculos) y el 3IUTR
anotado (3'UTR). La flecha roja indica el final del 3'UTR. El asterisco indica diferencias en la
secuencia. En las secuencias obtenidas de embriones, ovarios y testiculos se puede observar

parte de la cola de poli(A) al final de la secuencia.

A continuacién, se analizé la contribucion del 3'UTR a la regulacion de la expresion de
dBigH1. Para ello se generaron dos lineas transgénicas que expresan el gen reportador
EGFP bajo el control de diferentes secuencias reguladoras. En el primer caso, EGFP
contiene las secuencias promotora y 3’UTR del gen vasa, que se expresa a lo largo de
la linea germinal; mientras que la otra construccion contiene el promotor de vasa y el
3'UTR de dBigH1 (Figura 50A). En las lineas transgénicas que contienen estas
construcciones se estudio el patrén de expresion de EGFP. Las tinciones muestran que
la construccion portadora del 3’UTR de vasa se expresa a lo largo de la linea germinal,
mientras que en la construccion portadora del 3’'UTR de dBigH1, la expresion de EGFP
en los cistos se ve marcadamente reducida (Figura 50B). Esto indica que el 3UTR

juega un papel en la regulacion de la expresion de dBigH1 en el germario.
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Figura 50. La expresion de dBigH1 en los cistos esta regulada a través del 3’'UTR. A)

w
dBigH1 3’'UTR vasa3'UTR

Esquema de las diferentes construcciones empleadas. B) Inmunodeteccion de dBigH1 (rojo) en
las lineas transgénicas EGFP vasa3’UTR y dBigH13'UTR. La sustitucién del 3UTR de vasa por
el de dBigH1 produce una disminucion de la expresion del EGFP en la regién de amplificacion

mitética de los cistos. La barra de escala corresponde a 25 um.

4.2.2.2. Estudio del papel de diferentes RBP en la regulacion de dBigH1

A continuacion, nos planteamos la identificacion de los factores que pueden regular la
expresion de dBigH1 a través del 3UTR. En primer lugar, y dado que la via de los
miRNAs también se encuentra activa en el germario (Jin and Xie, 2007; Park et al., 2007;
Yang et al., 2007), analizamos la posibilidad de que la expresiéon de dBigH1 estuviera
regulada por miRNAs. De hecho, analisis bioinformaticos mediante la herramienta
miRanda (Betel et al., 2007; Enright et al., 2003) permitié identificar la presencia en el
3'UTR de secuencias diana putativas para varios miRNAs (Figura 51). Sin embargo, de
acuerdo con la informacién disponible en la base de datos Flybase (Thurmond et al.,

2019), ninguno de estos miRNAs se expresa en la linea germinal femenina.

miR-1013

miR-5

miR-280

- TTATGATTTATATGT T T T T IT T TCAGTACATGTGAAACT TIGTITAAATAAAATTGATACTTTITTITAGTTCCTAGC-3
miR-887

miR-276alh

Figura 51. Dianas de miRNA en el 3’'UTR de dBigH1. Se indican las dianas para los diferentes

miRNA encontradas mediante la herramienta miRanda.

Por otra parte, en ovarios se conocen diferentes RBP implicadas en la regulacion de la
expresion de factores necesarios para el mantenimiento de las GSC y su diferenciacion.
Uno de estos factores es Bam, una proteina que regula negativamente la expresion de

los mRNAs de factores de mantenimiento de las GSC. Puesto que la expresion de
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dBigH1 decae en la regidon de expresion de Bam (Figura 46B) y en testiculos regula
negativamente la expresion de dBigH1 en espermatogonias (Carbonell et al., 2017), se
analizé la posibilidad de que Bam también regulase la expresion de dBigH1 en ovarios.
Para comprobarlo se realizaron experimentos de deplecién de Bam. Para ello, se indujo
la expresion de un RNA de interferencia (RNAI) contra Bam con el driver nos-Gal4, que
se expresa especificamente en las células germinales (Van Doren et al., 1998). La
deplecién de Bam da lugar a ovarios tumorales debido a la acumulaciéon de GSC y CB
ya que la mayoria contienen espectrosoma (Figura 52A). Esto es similar a lo que ocurre
con los mutantes genéticos (McKearin and Ohlstein, 1995). Estas células contienen
dBigH1 (Figura 52). No obstante, la presencia de dBigH1 en estas células puede
deberse a que son GSC y CB y no a una regulacion postraduccional por parte de Bam
puesto que la acumulaciéon de GSC y CB es debida a que Bam se encarga de reprimir
factores necesarios para el mantenimiento de las GSC (Li et al., 2013; Shen et al.,
2009a), de modo que en ausencia de Bam las GSC y CB se acumulan y no se
diferencian a cistos. Sin embargo, en los casos en los que se pueden observar células
unidas mediante fusomas, estas células también contienen dBigH1 (Figura 52B). Esto
también se observa en testiculos, donde la deplecion de Bam induce la expresion de
dBigH1 en las espeermatogonias, que normalmente no contienen dBigH1 (Carbonell et
al., 2017). Asi pues, Bam parece regular la expresion de dBigH1 en ovarios como en los

testiculos.
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Control nos=ham RN nos=ham ~HA

Figura 52. La deplecion de Bam produce ovarios tumorales. Inmunohistoquimica de ovarios
control nos-gal4/+ y knockdown nos>bam~"4 de dBigH1 (rojo) y aducina (verde). EI DNA se
marcd con DAPI (azul). A) La reduccién de los niveles de bam produce ovarios con
hiperproliferacion celular. La mayoria de las células parecen ser GSC ya que presentan un patréon
punteado de aducina, solo se distinguen algunos casos de fusomas. La barra de escala equivale
a 25 ym. B) Células unidas por fusomas en las que se detecta dBigH1 en ovarios nos>bam~N4.

La barra de escala equivale a 5 ym.

El segundo candidato que se estudio fue Brain tumor (Brat). EIl mRNA de Brat se expresa
a lo largo de la linea germinal. Sin embargo, la expresion de la proteina se limita a las
células de los cistos (Figura 53) (Harris et al., 2011), donde la expresién de BigH1
disminuye. Se ha visto que en estas células Brat forma un complejo con Pum y afecta a
la traduccion de diferentes componentes de la via de senalizacion BMP (Harris et al.,
2011; Newton et al., 2015). Ademas, durante la embriogénesis, Brat se une a una gran
cantidad de mRNAs para regular su traduccion durante la transicion materno-zigaética,
entre los cuales se encuentra el de dBigH1 (Laver et al., 2015). Por estos motivos, se

considero Brat como un posible candidato.
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Figura 53. Patron de expresién de Brat en ovarios. Inmunodeteccién en ovarios control para
dBigH1 (verde) y Brat (rojo). EI DNA se marcé con DAPI (azul). Las puntas de flecha indican las

células que expresan dBigH1. La barra de escala corresponde a 25 ym.

Para estudiar la posible contribucion de Brat a la regulacion de dBigH1, se analizé el
efecto de la sobreexpresion de un RNAI contra brat con el driver nos-Gal4. La deplecion
de Brat, provoca un aumento en el numero de espectrosomas (Figura 54A) que sugiere
un incremento en el numero de GSC/CB. Este resultado concuerda con el obtenido en
mutantes genéticos de brat (Harris et al., 2011). Ademas de este fenotipo, también se
observd que en aproximadamente un 42% de los germarios dBigH1 esta presente en
las células de los cistos, marcadas por el fusoma (Figura 54B), que normalmente no
expresan dBigH1. Estos resultados sugieren que Brat esta regulando negativamente la
expresion de dBigH1 en los cistos. A este respecto, Laver et al. (2015) identifcaron el
motivo de union de Brat a partir del analisis de los mRNAs embrionarios
inmunoprecipitados con Brat. Con el fin de estudiar si el efecto observado es debido a
una accion directa de Brat sobre el mMRNA de dBigH1 se analizé la secuencia 3’'UTR del
mensajero en busca de posibles motivos de union de Brat. EI 3’'UTR de dBigH1 contiene
dos posibles dianas de Brat (Figura 55A). Para poder estudiar el efecto de Brat se us6
una construccion control en la que se introdujo mutaciones puntuales en las dos
posiciones centrales de los motivos (GT>CC). Las construcciones incluyen el promotor,
las secuencias 5’UTR y 3’UTR y la secuencia codificante fusionada con HA con el fin de
poder distinguir las construcciones de la proteina enddgena. Asi pues, se generaron tres
construcciones diferentes, ademas de la construccién control. En primer lugar, una
construccion que contiene la primera diana mutada (m1), otra con la mutacion de la
segunda diana (m2) y, por ultimo, una tercera que contiene las mutaciones de ambas
(m1+m2) (Figura 55A). A partir de estas construcciones se generaron diferentes lineas

transgénicas en las que se analizo el patron de expresién de la proteina de fusion.
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Figura 54. La reduccién de Brat produce un aumento en el numero de GSC y la expresiéon
de dBigH1 en los cistos. Inmunohistoquimica en ovarios control (nos-gal4/+) y knockdown (KD)
nos>prat®™ 4 para dBigH1 (rojo) y aducina (verde). El DNA se marcé con DAPI (azul). A) La
deplecion de brat produce un incremento en el nimero de espectrosomas (GSC y CB), indicados
mediante las flechas. La barra de escala corresponde a 25 ym. En la parte inferior se incluye la
cuantificacion del niumero promedio de espectrosomas por germario control (n=35) y KD (n=38).
La diferencia es estadisticamente significativa (p-valor<0,0001; test t-Student de dos colas). B)
En el KD, dBigH1 se expresa en las células diferenciadas, unidas mediante el fusoma (verde). A
la derecha se muestra una ampliacion del recuadro. La flecha sefala la estructura del fusoma.
La barra de escala corresponde a 25 um (izquierda) y a 10 um (derecha). En la parte inferior se
muestra la cuantificacion del porcentaje de germarios que contienen dBigH1 en células
diferenciadas (gris claro) (n=38; p-valor<0,0001, test de Fisher).
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A
dBigH1 3'UTR TTATGATITATATGTTTTTITTTCAGTACATGTGAAACTTTGTTTAAATAAAATTGATACTTTTTITAGTTCCTAGC
m1 TATCCTTIT TITGTTTAA
m2 TATGTTTTT TTTCCTTAA
m1+m2 TATCCTTIT TTTCCTTAA
B

m2 m1 control

m1+m2

% germarios

Control m m2 mi1+m2

Figura 55. Construcciones mutantes para los dominios de unién de Brat. A) Secuencia
3'UTR de dBigH1. Subrallados se encuentran los dos motivos de Brat identificados. Debajo, se
indica las secuencias de los motivos de cada mutante, en rojo se indican los cambios
introducidos. B) Inmunodeteccion de dBigH1 (rojo) y HA (verde) en ovarios de las diferentes
lineas transgénicas. El DNA se marc6 con DAPI (azul). Patron de expresién de las diferentes
construcciones (control, m1, m2 y m1+m2). Las puntas de flecha sefalan células diferenciadas
que expresan dBigH1. La barra de escala corresponde a 25 pym. En la parte inferior se muestra
la cuantificacion del porcentaje de germarios en los que se detecta marcaje para dBigH1 (gris
claro) frente a los que no (gris oscuro) en las diferentes lineas. Las diferencias solo son
estadisticamente significativas entre la linea control y la linea m1 (p-valor<0,0001, test de Fisher;
control, n=22; m1, n=24; m2, n=18; m1+m2, n=21).

La construccion control, igual que la proteina endégena, se expresa en las GSC y CB,
desaparece posteriormente y se recupera su expresion al final del germario, cuando se
esta formando la camara ovarica (Figura 55B). En el caso de las construcciones
mutantes también se observa este patrdon y en ningun caso se detecta marcaje con aHA
en células que no son GSC o CB. No obstante, con el anticuerpo contra dBigH1 si se
observan casos en los que dBigH1 se expresa en células que, por su tamafio y posicion,
no son GSC o CB. Esto se observa con mayor frecuencia en el caso de las lineas m1y

m1+m2, aunque solo es estadisticamente significativo en el caso de la linea m1 (Figura
103



RESULTADOS

55B). En general, la inmunodeteccion con anticuerpos aHA es mas dificil que con
anticuerpos adBigH1. Por lo tanto, podria ser que las construcciones con el motivo 1
mutado se expresasen en algunos de los cistos pero que no pudiesen detectarse de

manera eficiente con los anticuerpos aHA.
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5.1. Analisis de la funcién de dBigH1

5.1.1. dBigH1 se incorpora a la cromatina de manera uniforme y afecta a la
union de dH1 y la transcripcion

Las células S2 de Drosophila no expresan dBigH1 por lo que constituyen un buen
modelo para estudiar los efectos diferenciales que dBigH1 pueda tener sobre la
transcripcién con respecto a la variante somatica dH1. En este trabajo se generd una
linea estable que contiene una construccidn para la expresion de dBigH1 bajo el control
del promotor de la metalotioneina que es inducible mediante la adicién de cobre en el
medio de cultivo. Utilizando este sistema experimental se ha podido determinar que,
igual a lo observado en embriones tempranos (Pérez-Montero et al., 2013), dBigH1 se
incorpora a la cromatina de forma uniforme en las células S2 después de inducir su

expresion.

La deposicion de dBigH1 correlaciona con el contenido de dH1 antes de la induccién,
indicando que dBigH1 tiende a incorporarse mejor en aquellos lugares donde habia mas
dH1, lo cual sugiere que la deposicién de dBigH1 se rige por los mismos mecanismos
que la deposicion de la variante somatica dH1. Ademas, los experimentos de ChlP-
gPCR indican que dBigH1 reemplaza dH1. El reemplazo de variantes somaticas por
variantes embrionarias también se ha observado en experimentos de transferencia
nuclear en ratones y vaca (Gao et al., 2004; Jullien et al., 2010; Jullien et al., 2014;
Teranishi et al., 2004; Yun et al., 2012). En estos experimentos, la transferencia de
nucleos procedente de células somaticas a oocitos va seguida del remplazamiento de
las H1 por la variante embrionaria H100. El remplazamiento de dH1 por dBigH1 no
parece estequiométrico ya que la disminucion de dH1 (~50%) parece mayor que la
cantidad de dBigH1 incorporada, la cual representa solo aproximadamente un 2% del
total de histonas H1. Aunque no se ha podido calcular directamente la cantidad real de
dBigH1 expresada, se puede inferir este resultado teniendo en cuenta que dBigH1 es
unas 10 veces menos abundante en la cromatina que dBigH12EP y que esta forma
representa el 23% de histona H1 total (ver apartado 3.2.5 de materiales y métodos). Es
posible que dBigH1, debido a su dominio ED, altere la estructura de la cromatina y

dificulte la deposicion de dH1.

Los analisis realizados muestran que, a nivel de gen, la distribucion de dBigH1 y dH1
son similares, aunque presentan algunas diferencias. En primer lugar, su contenido

varia segun el grado de expresion de los genes, siendo los menos expresados los que
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tienen un mayor contenido. Ademas, los genes activos muestran una deplecién
alrededor del TSS. Esta disminucién es especialmente acusada en el caso de la variante
somatica dH1, como ya se habia descrito previamente para otras H1 somaticas
(Braunschweig et al., 2009; Cao et al., 2013; I1zzo et al., 2013; Li et al., 2012b; Mayor et
al., 2015; Millan-Arifio et al., 2014; Nalabothula et al., 2014). La presencia de esta
deplecién probablemente refleja la existencia de una region libre de nucleosomas (NFR,
del inglés nucleosome-free region), caracteristica de los promotores de los genes
activos y que facilita el acceso de los factores necesarios para la transcripcion (revisado
en Jiang and Pugh, 2009). En el caso de dBigH1, la deplecion en el TSS es menos
patente, por lo que su distribucion a lo largo del gen es mas homogénea. La presencia
de dBigH1 en la region TSS puede ser un indicativo de que, cuando dBigH1 se une, la
ocupacion nucleosomal de la NFR es mayor, lo que estaria de acuerdo con la reduccion
de la expresion génica observada cuando se expresa dBigH1. Por otro lado, la expresion
de dBigH1 afecta a la deplecion de dH1 en el TSS, siendo ésta menos profunda que en
las células no inducidas, lo cual también apuntaria hacia una mayor ocupacion

nucleosomal de la NFR.

El efecto principal de la expresion de dBigH1 sobre la expresidn génica es de reduccion,
ya que aproximadamente un 68% de los genes diferencialmente expresados disminuyen
su expresiéon. Esta disminucién es a nivel transcripcional, ya que la unién de la RNA
polimerasa Il se ve afectada. Esto quiere decir que la substitucion de dH1 por dBigH1
dificulta la transcripcion. De hecho, inicialmente se atribuyé a las histonas H1 una
funcién de represion general de la transcripcion (Schlissel and Brown, 1984; Shimamura
et al., 1989; Ura et al., 1996). No obstante, diversos estudios han mostrado que, tanto
en mamiferos como en Drosophila, las variantes somaticas se encuentran presentes en
genes activos (Braunschweig et al., 2009; Cao et al., 2013; Izzo et al., 2013; Li et al.,
2012b; Mayor et al., 2015; Millan-Arifo et al., 2014; Nalabothula et al., 2014) y, ademas,
se ha demostrado que la histona H1 puede regular también positivamente la
transcripcion (Fan et al., 2005; Hellauer et al., 2001; Mayor et al., 2015; Sancho et al.,
2008; Vujatovic et al., 2012).

Experimentos in vitro confirmaron que dBigH1 tiene un mayor efecto de represion de la
transcripcién que dH1. En estos experimentos se us6 un plasmido con un gen reportero
GFP. Este plasmido se incubd con un extracto embrionario de Drosophila que contiene
todos los elementos necesarios para la reconstitucion in vitro de la cromatina (Becker
and Wu, 1992). Ademas, durante la reconstitucion se anadio cantidades crecientes de

dBigH1 o dH1 y posteriormente se analiz6 la expresion del gen GFP. Los resultados
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muestran que ambas histonas reprimen la transcripcion, pero la represién es mayor
cuando se incorpora dBigH1 (Figura 56). Por otro lado, el incremento de la expresion
observado en aproximadamente un 32% de los genes diferencialmente expresados no
parece ocurrir a nivel transcripcional, ya que el contenido en RNA polimerasa Il de los

mismos no se ve afectado por la expresion de dBigH1.
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Figura 56. Cambio en la expresiéon del gen reportero GFP en presencia de dBigH1 o dH1.
El grafico muestra el cambio en la expresion relativa de GFP cuando se afiade dH1 (negro) o
dBigH1 (rojo) durante la reconstitucion in vitro de la cromatina. Se indica el valor de la pendiente
de la recta de regresion (a) y el coeficiente de determinacion (R?). Ambas histonas reprimen la
transcripcion, aunque los efectos de dBigH1 son mayores que los de dH1. Resultados obtenidos
por M.Tatarski.

Hay que resaltar que, aunque la mayoria de los genes diferencialmente expresados
disminuyen su expresion, la proporcion total de genes que cambian significativamente
su expresion al expresar dBigH1 es baja, de alrededor de un 5%. Esto puede ser debido
a la baja expresion de dBigH1 respecto al total de histona H1 (~2%). A este respecto,
observamos que los genes que disminuyen su expresion tienen un pausing index mayor
que el resto de genes en las células control y que, ademas, tiende a disminuir con la
expresion de dBigH1. Esto podria indicar que estos genes son mas sensibles a la
incorporacién de dBigH1 que el resto por el tipo de regulacién transcripcional a la que
estan sujetos.

5.1.2. Funcién de los dominios de dBigH1

5.1.2.1. ElI CTD es necesario para la unién a la cromatina

Diversos estudios han mostrado que el CTD de las histonas H1 esta implicado en la
union de gran afinidad a cromatina y en la estabilizacion de estructuras secundarias de
la cromatina (Allan et al., 1986; Caterino et al., 2011; Hendzel et al., 2004; Lu and

Hansen, 2004). En dBigH1, el CTD parece estar también implicado en la unién a la
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cromatina, puesto que cuando se elimina este dominio, la proteina no se puede detectar
unida a cromosomas politénicos, a pesar de expresarse en las glandulas salivales.
Estudios realizados en diferentes organismos muestran que las variantes embrionarias
tienen una menor afinidad de unién al DNA. Concretamente, en mamiferos se ha
descrito una mayor movilidad para la H1oo respecto a la histona somatica H1c
(Meshorer et al., 2006; Teranishi et al., 2004). En el caso de Xenopus, B4/H1M también
es mas movil (Jullien et al., 2010). La menor afinidad de las variantes embrionarias es
probablemente debida a una menor proporcion de residuos cargados positivamente en
el CTD (Nightingale et al., 1996; Ura et al., 1996). EI CTD de dBigH1 tiene también una
menor proporcion de residuos cargados positivamente que la variante somatica dH1,
por lo que es posible que dBigH1 se una al DNA con una afinidad menor. Ademas, el
dominio acidico ED situado en el extremo N-terminal de dBigH1 puede también afectar

a la afinidad de su interaccion con la cromatina.

5.1.2.2. El dominio ED es el responsable del reemplazo de dH1 y de la represion
de la transcripciéon

En cuanto a la funcién del dominio NTD, diversos estudios parecen indicar que esta
implicado en el grado de afinidad con la que se une a la cromatina (Harshman et al.,
2013; Oberg and Belikov, 2012). Los estudios realizados en este trabajo demuestran
que el NTD, concretamente el dominio ED, es el responsable de los efectos de dBigH1
sobre el reemplazo de dH1, puesto que el grado de ocupacién de dH1 disminuye mucho
mas con la expresiéon de dBigH1 que con las formas dBigH12EP o dBigH14N™P, El hecho
de que no existan grandes diferencias entre los efectos de las dos formas truncadas
indica que el efecto es principalmente debido a los residuos acidos del dominio ED.
Ademas, la mayor similitud de la construccion dBigH12EP con la histona dH1 hace que
se comporte de un modo mas parecido a dH1. De este modo, la caracteristica deplecion
alrededor del TSS en los genes activos es mas evidente cuando se elimina el dominio
ED, lo cual sugiere que afecta menos la expresion génica que dBigH1 (ver mas

adelante).

Por otro lado, el contenido total de H1s en la cromatina aumenta con la incorporacion
de dBigH12EP puesto que la ocupacion de dH1 no disminuye y, ademas, dBigH14EP se
incorpora a la cromatina en mayor cantidad que dBigH1. De nuestros estudios se estima
que el aumento es de alrededor de un 23%. No obstante, este aumento no parece
traducirse en una menor tasa de transcripcién, puesto que en diversos genes analizados

no se observa una disminucion de la expresion ni del contenido de RNA polimerasa |l.
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De hecho, el contenido de histona H1 puede variar entre distintos tipos celulares
aumentando con la diferenciacion (Fan et al., 2003; Fan et al., 2005; Woodcock et al.,
2006; Zhang et al., 2012) y, aunque estos cambios van asociados a cambios en los
programas concretos de expresion génica, la competencia transcripcional global no se
ve significativamente afectada. Por otra parte, tanto en mamiferos como en Drosophila,
la reduccion del contenido de H1 solamente afecta de manera significativa la expresion
de un numero reducido de genes (Fan et al., 2005; Mayor et al., 2015; Sancho et al.,
2008; Vujatovic et al., 2012).

El dominio ED es también necesario para la represién por parte de dBigH1, puesto que
la represion observada tras la expresion de dBigH1 no se observa cuando se expresa
la forma dBigH12EP. De hecho, el grado de ocupacién de la RNA polimerasa Il no se ve
afectado en los genes cuya expresion disminuye cuando se expresa la forma dBigH 148D,
a diferencia de lo que ocurre cuando se expresa dBigH1. En experimentos in vitro
también se ha observado esta pérdida de la capacidad de represién de dBigH1 cuando
se reconstituye cromatina en presencia de dBigH12EP (Figura 57). En conjunto, estos
resultados sugieren que el dominio ED es el responsable de la represién transcripcional
producida por dBigH1.
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Figura 57. Cambio en la expresion del gen reportero GFP en presencia de dBigH1 o
dBigH14EP, E| grafico muestra el cambio en la expresion relativa de GFP cuando se afiade
dBigH1 (negro) o dBigH12EP (rojo) durante la reconstitucion in vitro de la cromatina. Se indica el
valor de la pendiente de la recta de regresion (a) y el coeficiente de determinaciéon (R?). Los
efectos de represion de dBigH1 son mayores que los de dBigH12EP. Resultados obtenidos por
M.Tatarski.
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5.1.3 dBigH1 modifica el estado epigenético de la cromatina activa

Las histonas pueden sufrir un gran numero de modificaciones, entre ellas la acetilacion
de K. Se han descrito diferentes K que pueden estar acetiladas, algunas de ellas se
encuentran en el dominio globular y su acetilacion favorece la transcripcion debido a la
debilitaciéon de las interacciones entre las histonas y el DNA, lo cual facilita a su vez la
remodelacion de la cromatina (Di Cerbo et al., 2014; Shogren-Knaak et al., 2006;
Tropberger et al., 2013). Ademas, se han descrito diferentes K en las colas N-terminales
de las histonas H3 (K9, K14, K18, K23, K27), H4 (K5, K8, K12, K16), H2A (K5) y H2B
(K12, K15) que también pueden ser acetiladas (revisado en Kouzarides, 2007; Millar
and Grunstein, 2006). Diversos estudios han mostrado que existe una correlacion entre
el grado de acetilacion de Ky la expresién génica. En concreto, los residuos K9 y K14
de la H3 se encuentran acetilados en las regiones promotoras (Bernstein et al., 2005;
Kim et al., 2005; Liang et al., 2004; Pokholok et al., 2005; Roh et al., 2004; Schubeler et
al., 2004; Yin et al., 2011). La acetilacion de estos residuos esta implicada en diferentes
funciones como la remodelacién de la cromatina (Kuo et al., 2000; Reinke and Hoérz,
2003; Zhao et al.,, 2005) y formacién del complejo de pre-iniciacion mediante el
reclutamiento del TFIID (Agalioti et al., 2002) o la transicién a la elongacion (Gates et
al., 2017; Karam et al., 2010).

En este trabajo se ha analizado el efecto de la expresion de dBigH1 en la acetilacion de
la K9 y K14 de la H3 (H3Kac). Cuando se expresa dBigH1, los niveles de acetilacion de
estos residuos disminuyen significativamente en los promotores de genes que
disminuyen su expresion, lo cual esta en acuerdo con la disminucién de la expresion
observada en los mismos. Los niveles de H3Kac también tienen tendencia a disminuir
en los promotores de los genes no diferencialmente expresados y los que aumentan la
expresion, aunque, en estos casos, la disminucién no es estadisticamente significativa.
Esto sugiere que la disminucion de H3Kac no implica necesariamente un cambio en la
expresion génica. De hecho, la pérdida de H3K9ac no afecta por igual a la expresién de
todos los genes (Gates et al.,, 2017), lo que podria explicar que la expresion solo
disminuya en un grupo de genes. De un modo similar, la inactivacion del complejo
CBP/p300 tampoco afecta por igual a la expresion génica, siendo los genes con un
mayor indice de polimerasa pausada cuya expresion disminuye mas (Boija et al., 2017).
Por el contrario, la forma dBigH125P no afecta de manera significativa los niveles de
H3Kac, lo que indica que el dominio ED esta implicado en la disminucion de los niveles

de acetilacion.
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En general, las histonas son proteinas basicas ricas en residuos K, por lo que la
presencia de este dominio ED resulta llamativo. De hecho, como ya se ha comentado,
las variantes embrionarias de otras especies presentan una mayor proporcion de
residuos acidos comparado con las variantes somaticas (revisado en Pérez-Montero et
al., 2015) y se unen con menor afinidad al DNA (Jullien et al., 2010; Meshorer et al.,
2006; Teranishi et al., 2004; Ura et al., 1996). En concreto, en presencia de la variante
B4/H1M de Xenopus, la cromatina es mas dinamica facilitando la remodelacion (Saeki
et al., 2005). En el caso de dBigH1, la presencia del dominio ED podria también alterar
la estructura de la cromatina, dificultando el acceso a la cromatina y/o la actividad de
factores de transcripciéon, remodeladores o modificadores de histonas. Como
consecuencia, la unién de la RNA polimerasa Il se veria afectada y, por tanto, la

expresion génica se veria reducida (Figura 58).

A
Cromatina con dH1
B

Figura 58. Posible modelo de accién de dBigH1. A) La cromatina con la variante dH1 (en rojo)

es mas permisiva a la transcripcion. Diferentes activadores, tales como factores de transcripcién
(TF), modificadores de histonas (Modificador) o remodeladores pueden unirse al DNA y facilitar
el ensamblaje y avance de la maquinaria de transcripcion. B) La cromatina que contiene dBigH1
(en azul) presenta una organizacién diferente debido al dominio ED. La presencia de dBigH1

evita la union de los diferentes activadores y de la RNA polimerasa Il.
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5.2. Analisis del patrén de expresion de dBigH1 en la linea

germinal femenina y de su regulacién

5.2.1. dBigH1 coexiste con la variante somatica dH1 en diversos estadios
del desarrollo de las células germinales femeninas

En general, las histonas H1 embrionarias se expresan también en el oocito (Hyeseong
and Wolffe, 1994; Pérez-Montero et al., 2015; Smith et al., 1988; Tanaka et al., 2001).
Como ya se ha comentado en la Introduccion, en Drosophila, dBigH1 se expresa durante
los estadios tempranos de la embriogénesis y también a lo largo del desarrollo de la
linea germinal tanto masculina como femenina (Carbonell et al., 2017; Pérez-Montero
et al., 2013). En la linea germinal masculina, dBigH1 se expresa en las GSC y los GB,
no se detecta durante las divisiones mitoticas de las espermatogonias, se vuelve a
detectar en los espermatocitos y finalmente desaparece durante la diferenciacion de las
espermatidas (Carbonell et al., 2017). En este trabajo, se ha analizado el patrén de
expresion de dBigH1 en la linea germinal femenina a lo largo de la oogénesis. Dicho
patrén guarda similitudes con el previamente descrito a lo largo de la espermatogénesis.
En concreto, dBigH1 se expresa en las GSC y los CB, desaparece en la region 2,
correspondiente a las divisiones mitéticas de los cistos, y se recupera la expresion en la
region 3, cuando los cistos comienzan a diferenciarse y dan lugar a las camaras ovaricas
(Figura 59A). En las camaras ovaricas, dBigH1 se detecta especialmente en el oocito
a lo largo de todos los estadios de desarrollo de las mismas (Figura 59). Asi mismo, en
estadios avanzados de desarrollo, se puede detectar dBigH1 también en las NC,

especialmente en aquellas mas cercanas al oocito (Figura 59C).

Al igual que sucede durante la espermatogénesis, la variante somatica dH1 se detecta
en las GSC femeninas, los CB y durante las divisiones mitoticas de los cistos (Figura
59A). En este sentido, se ha propuesto que dH1 es necesaria para el mantenimiento de
las GSC, reprimiendo factores de diferenciaciéon a través de la regulacién de la
acetilacion de la H4K16 (Sun et al., 2015). En las camaras ovaricas, dH1 se detecta en
las NC de todos los estadios del desarrollo (Figura 59). En el oocito, dH1 se detecta
hasta el estadio 4 de desarrollo (Figura 59B), aunque a partir del estadio 3 los niveles
empiezan a disminuir, cuando los cromosomas empiezan a condensarse y forman el
cariosoma en el estadio 4 (King, 1970). Esta coincidencia temporal sugiere que la
eliminacion de dH1 es necesaria para la formacion del cariosoma. Experimentos
adicionales, como la expresién ectépica de dH1 a partir del estadio 3, son necesarios

para confirmar esta hipétesis.
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Durante la embriogénesis temprana, dBigH1 se expresa mientras el genoma zigoético
esta transcripcionalmente silenciado y se reemplaza por dH1 cuando se activa (Ner and
Travers, 1994; Pérez-Montero et al., 2013; Tadros and Lipshitz, 2009). Por otra parte,
durante la espermatogénesis, dBigH1 se expresa en células transcripcionalmente
activas, como son las GSC, los GB y los espermatocitos (Carbonell et al., 2017; Olivieri
and Olivieri, 1965; Vibranovski et al., 2009; Vibranovski et al., 2010; White-Cooper et al.,
1998), aunque, en espermatocitos, existe una correlaciéon negativa entre el contenido de
dBigH1 y el grado de expresion de un gen (Carbonell et al., 2017; Vibranovski et al.,
2009). Durante la oogénesis se observa una situacion similar ya que células
transcripcionalmente activas (GSC, CB y camaras ovaricas emergentes) contienen
dBigH1. Asi mismo, dBigH1 se detecta en algunas NC que también son activas
transcripcionalmente (Figura 59D). De hecho, en todos estos casos, se ha detectado

sefal correspondiente a la forma elongante de la RNA polimerasa Il (llo%¢?).

Respecto al oocito, se sabe que es activo transcripcionalmente durante el desarrollo de
las camaras ovaricas hasta el estadio 3, cuando se silencia para volver a activarse entre
los estadios 9 y 11 (Mahowald and Tiefert, 1970; Navarro-Costa et al., 2016). De hecho,
aunque con menor intensidad que en las NC, se detecta llos®? en el oocito hasta el
estadio 3, cuando practicamente desaparece hasta el estadio 8 (Figura 59E). Esto
difiere un poco de lo observado en estudios anteriores (Mahowald and Tiefert, 1970;
Navarro-Costa et al., 2016), en los que por lo general se ha observado que la
transcripcion se retoma en el estadio 9. No obstante, en algunos casos se ha observado
transcripcion ya en el estadio 8 (Mahowald and Tiefert, 1970). En algunos casos se
detecta llos® en estadios intermedios, pero, en estos casos, la sefial no colocaliza con
el cariosoma. En resumen, durante la oogénesis se da una situacién similar a la
observada en espermatogeénesis detectandose dBigH1 en células transcripcionalmente
activas. Podria darse una situacion similar a la observada en espermatocitos, donde los
genes con mayor contenido de dBigH1 estan reprimidos (Carbonell et al., 2017). Es
posible que en las células donde coexisten dBigH1 y dH1, las regiones en las que dH1
esta presente sean competentes para la transcripcion, mientras que las ricas en dBigH1
estén silenciadas. De esta manera, la combinacién de dBigH1 y dH1 determinaria un

programa de expresion especifico durante la gametogénesis.
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Figura 59. Esquematizacion del patron de expresion de dBigH1 y dH1 durante la oogénesis
y de la transcripcién. A-C) Patrén de expresion de dBigH1 y dH1. En verde se indica las células
que expresan dH1, en rojo las que expresan dBigH1 y en amarillo/naranja las que expresan
ambas variantes. G: germario; E1-E9: estadios 1 al 9; NC: nurse cell; oo: oocito. D) Actividad
transcripcional en las NC segun la presencia de la forma elongante de la RNA polimerasa |l
(llo%e™2). E) Periodos en los que el oocito es activo transcripcionalmente de acuerdo a la presencia

de llo%®. Imagen modificada de Navarro-Costa et al., 2016.

5.2.2. La expresién de dBigH1 se regula postranscripcionalmente en los
cistos a través de senales contenidas en el 3’'UTR

El mantenimiento de las GSC vy la diferenciacion de las células hijas son procesos
altamente controlados en los que la regulacion postranscripcional juega un papel
importante. Existen diferentes complejos que regulan la traduccion de los factores
implicados en el mantenimiento de las GSC y la diferenciacion de la linea germinal como
son los complejos Nos/Pum, Brat/Pum, Bam/Bgcn/SxI/Mei-P26 en ovarios (Harris et al.,
2011; Lavoie et al., 1999; Li et al., 2012a; Li et al., 2013; Newton et al., 2015; Shen et
al., 2009b) o Bam/Bgcn en testiculos (Insco et al., 2009; Insco et al., 2012; McKearin
and Ohlstein, 1995; McKearin and Spradling, 1990). Ademas, la maquinaria de miRNA
también participa en la regulacion del mantenimiento de las GSC (Eun et al., 2012; Jin
and Xie, 2007; Park et al., 2007; Pek et al., 2009; Yang et al., 2007). En el caso de
dBigH1, su expresion en testiculos esta regulada postranscripcionalmente durante las

divisiones mitoticas por Bam (Carbonell et al., 2017).

En cuanto a la posible regulacién postraduccional de dBigH1 en la oogénesis,
analizamos en primer lugar la posible existencia de eventos APA, ya que, mientras en
la linea germinal masculina hay una preferencia por el uso de senales de poliadeniacion
y corte proximas, en ovarios suelen existir isoformas con 3’'UTR intermedios (Smibert et

al., 2012; Zhang et al., 2005). En el caso concreto de dBigH1, se ha visto que no existen
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diferentes isoformas que se expresen en los diferentes tejidos analizados: ovarios,
testiculos y embriones. Nuestros resultados sugieren que, en ovarios, la expresiéon de
dBigH1 se regula postranscripcionalmente en los cistos a través de elementos
localizados en su 3'UTR, puesto que este elemento es capaz de silenciar la expresion
de una construccién reportera vasa-EGFP especificamente durante las divisiones

mitoticas de los cistos.

Uno de los reguladores postranscripcionales que regulan la oogénesis es Brat. En los
cistos, Brat forma un complejo con Pum que reprime la traduccién de diferentes factores
de mantenimiento de las GSC (Harris et al., 2011; Newton et al., 2015). La represion se
produce gracias al reclutamiento del complejo CCR4-NOT que acorta las colas de
poli(A) de los MRNA diana del complejo Brat/Pum, entre estos mRNA se encuentran los
miembros de la via de sefializacion de BMP Mad, Med y Shn (Newton et al., 2015). A
este respecto, nuestros resultados muestran que la deplecion de Brat aumenta la
expresion de dBigH1 en los cistos. Esto sugiere que Brat regula negativamente la
traduccion del mRNA de dBigH1. De hecho, el 3’UTR de dBigH1 contiene dos posibles
dianas de Brat. Ademas, Brat interacciona con el mRNA de dBigH1 en embriones y lo
regula negativamente durante la transicion materno-zigética (Laver et al., 2015). Los
estudios que se han realizado de los mutantes de los motivos de union de Brat no son
concluyentes, ya que, si bien se observa un incremento en la sefial de dBigH1 total en
los cistos cuando se muta uno de ellos, no se pudo detectar especificamente un efecto
sobre la expresion de la forma mutada. Como se ha indicado anteriormente (ver
apartado 4.2.2.2), esto se puede deber a problemas metodoldgicos, pero también puede
ser debido a que el efecto de Brat sea indirecto o que las mutaciones introducidas no
sean suficientemente fuertes para evitar por completo su union. De hecho, se ha visto
que el intercambio de la G por una A en la secuencia consenso de uniéon de Brat

disminuye, aunque no elimina por completo, la uniéon de Brat (Loedige et al., 2015).

Por otro lado, la traduccién de Brat esta regulada indirectamente por Bam. En las GSC,
el mMRNA de brat se expresa, pero el complejo Nos/Pum evitan su traduccién (Harris et
al., 2011). No obstante, cuando la GSC se divide, el CB resultante expresa Bam que
forma un complejo con Bgcn, Sxl y Mei-P26 e inhiben la traduccion de Nos (Li et al.,
2013). De este modo, Brat se acumula en los cistos y puede formar el complejo con Pum
para reprimir la expresion de diferentes factores de renovacion. Esto sugiere que, si Brat
regula negativamente la expresion de dBigH1, Bam también lo deberia hacer. De hecho,
en testiculos, donde Brat no se expresa de acuerdo con la informacién disponible en

Flybase, Bam regula la expresién de dBigH1 durante las divisiones mitéticas (Carbonell
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et al., 2017). Del mismo modo, en los ovarios tumorales resultantes de la deplecién de
Bam, se puede detectar dBigH1 en algunos cistos, marcados por la presencia de
fusoma, a diferencia de lo que ocurre en ovarios normales, lo cual sugiere que, en efecto,

Bam también regula la expresién de dBigH1 en ovarios.
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dBigH1 se distribuye de forma uniforme en la cromatina y reemplaza la forma

somatica dH1 cuando se expresa ectépicamente en células S2.

La expresion ectépica de dBigH1 en células S2 regula negativamente la

transcripcion.

dBigH1 interfiere con la unién de la RNA polimerasa Il y la acetilacién de las

histonas.

ElI CTD de dBigH1 es necesario para su unién a la cromatina.

El dominio acidico ED situado en el NTD de dBigH1 es responsable del
reemplazo de dH1, la represién de la transcripcién y los efectos sobre la unién

de la RNA polimerasa Il y la acetilacion de las histonas.

En ovarios, dBigH1 se expresa en las GSC y CB, desaparece de la regién de
divisiones mitdticas correspondiente a los cistos para volver a expresarse en las
camaras ovaricas. En las camaras ovaricas menos desarrolladas, dBigH1 se
detecta en todas las células y, a medida que progresa el desarrollo, su expresion
queda restringida al oocito. En estadios de desarrollo avanzados, también se

detecta dBigH1 en las NC proximas al oocito.

La variante somatica dH1 se detecta en las células germinales femeninas
coexistiendo con dBigH1, aunque, cuando el genoma esta totalmente silenciado

a partir del estadio 5, no se detecta en el oocito donde se acumula dBigH1.

La forma elongante de la RNA polimerasa Il se detecta en células que contienen
dBigH1, como las GSC vy los oocitos de las camaras ovaricas tempranas. En
estadios posteriores, la acumulacién de dBigH1 en el oocito va acompafada del
silencimiento transcripcional, aunque en los estadios 8-11 se reactiva la

transcripcién en el oocito.
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9. Durantes las divisiones mitoticas de los cistos, la expresion de dBigH1 se regula
negativamente a nivel postranscipcional mediante sefales contenidas en la
region 3UTR del mRNA de dBigH1.

10. Brat regula negativamente la expresion de dBigH1 probablemente de manera
directa a través de su union al 3'UTR del mRNA de dBigH1.
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