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AFM: microscopia de forca atomica

ADP: Adenosina difosfat

ATP: Adenosina trifosfat

AU-PAGE: Electroforesi de poliacrilamida amb urea i acid acétic
CAP: Proteina activadora per catabolit

CD: Dicroisme circular
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Resum

Els diferents subtipus de la histona H1 tenen un paper molt important en la condensacio de la
cromatina i en la regulacié génica. En mamifers s’han identificat sis subtipus somatics, H1a-e,
dos subtipus especifics de linies germinals, H1t i H100 i dos subtipus associats a diferenciacio
H1%i H1x. Els subtipus d’H1 difereixen en el grau de fosforilacio, en el turnover i en el grau de
conservacio evolutiva. També s'ha vist que alguns subtipus presenten diferent habilitat per a
condensar el DNA in vitro. Aquestes propietats suggereixen I'existéncia de diferéncies
funcionals entre els diferents subtipus.

La histona H1 esta formada per tres dominis, un domini globular d’'uns 80 aminoacids flanquejat
per un domini amino-terminal d’'uns 20-35 aminoacids i un domini carboxi-terminal d’'uns 100
aminoacids. Tots dos dominis terminals es troben poc estructurats en dissolucié aquosa.

Les histones H1 s’han caracteritzat com a proteines d’'unié a sequéncies de tipus SAR,
sequéncies riques en adenina i timina (>70 %). La uni6 d’H1 és altament cooperativa i
dependent de NaCl. El domini C-terminal va ser identificat com el maxim responsable de la uni6
de la histona H1 a les seqiéncies SAR. En aquest treball varem caracteritzar I'efecte de la
fosforilacié sobre la interaccio amb el DNA del domini C-terminal de la histona H1°. Es
comprova com el domini C-terminal de la histona H1° total i parcialment fosforilat manté la
preferéncia d’unié per les sequéncies tipus SAR.

El domini trifosforilat continua mantenint la cooperativitat d’'unié al DNA, tot i que requereix
relacions proteina/DNA més elevades que el C-terminal no fosforilat. També s’ha pogut
constatar la importancia de la preséncia de forga ionica en el medi per afavorir la unid
cooperativa al DNA, més evident en el cas del C-terminal fosforilat. La disminucié de la
cooperativitat en el C-terminal trifosforilat també es mostra en fragments petits de DNA (50 pb).
El domini C-terminal fosforilat manté una forma d’interaccié amb el DNA diferent. Segons s’ha
interpretat en la literatura, I'espectre y apareix per 'agregacié ordenada de les molécules de
DNA i la seva induccié depén de les condicions del medi (forga idnica, polaritat, etc.), de les
caracteristiques del DNA i de la presencia de molécules inductores. Es va analitzar el domini C-
terminal de la histona H1° i les seves espécies fosforilades amb diferents fragments de DNA.
Tots els DNAs van induir 'espectre y, excepte el fragment de 50 pb. Amb aquest fragment, les
especies fosforilades no sén capaces de formar I'espectre y ja que interaccionen de diferent
manera amb els fragments petits de DNA, fet que s’observa tant en els espectres de dicroisme
circular com en les corbes de precipitacio. Pel que fa als DNAs de major mida, s’observa que a
una mateixa relacio proteina/DNA, les espécies fosforilades sén capaces d’induir un espectre
y més intens que el domini no fosforilat, mostrant una major capacitat d’agregacié ordenada del
DNA.

Els experiments de competicié entre el domini C-terminal no fosforilat i el C-terminal trifosforilat,
ens varen permetre quantificar la menor afinitat d’aquest ultim pel DNA. L’afinitat relativa pel
DNA disminueix aproximadament en un factor de 3.

En la segona part d’aquest treball es va estudiar I'estructura secundaria del domini C-terminal
de la histona H1e (CH1e) i de 'H1e sencera per espectroscopia d’infraroig de transformada de
Fourier (FTIR).
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El CH1e de rata conté 4 motius S/T-P-X-Z fosforilables per la quinasa CDK2. La fosforilacio
d’aquests motius quan el domini esta unit a DNA provoca una disminucié d’hélix o i un augment
de fulla B. S’observa que l'increment d’estructuracié en forma de fulla g del CH1e trifosforilat i
tetrafosforilat és dependent de la relacio proteina/DNA dels complexos.

Pel que fa a I’'H1e sencera, la unié a DNA té efectes desiguals depenent de si la proteina esta o
no fosforilada. En I'H1e no fosforilada, la formacié de complexos amb el DNA indueix 'augment
de I'helix a, en canvi en la proteina fosforilada indueix I'augment de la fulla B. En la proteina
fosforilada en dissolucio, la unié del DNA no té efecte sobre I'hélix o perd si sobre la fulla (.

La fosforilacié de la histona H1e provoca un canvi estructural en la proteina: la disminucié
d’helix a i 'augment de fulla B. L’efecte més important és en els complexos on la fosforilacid
provoca que I'hélix o disminueixi a la meitat i la fulla B augmenti el doble respecte a les
proteines no fosforilades unides a DNA. L’espécie monofosforilada en la posicié 186 (186P) de
I'H1e sencera és la que adquireix major estructuracio en fulla B, tant en dissolucié com en els
complexos. La fosforilacié d’aquesta posicié no produeix aquest augment de fulla § en el domini
C-terminal aillat. La segona espécie amb més fulla  és la trifosforilada. Dels resultats obtinguts
deduim que el grau d’estructuracié secundaria depén de la posicié i del nombre de fosfats.

La fosforilacio té efectes diferencials sobre la capacitat d’agregacio del DNA de la histona H1e,
del seu domini C-terminal i de les seves espécies fosforilades. En el cas del CH1e, les espécies
que més capacitat d’'agregacié mostren son la trifosforilada (3P) i la tetrafosforilada (4P). En la
proteina sencera, també les espécies més fosforilades (3P, 4P i 5P) i la monofosforilada 186P
mostren major capacitat d’agregacio que la resta d’espécies monofosforilades i la difosforilada.
L’especie 186P del CH1e no mostra cap comportament diferent de les altres espécies
monofosforilades.

Els experiments de competicid entre els subtipus i les diferents espécies fosforilades ens va
permetre estimar amb precisio les afinitats relatives pel DNA. S’observa una correlacié directa
entre el grau de fosforilaci6 i I'afinitat pel DNA. A major grau de fosforilacio, menor afinitat pel
DNA. La diferéencia d’afinitat relativa entre I'espécie fosforilada amb menor afinitat, 'H1e 5P, i la
de major, I'H1e OP, és d’aproximadament 39.

Les espécies amb més grau de fosforilacié mostren una menor afinitat pel DNA pero també una
major capacitat d’agregacié d’aquest .A la vegada, aquestes mateixes especies son les que
contenen més estructuracié en forma de fulla B, fet que afavoriria la formacié d’agregats DNA-

proteina, en els quals les interaccions proteina-proteina hi tindrien un paper important.
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Introduccio

1.1. LA CROMATINA
1.1.1. El nucleosoma

En els organismes eucariotes el DNA es troba en el nucli de la cél-lula en forma de cromatina.
La cromatina és una fibra formada per complexos de DNA i proteines histones i no histones.
Aixi s’aconsegueix la condensacio i 'organitzacié necessaria per permetre processos com la
replicacio, la transcripcio i la regulacié génica'’.

La unitat basica de la fibra de cromatina és el nucleosoma ' (Fig. 1). El nucleosoma esta format
pel DNA, les histones internes (H2A, H2B, H3 i H4) i la histona H1. Dins el nucleosoma trobem
la particula nucli: dues copies de cada histona interna formant un octamer al voltant del qual
s’hi enrotlla, levogirament,146 pb de DNA. La histona H1 s’uneix a la particula nucli i al DNA
internucleosomal o “DNA linker”, protegint aixi, 20 pb de DNA addicionals de la digesti6 amb

nucleasa micrococal.

Figura 1. El nucleosoma.

Els nucleosomes units pel DNA internucleosomal formen la fibra de 10 nm. En unir-s’hi la
histona H1 es produeix la compactacié de la fibora de 10 nm en una fibra de 30 nm, la qual és
majoritaria durant la interfase. Tot i que, existeixen diversos models per explicar aquesta
estructura, sembla clar que la fibra de 30 nm s’organitza en grans dominis anomenats llagos
que estan ancorats a un esquelet proteic. Aquests llagos, de longitud variable (entre 30 i 100

kb), podrien constituir grans dominis transcripcionals dinamics regulats topologicament 2,
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Figura 2. Empaquetament de la cromatina 353,

La cromatina és una estructura molt dinamica, en la qual les proteines nuclears estan
continuament associant-s’hi i dissociant-s’hi. Aixi, la transcripci6 d’'un gen depén d’una
sequiencia d’esdeveniments dinamics, cada un amb una probabilitat determinada ®. També s’ha
observat que I'accessibilitat d’aquestes proteines decreix progressivament al llarg del DNA des

de la periféria al centre del nucleosoma 4,

1.1.2. Models d’organitzaci6 de la cromatina

Existeixen diversos models per explicar I'estructuracio de la fibra de 30 nm de cromatina ja que

és un tema sobre el qual sempre han existit importants discrepancies >% Tots els models pero
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mantenen tres parametres: la fibra de cromatina compactada és d’aproximadament 30 nm de
diametre, requereix la histona H1 i presenta estructura helicoidal.
Malgrat les seves diferencies, tots els diferents models proposats poden ser classificats en

dues classes (Fig. 3):

- Single-start helix: sovint sén solenoides. Els nucleosomes estan estretament
empaquetats formant una hélix i I'estructura esta estabilitzada per les interaccions
internucleosomals. Cada nucleosoma, n, contacta amb els nucleosomes n+1 i n-1. Per
permetre el necessari estret contacte entre nucleosomes, el DNA internucleosomal s’ha
de corbar cap a l'interior de la fibra. En aquest grup hi trobem per exemple, el model de

Thoma i col. °, el model de Felsenfeld i McGhee °i el model de Daban i Bermudez ®.

- Two-start helix: el DNA internucleosomal connecta dues helix de nucleosomes de
manera que cada nucleosoma n contacta amb els nucleosomes n+2 i n-2. La dimensio
de la hélix dependra de la llargada del DNA internucleosomal i, per tant, no
necessariament sera un solenoide. Es classifica en aquest grup, entre altres, el model

de Woodcock i col ® 7.

Omne-stan helix Two-start hadx

Figura 3. Models d’organitzacié de la fibra de cromatina de 30 nm 10,

S’han observat una série de caracteristiques de la fibra de cromatina que actualment sén
generalment acceptades: els nucleosomes estan situats en la fibra perifericament formant una
cadena en zig-zag a baixa forga ionica; la histona H1 esta situada a l'interior de la fibra i és
essencial per a la compactacié i per ultim, les interaccions nucleosoma-nucleosoma possibiliten

la compactacio o contribueixen a la estabilitat de la fibra compactada.

13



Introduccio

Entre els diferents models destaquen el model del solenoide de Thoma i col. ® el model
helicoidal dels nucleosomes en zig-zag de Woodcock i col. ®7 i el model del solenoide postulat
per Daban i col. 8

El model proposat per Thoma i col. per a I'estructura de la fibra de 30 nm consisteix en una
cadena de nucleosomes que es compactaria enrotllant-se en una estructura solenoidal simple.
El resultat seria una hélix de nucleosomes amb sis nucleosomes per volta i un pas de rosca
d’uns 11 nm (Fig. 4).

Figura 4. Model del solenoide de la fibra de cromatina °.

Una part implicita i important d’aquest model és que el plegament de la cadena de
nucleosomes pot ser provocat per la interaccié entre histones H1 que es trobarien en I'eix de la
fibra. Les histones H1 presenten cooperativitat en la unié al DNA nu i podria ser que aquesta
propietat també s’expressés en la cromatina 13 Tambeé podria ser, pero, que el plegament de
la cadena de nucleosomes fos exclusivament a través d’interaccions entre les histones H1 i el
DNA internucleosomal en un procés local no cooperatiu. Aquest és un tema subjecte a fortes
controvérsies. Estudis de dispersié de neutrons indiquen clarament que la histona H1 es
trobaria localitzada cap a l'interior de la fibra de cromatina " A més, experiments que mesuren
I'accessibilitat de les histones H1 a anticossos i proteases, demostren una accessibilitat reduida
quan una cadena de nucleosomes es compacta > '°.

Woodcock i col. proposaren un model alternatiu, basat en l'observacié de l'existéncia de
cadenes de nucleosomes en zig-zag en dissolucions a baixa forga ionica (Fig. 5). El plegament
estaria dirigit per la histona H1 i la cadena en zig-zag formaria una cinta condensada que
contindria dues files paral-leles de nucleosomes. L’'enrotllament d’aquesta cinta generaria la
fibra de 30 nm °.

Varis resultats experimentals apunten cap a I'existéncia d’'una cadena asimétrica en zig-zag de
nucleosomes i DNA internucleosomal en un primer pas del plegament de la cromatina '"?°. Per
exemple, mitjangant la técnica de la criomicroscopia electronica en seccions de nuclis,

s’observen fibres de cromatina formades pel que semblen estructures en zig-zag >
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Figura 5. Model helicoidal de la cadena de nucleosomes en zig-zag 2

Un model de Felsenfeld i McGhee representa una modificacié del model del solenoide en el
que les histones H1 no es trobarien formant I'eix de la fibra de 30 nm, siné que es trobarien
disposades de forma helicoidal seguint la propia cadena de nucleosomes (Fig. 6). Aquest

model s'anomena model del DNA internucleosomal enrotillat (coiled linker model) °.

Figura 6. Model del DNA internucleosomal enrotllat de la fibra de cromatina. Només es mostren
tres voltes d’'un sol costat de la fibra %,

Un model molt més recent és 'anomenat model del solenoide interdigitat de Daban i Bermudez
(Fig. 7). Aquest model s’ha creat a partir de dades experimentals de fibres de cromatina
altament compactades i podria representar un nivell superior de condensacié assolit a partir
d’'un dels models descrits anteriorment. EI model del solenoide interdigitat esta format per una
hélix primaria amb un nombre no sencer igual o inferior a 6 nucleosomes per volta que s’anirien

apilant sobre els de la volta anterior, formant hélixs secundaries visibles externament 8,
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Figura 7. Model del solenoide
interdigitat per a la fibra de
cromatina. gA) vista axial. (B)
vista lateral °.

Per a alguns d’aquests models la llargada de la repeticié nucleosomal (NLR), i per tant del DNA
internucleosomal, és molt important. Aixo és degut a que si el DNA internucleosomal és massa
curt limita la disposicié d’'un nucleosoma respecte el segient i si és massa llarg pot produir
problemes estérics. La llargada de la repeticié nucleosomal dels diferents organismes i dels
diferents teixits varia considerablement. En Saccharomyces cerevisiae la llargada de la
repeticié nucleosomal és de 165 pb de promig, mentre que en la majoria de linies cel-lulars de
mamifers és de 180-200 pb i de 260 pb en I'esperma d’eri¢é de mar 2,

La cromatina nativa no té un espaiat regular entre nucleosomes i per tant, la longitud del DNA
internucleosomal és heterogénia, inclos en una mateixa fibra. Aquesta heterogeneitat pot
afectar a l'orientacié dels nucleosomes i per tant, a les seves interaccions.

Alguns estudis afirmen que tant I'estequiometria H1/nucleosoma com la NRL determinen la
compactacioé de la fibra de cromatina. La formacié d’una fibra de cromatina de 30 nm amb
caracteristiques de compactacid similars a la cromatina nativa requereix un DNA
internucleosomal suficientment llarg com per permetre la uni6 de la histona H1 en

'estequiometria adequada 2,

Sembla ser que hi ha una clara relacié linear entre
I'estequiometria de I'H1 i la NRL per tal de mantenir un balang de la carrega electrostatica
intranuclear. Si la quantitat d’'H1 per nucleosoma es redueix, la carrega electrostatica tendeix a
equilibrar-se disminuint I'espaiat nucleosomal. S’ha calculat que la pérdua d’'una H1 és
equivalent a la reduccié d’'uns 37 pb del DNA internucleosomal, ja que una molécula d’H1 conté
aproximadament 60 carregues positives i 37 pb del DNA internucleosomal conté unes 74
carregues negatives %°.

Desafortunadament, gairebé tots els models proposats sén basats en observacions in vitro i
assumeixen que la fibra de cromatina té un espaiat regular entre nucleosomes o que les
interaccions entre nucleosomes poden amortir les irregularitats del DNA internucleosomal %,

En els darrers anys, el desenvolupament de noves técniques i la millora d’altres de més
antigues han permés una millor aproximacié al problema de l'estructura de la fibra de
cromatina. Algunes d’aquestes millores sén la construccié de clons de DNA que contenen
multiples repeticions de seqliéncies posicionants de nucleosomes, técniques com la crio-
microscopia, la microscopia de forgca atomica (AFM) o la difracci6 de raigs X
d’oligonucleosomes a alta resolucié. En aquesta linia s’han publicat recentment dos estudis. El
primer, de Schalch i col. ?’ descriu I'analisi cristal-lografic per difraccié de raigs X (amb una

resolucié de 0’9 nm) de un tetranucleosoma reconstituit. Varen observar una estructura del
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tipus two-start helix similar a la proposada per Woodcock i col. S El segon estudi de Robinson i
col. ?® combina técniques de reconstitucié de cromatina i microscopia electronica i conclou que
I'estructura de la fibra de cromatina és solenoidal. Ens trobem davant de dues conclusions
oposades obtingudes a partir de dos sistemes experimentals diferents, per tant, I'estructura de
la fibra de cromatina continua sense resoldre’s.

Cal considerar diversos factors pel que fa als estudis in vivo. Un dels principals problemes és
'ambient dinamic que es dona en el nucli de les cel-lules eucariotes, el qual té un gran efecte
sobre la conformacié de la cromatina. Una altra consideracié a tenir en compte soén les
condicions en el nucli d’aglomeracié macromolecular (crowding) *° i una elevada concentracid
de DNA nuclear.

Recentment, s’ha proposat una hipotesi en la qual el mecanisme per a la formacié de la fibra de
cromatina compactada és totalment diferent. Aquesta hipdtesi proposa una transicid
conformacional (gaping) del nucleosoma que permetria interaccions d’apilament entre

nucleosomes més fortes i una densitat d’empaquetament en la fibra de 30 nm més elevada %0,
31

1.2. EL CODI DE LES HISTONES

Les histones pateixen modificacions post-traduccionals tant a nivell local com a nivell genomic i
aquestes estan relacionades amb els processos nuclears. Aquest fet ha donat lloc a la hipotesi
del “codi de les histones”, segons la qual, multiples modificacions en les histones, actuant en
combinacié o de manera seqlencial en una o varies cues d’histones, poden modular I'afinitat
per la cromatina de les proteines que s’hi uneixen i que a la vegada, regulen I'accés al DNA , el
grau de compactacio de la cromatina i I'expressio genica. Les modificacions de les histones sén
interdependents i poden tan afavorir com reprimir altres modificacions 32,33

L’Gs combinat de modificacions pot actuar com un sistema de marcatge que és reconegut per
proteines reguladores. A part, aquestes modificacions poden afectar directament a I'estructura
de la cromatina. Aquestes modificacions inclouen processos tan variats com la progressié del
cicle cel-lular, la replicacio o la reparacié del DNA.

Sembla ser que els enzims que catalitzen les modificacions de les histones i les proteines que
interpreten aquest codi, actuen de manera concertada i interdependent (Fig. 8). Aquestes
proteines efectores s’uneixen a modificacions especifiques i capten altres factors reguladors o
de remodelatge que a la vegada, ajudaran a mantenir una determinada estructura de la
cromatina regulant aixi I'activitat transcripcional % Els moduladors de cromatina que catalitzen
o reorganitzen les modificacions de les histones posseeixen una série de dominis conservats,
com per exemple, el bromo- o el cromodomini **. Els bromodominis reconeixen les histones

amb les cues acetilades i els cromodominis, les metilades.
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Figura 8. Reclutament coordinat de les proteines i complexos que intervenen en les modificacions de les
histones. Proteines i altres factors que intervenen en les modificacions de les histones treballen
coordinadament amb els complexos de remodelatge de la cromatina (NuRCs, com per exemple Swi/Snf,
RSC, NURF) per remodelar la cromatina. També es mostra la interacci6 de CARM1, una histona
metiltransferasa (HMT), amb una histona acetiltransferasa (HAT) que conté coactivadors que interactuen
a la vegada amb receptors nuclears (Act) i amb la Rsk quinasa. A més de remodelar els nucleosomes
(representats per un DNA en zig-zag), els NuRCs poden modificar quimicament i/o unir-se a les cues de
L%S histones. La unié d’'un complex NURC o HAT a la cua de la histona és mitjangant un bromodomini (BD)

La majoria dels complexos identificats fins a I'actualitat estan implicats en processos que
afavoreixen la transcripcié (Fig. 8, panell esquerra, nucleosomes verds) perd existeixen
complexos similars que condueixen a la condensacié de la cromatina (Fig. 8, panell dret,
nucleosoma vermell). Aquestes modificacions tenen un efecte bioldgic ja sigui pels canvis
causats en l'estructura de la cromatina condensada o per un efecte downstream de reclutament
i interaccio amb proteines d’acoblament o complexos que encara no han estat identificats.
L’existéencia de multiples modificacions en una mateixa cua d’histona fa que moltes d’elles
estiguin tan proximes unes de les altres com per influenciar, positiva o negativament, els
mateixos enzims que catalitzen les modificacions. La modificacié d’'una cua per un enzim
influencia l'eficiéncia amb la que actuara un segon enzim sobre aquest mateix substrat ara
modificat **.

Per assegurar I'heréncia epigenética, és a dir, dels patrons d’expressié génica en la divisid
cel-lular, la cél-lula no només ha de replicar el seu DNA sin6 que també ha de replicar
I'estructura de la cromatina i el seu alt grau d’empaquetament en el nucli. La informacié

epigenética també ha de ser duplicada en cada cicle cel-lular *°. Els mecanismes que
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mantenen la complexa estructura de la cromatina i I'estat epigenétic de la cél-lula (la replicacié
de la cromatina) actuen simultaniament a la replicacid6 del DNA durant la fase S del cicle
cel-lular.

La transmissio de les modificacions de les histones d’'una generacié a una altra podria explicar-
se a través del mecanisme pel qual s’hereten els nucleosomes. Durant la fase S els
nucleosomes son dissociats quedant tetramers H3-H4 i dimers H2A-H2B ¥ Tacetilacio dels
quals no es veu afectada %, Després de la sintesi de nou DNA, es produeix 'assemblatge dels
nous tetramers H3-H4 amb dimers H2A-H2B existents i dels nous dimers H2A-H2B amb

tetramers H3-H4 existents % %

. Aquesta distribucié semiconservativa assegura que cada
nucleosoma nou tingui un determinat nombre de subunitats que portin les modificacions
preexistents i que a la vegada, facilitaran la restauracié de totes les modificacions originals. Per
exemple, la ubiquitinacié de la H2B dirigeix la metilacié de la lisina 79 de la H3, senyal que la
cromatina esta transcripcionalment activa *!*2.

Aixi, com cada cadena de DNA parental assegura I'heréncia del genoma dictant la seqiéncia
de bases en la nova cadena, les modificacions de les histones parentals asseguren I'’heréncia
epigenética dictant les aquestes modificacions a les noves histones .,

Aquestes modificacions post-traduccionals s6n ampliament explicades en apartats posteriors.

1.3. LES HISTONES INTERNES

Els nucleosomes contenen dues copies de
cada histona interna, H2A, H2B, H3 i H4 P
(Fig. 9). So6n proteines basiques de baix
pes molecular (11-16 kDa) amb més d’un
20 % d'aminoacids basics. Les histones
H2A i H2B contenen més lisines i les
histones H3 i H4 contenen més arginines
% 36n proteines altament conservades tan
en longitud com en  seqUéncia
aminoacidica. Les histones més

conservades son I'H3 i 'H4 * les quals

tenen un paper central en el nucleosoma i

en molts processos  cromosomics.
. . . Figura 9. Particula nucli. Dues copies de cada
Aquestes  restriccions  funcionals i histona interna formant un octamer al voltant del

estructurals expliquen la conservacio de la qual s’hi enrotlla el DNA.

seva sequéncia.
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Les quatre histones presenten un domini globular del tipus denominat precisament “plegament
d’histona” (histone fold) en I'extrem carboxi-terminal de la proteina, a través del qual es
produeixen les principals interaccions histona-histona i histona-DNA. Presenten també un

domini amino-terminal que conté la major part de lisines i arginines 45 (Fig.10).

Cua N-terminal basica Domini elobular

AP O—C O~ G—

Figura 10. Estructura en dominis de les histones internes 2

El domini tipus “plegament d’histona” de I'extrem C-terminal conté tres hélix a. L’hélix central és
la més gran i esta flanquejada per dos llagos que la connecten amb dos hélix més petites en els
extrems del domini. Aquest domini esta conservat evolutivament degut a la seva importancia en
I'estructuracié del nucleosoma. Les cues N-terminals que també es troben conservades,
pateixen diverses modificacions post-traduccionals en aminoacids especifics, sovint per part de
proteines reguladores de la transcripcié i per diferents enzims que modifiquen I'estructura de la
cromatina *°. Aquesta és una de les explicacions de la conservacio evolutiva de la seqiiéncia
de les cues, a més de la importancia en la interaccié amb altres components estructurals de la
cromatina *” *®. S’ha observat que aquests dominis terminals sén capacos d’estructurar-se
lleugerament en helix o en preséncia dinductors d’estructura secundaria com el 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE). L’acetilacié d’aquests dominis incrementa el percentatge d’hélix o que

poden adquirir i a més, aquest increment no depen de la interaccid amb el DNA 49,50,

1.3.1. Posicionament de les histones internes en el nucleosoma

La disposici6 final de les histones internes en I'octamer consisteix en un tetramer (H3,H4) >
central flanquejat per dos dimers (H2A, H2B) %2, Les quatre histones internes tenen interaccions
molt especifiques entre elles. Les histones H2A i H2B formen un heterodimer. La zona d’'unié
entre els dos dimers (H3,H4) és més petit i estable que la zona d’unié entre els dimers (H3,H4)
i (H2A, H2B) °***. Les histones H3 i H4 son les que inicien I'associacié del nucleosoma al DNA.
Aquesta estructura crea uns solcs en la seva superficie que formen una rampa helicoidal

levogira sobre la que s’enrotlla el DNA.
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Figura 11. Dibuix del nucleosoma en el que s’aprecia la disposicié de les histones internes, del DNA i un
possible lloc d’unio6 de la histona H5 2

Dins d’aquesta rampa queden exposats 16 llagos de les histones internes, que queden
paral-lels formant 8 ponts B (Sbridges) paral-lels. Cada pont B presenta com a minim dos
residus carregats positivament capacos d’interaccionar amb els fosfats del DNA en la superficie

del 'octamer d’histones *° (Fig.12).

Figura 12. Heterodimers d’H2A/H2B i d’H3/H4. Els llocs d’interaccié amb el DNA estan indicats 2
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Varies evidéncies indiquen que les interaccions electrostatiques dels residus d’arginina de les
histones internes amb la cadena fosfodiéster del DNA sén les més importants en I'organitzacio
del DNA en el nucleosoma. Efectivament, només 14 residus concrets d’arginina sén suficients
per a mantenir el DNA enrotllat en el nucleosoma. El paper fonamental de les arginines podria
venir donat per la seva capacitat de formar ponts d’hidrogen, a més d’interaccions
electrostatiques, amb els fosfats del DNA *. Varis estudis indiquen que les cues N-terminals
altament carregades de les histones internes no contribueixen de forma significativa en

I'enrotllament inicial del DNA en el nucleosoma °’

5

i que no tenen un paper essencial en
mantenir la integritat del nucleosoma ®. Modificacions post-traduccionals d’aquestes cues
poden alterar aspectes més subtils de la conformacié del nucleosoma i de les interaccions
histona-DNA. A més, tot i que alguns experiments suggereixen que les cues N-terminals de les
histones internes no presenten interaccions estables amb el solc ample del DNA en el

%961 altres resultats indiquen un entrecreuament quimic molt especific entre el la

nucleosoma
cua N-terminal de 'H2A i el DNA %, A més de qualsevol paper especific en I'estructura del
nucleosoma, les cues N-terminals de les histones internes intervenen en interaccions proteina-

proteina fora del nucleosoma.

1.3.2. Modificacions post-traduccionals de les histones internes

Les histones internes tenen un important paper en la regulacié genica. Modificacions en la seva
estequiometria, en la sequéncia, aixi com les modificacions post-traduccionals, impliquen
canvis d’expressié en gran nombre de gens .

Les modificacions post-traduccionals en les histones internes es donen majoritariament en les
cues amino-terminals que sobresurten del nucleosoma (principalment acetilacions,

fosforilacions i metilacions) catalitzades per complexos de remodelatge ** ® (Fig.13).
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Figura 13. Principals modificacions post-traduccionals de les histones internes en mamifers. En els
dominis terminals de les histones internes s’indiquen les diferents modificacions post-traduccionals
especifiques de cada aminoacid. Les modificacions activadores de I'expressié genica sén representades
en la part superior i les modificacions repressores en la part inferior 6,

El domini amino-terminal activa o reprimeix la transcripcié de determinats gens o7, ja que els
nucleosomes poden formar part de complexos proteics reguladors. Els factors de transcripcio
interaccionen especificament amb les histones.

Les modificacions post-traduccionals poden actuar delimitant els dominis de la cromatina:
eucromatina i heterocromatina. Determinen la superestructura de la cromatina i poden dirigir el
reclutament ordenat de complexos enzimatics efectors dels processos metabolics relacionats
amb el DNA, incloent la transcripcid, la replicacid, la reparacié i la condensacié dels
cromosomes. El terme “codi de les histones” descriu el paper de les modificacions en aquests
processos 2% %% %,

Estudis mitjangant espectrometria de masses i de ChIP on CHIP (Chromatin
Immunoprecipitation on DNA Chip) han identificat acetilacié, metilacié, fosforilacio,

68-71

ubiquitinacié, suomilacié, ADP-ribosilacié i deiminacié . Algunes d’aquestes modificacions

son especifiques pel tipus d’histona i de les etapes del cicle cel-lular (Fig. 14).
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Figura 14. Modificacions post-traduccionals de les histones internes i la histona H1 al llarg del cicle
cel-lular (Adaptat de Wolffe 22).

1.3.2.1. Fosforilacio

La fosforilacié afecta a totes les classes d’histones del core. La histona H3 és rapidament
fosforilada en residus serina del seu domini amino-terminal quan senyals extracel-lulars com
factors de creixement o ésters de forbol estimulen cél-lules quiescents a proliferar . La
fosforilacié de la H3 és maxima en mitosi, moment en que es fosforila la serina 10 (S10) del
domini amino-terminal relacionada amb la condensacié dels cromosomes. Aquesta fosforilacié
modularia la interaccié entre la cua de la histona H3 i el DNA, permetent I'accés de factors

condensants > ™

. Cél'lules mancades de gens supressors de tumors o que expressen
oncogens, presenten alts nivells de histones H1 i H3 fosforilades, les quals serien responsables
de la menor estructuracié de la cromatina i de la expressié génica aberrant " La proteina
quinasa Aurora B encarregada de la fosforilacié de 'H3 és sobreexpressada en moltes linies
cancerigenes i fosforila la S10 (H3S10). La hiperfosforilacié s’associa a la inestabilitat
cromosdmica observada en cél-lules malignes "% 7.

La fosforilacié de la H3S10 també s’associa a la induccié de la transcripcié en resposta al

8 a lactivacio de c-Fos, c-jun i dels gens regulats per NF-kB ® Una altra

shock térmic
fosforilacid, la H3T3, és necessaria per a la correcta alineacié dels cromosomes metafasics e,
La fosforilaci6 in vivo de les histones H4 i H2A es dona en el citoplasma poc després de la seva
sintesi %%,

La fosforilacié d’aquestes histones, juntament amb I'acetilacié de la histona H4, podrien dirigir-
les selectivament cap a les xaperones moleculars involucrades en la formacio del nucleosoma i
de la forquilla de replicacié % .

Una de les respostes associades a dany en el DNA és la fosforilacié de la variant y de la

histona H2A en mamifers. Aquesta fosforilacié s’estén varies kilobases al voltant del lloc danyat
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i en llevat, recluta el complex INO80 que presenta activitat remodeladora depenent d’ATP. Les
fosforilacions H2AS129 i H4S1 s’han relacionat amb la reparacié dels trencaments de doble
cadena per la via de la uni6 d’extrems no homolegs. La fosforilaci6 H4S1 també esta
involucrada en la regulacié de I'esporulacié en llevat i es conserva en la espermiogénesi de
mosca i de ratoli ®.

El grau de fosforilacié de les histones internes sembla augmentar en iniciar-se I'apoptosi, en
especial de la H2A i la H2B. La fosforilacio del subtipus H2.X en S139 sembla associada al inici
de la fragmentacio del DNA en linies cel-lulars .

L’eliminacié de la fosforilacid de les histones internes mitjangant fosfatases no influeix en

2

'espaiat dels nucleosomes 8 i la funcio de la fosforilacié en la constitucid de la cromatina

continua sent subjecte d’estudi.

1.3.2.2. Acetilacio

L’acetilacié de les histones internes té un paper molt important en el procés de la regulaci6 de
la transcripcié. Concretament, s’acetilen els residus lisina de les cues amino-terminals
carregades, de manera que cada grup acetat afegit a la histona redueix la seva carrega neta
positiva en 1. S’ha observat acetilacié de les quatre histones internes en totes les espécies

d’animals i plantes examinades 87 (Fig. 15).

Figura 15. Sequencia dels dominis N-terminals de les histones internes de ratoli amb els punts
d’acetilacio indicats %

Alguns activadors transcripcionals presenten activitat histona acetiltransferasa (HATS) 88 j
alguns repressors transcripcionals son histona desacetilases (HDACs) 8 El nombre de residus
lisina acetilats en una molécula d’histona depén d’'un equilibri entre les histona acetilases i
desacetilases. Sembla que en el nucli d’'una cél-lula en particular existeixen dues poblacions
d’histones acetilades: histones hiperacetilades i histones hipoacetilades. El patré de residus de
lisina especifics que es troben acetilats en la cua N-terminal varia entre especies. El fet que no
s’observi una acetilaci6 a l'atzar dels residus de lisina fa pensar que les acetilases i

desacetilases deuen presentar una especificitat de seqliencia considerable 0,
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L’acetilacié sembla augmentar el percentatge d’hélix a. que son capagos d’adquirir els dominis

49, 50

N-terminals de les histones internes . En aquest sentit, s’ha postulat que I'espaiat entre les

lisines acetilables de les cues de les histones H3 i H4 recorda el pas de rosca d’'una hélix o 32,
80

L’acetilacié de histones internes ajuda a la relaxacié de la cromatina i permet transitoriament
'accessibilitat al DNA, perd0 sembla que les conseqliéncies més importants d'aquesta
modificacié rauen en les interaccions proteina-proteina, bé entre nucleosomes, bé amb la
histona H1 o amb proteines no histones *'.

Hi ha una correlacié entre I'acetilacio de les histones i I'activitat transcripcional de la cromatina
6. 92 Els dominis de la cromatina que es transcriuen activament o que sén potencialment
actius, son rics en histones hiperacetilades, mentre que la cromatina transcripcionalment
inactiva conté histones hipoacetilades. També existeixen zones especifiques de major o menor
acetilaci6 en els gens activament transcrits o8,

Tant l'acetilaci6 com [l'eliminaci6 de les cues N-terminals de les histones internes de
nucleosomes que contenen llocs de reconeixement per a factors de transcripcid, faciliten
I'accés dels factors a les seves dianes ** *; resultat que indica un paper regulador important del
procés de transcripcio per a I'acetilacié de les histones.

Observacions in vitro suggereixen que l'acetilaci6 de les histones internes no influeix
directament en I'associacio de la histona H1 amb els nucleosomes %, perd sembla ser que les
regions acetilades s6n molt pobres en H1 i I'acetilacié causa una moderada relaxacio de la fibra
de cromatina en la interfase %.

L’acetilacié té també un paper important en la reparacié del DNA. En llevats, I'acetilacié de la
histona H3 en K56 es dona en histones recent sintetitzades durant la fase S i desapareix en
G2. En situacié de dany en el DNA, aquesta modificacié es manté % En els llocs de reparacio
es troba I'acetilasa Hat1 que acetila la lisina 12 de I'H4 .

En resum, el paper de l'acetilacié de les histones tant en la transcripci6 com en altres
processos, indica una importancia bioldgica central en la cromatina per a aquesta modificacié
post-traduccional regulable, comparable a la importancia de la fosforilacié en les cadenes de

transduccio6 de senyals 68,

1.3.2.3. Metilacio

Les histones internes sén metilades en residus lisina i arginina. La posici6 i el grau de metilacié
de les histones s’ha relacionat amb [I'expressié génica. Estudis recents del patré de
modificacions epigenétiques i la seva importancia en processos cel-lulars i desenvolupament
de malalties com el cancer, indicarien que la metilacié de les histones tenen un paper decisiu
en aquests fenomens .

Els patrons de metilacié de les histones s’estableixen a través de variats mecanismes que

inclouen la interaccié dels complexos de les histona metiltransferases especifiques de lisina
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(KMTs) amb factors de transcripcié especifics, amb la cromatina modificada, amb RNA
polimerasa Il o per la unié directa a seqiéncies especifiques de DNA. Les demetilases
especifiques de lisina (KDMs) treballen en coordinacié amb les KMTs per mantenir els patrons
de metilacié .

La metilacié de les lisines comenca després de la formacié dels nucleosomes i és maxima
durant la mitosi. Durant la interfase, la metilaci6 de les histones es déna amb preferéncia en les
histones H3 i H4 que ja han estat acetilades. Tanmateix, aixo6 pot reflectir només la major
accessibilitat de les cues N-terminals acetilades.

En vertebrats, la majoria de les metilacions de la H3 es donen en les lisines 9 i 27 (K9 i K27),

les quals incorporen fins a tres grups metil 101

. Aquestes metilacions estan associades a
repressio transcripcional. La metilacié en K9 és important per al reclutament de la proteina de
heterocromatina HP1. Aquesta proteina és alliberada en mitosi quan es fosforila S10, establint-
se un mecanisme regulador que involucra dues modificacions post-traduccionals adjacents,
una metilacié estable i una fosforilacié dinamica, anomenat “methyl-phos switch” '%2.

La histona H3 també es metila en les lisines 4, 36 i 79. Aquestes posicions metilades son
caracteristiques de zones transcripcionalment actives de la cromatina ' %,

Una altra funcié important de la metilaci6 de les lisines es la delimitacié6 dels dominis
d’eucromatina i heterocromatina. Les fronteres de I'heterocromatina es mantenen amb la
preséncia de les metilacions H3K4 i H3K9 en els dominis adjacents d’eucromatina.
L’heterocromatina s’associa a baixos nivells d'acetilacido i a les metilacions H3K9, H3K27 i
H4K20, associades a repressié transcripcional. La metilaci6 H3K9 sembla important en el
manteniment de la heterocromatina pericentromeérica &8,

La histona H4 es metila en la lisina 20 incorporant com a maxim dos grups metil. Sembla ser
que la funcié d’aquesta metilacié és marcar el DNA danyat per a ser reconegut pels complexos
de reparacié 105,

La metilacié de les arginines esta poc caracteritzada. Pot activar o reprimir la transcripcio i
preferentment s’ubica en regions promotores. En el promotor pS2 regulat per estrogens la
metilacié de les arginines és ciclica (apareixen i desapareixen) en el procés d’activacio 106,
Aquest fenomen podria ser degut a la necessitat de que els promotors regulats per estrogens
responguin rapidament a estimuls externs i que per tant, la cromatina hagi de romandre a punt

per a una possible repressié transcripcional immediata .

1.3.2.4. Deiminacio

La deiminacid consisteix en la conversié de l'arginina en citrulina. Aquesta modificacié pot
impedir la metilacio de I'arginina ja que la citrulina no pot ser metilada '”’. Les arginines de la
H3 i la H4 poden ser convertides a citrulina per 'enzim PADI4.

La conversid de la citrulina en arginina no s’ha descrit perd en el promotor pS2 els nivells de

citrulina sén també ciclics, indicant que el procés de deiminacio és reversible 108,
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1.3.2.5. ADP-Ribosilacié

Aquesta modificacié post-traduccional consisteix en l'addicid d’unitats ADP-ribosa a algun
residu aminoacidic de la proteina. Els enzims que ho catalitzen s6n mono-ADP-
ribosiltransferasa i poli-ADP-ribosiltransferasa, segons incorporin una o més unitats d’ADP-
ribosa respectivament. Hi ha molts estudis sobre la ADP-ribosilacié de les histones, pero de
moment només s’ha caracteritzat la H2BEar1, on el residu d’ADP-ribosa s’incorpora al glutamic
2%

Algunes evidéncies suggereixen que I’ADP-ribosilacié de les histones internes pot donar lloc a
la descondensacio localitzada de la fibra de cromatina. L’ADP-ribosilacié pot tenir un paper

important en la reparacié del DNA %

. La sintesi de llargues cadenes d’ADP-ribosa carregades
negativament poden facilitar la disrupcié dels nucleosomes, potser a través de lintercanvi

d’histones cap a aquest polianié competidor.

1.3.2.6. Ubiquitinacié

La histona H3, la H2B i especialment la H2A poden ser també modificades per I'addicié de la

"% Es conegut que la ubiquitina participa en

ubiqlitina, una petita proteina de 76 residus
regular la degradacio de les proteines. La ubiqlitina és unida covalentment, a través d’'una
reaccié dependent d’ATP, a una proteina que ha de ser marcada per a la seva proteolisi.
Concretament és unida a I'extrem C-terminal de les histones H2A i H2B. La ubiquitinacié en
aquest cas no sembla estar relacionada amb la degradacié de la proteina. S’ha observat que la
histona H2A ubiquitinada s’incorpora als nucleosomes sense canvis importants aparents en
I'organitzacié de la particula nucli " Com que I'extrem C-terminal de la histona H2A contacta

amb el DNA nucleosomal en I'eix de simetria binari "> '

, la seva ubiquitinitzacid molt
probablement deu impedir la interaccié de les histones H1 amb el DNA nucleosomal. També
deu impedir, donat el volum de la ubiquitina, els contactes entre nucleosomes i, per tant, la
condensacio de la cromatina. Les histones ubiquitinades podrien trobar-se en zones del DNA
transcripcionalment actives impedint la compactacié de la cromatina.

La ubiquitinacié de la histona H3 i H4 s’ha relacionat amb la reparacié del DNA danyat per UV,
ja que és important en el reclutament de la proteina de reparacio XPC (xeroderma
pigmentosum group C protein complex). En aquest mateix procés esta implicada la mono-
ubiquiitinacio de I'H2A .

També s’ha observat en llevats que per a la trimetilacié de H3K4 (anteriorment esmentada) és

necessaria la mono-ubiqitiniacio de la histona H2B en la lisina 123 "',
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1.3.2.7. Sumoilacio

SUMO és una proteina modificadora (d’aproximadament 100 aminoacids) relacionada amb la
ubiqglitina i conservada en els organismes eucariotes. La conjugacié de les histones amb la
proteina SUMO és una modificacié voluminosa, com la ubiquitinacié. Les modificacions
descrites fins ara en llevats son: la K126 en el domini C-terminal de la H2A; la K6, 7, 16 i 17 en
el domini N-terminal de la H2B i les cinc lisines del domini N-terminal de la H4. No hi ha dades
concretes sobre la H3.

Aquesta modificacié, a diferencia de [l'acetilacié i la ubiquitinacid, produeix repressio

transcripcional 68,115,

1.4. LA HISTONA H1

La histona H1 s’uneix al nucleosoma i al DNA internucleosomal permetent la compactacio de la
cromatina, passant de la fibra de 10 nm a la fibra de 30 nm.

>ienla

Les H1 estan implicades en la formacié de la superestructura de la cromatina
regulacid génica. Les H1 podrien tenir un paper regulador de la transcripcié a través de la
modulacié de la condensacié de la cromatina i participant en complexos que activin o

reprimeixin gens especifics ''¢'"°

. Altres mecanismes amb els quals contribueix a la regulacio
trancripcional son la participacioé en el posicionament del nucleosoma 20 estabilitzacié de les
dues voltes de DNA nucleosomal al voltant de I'octamer en entrar i sortir del nucleosoma '*°, la

unié a regions SAR (scaffold-associated regions) '’

, etc.

La modulacié de lI'expressié geénica per part de I'H1 pot ser deguda a la modificacié de
l'accessibilitat de seqliencies promotores o potenciadores als factors de transcripcio, fet que
podria provocar impediments estéerics d’'unioé als factors de transcripcio; limitacié de la mobilitat
dels nucleosomes; reduccié de I'exposicio transitoria del DNA en la superficie del nucleosoma i
promocio de la condensacié de la cromatina en estructures d’ordre superior de compactacio.

La histona H1 té multiples isoformes o subtipus. En mamifers trobem els subtipus somatics
H1a-e, els subtipus especifics de les linies germinals H1o0 i H1t i els subtipus associats a
diferenciacio H1° i H1x. En l'evolucié de les H1 de vertebrats, la taxa de substitucid
d’aminoacids entre els subtipus varia com a minim en un ordre de magnitud, indicant una
possible funcionalitat especifica dels subtipus 122,

A diferéncia de les histones internes que tenen una sola nomenclatura, en la literatura trobem
fins a 12 nomenclatures diferents per les histones H1 123 fet pel qual de vegades es troben
publicacions on s’assignen errdniament caracteristiques especifiques d’un subtipus a un altre
subtipus.

Les nomenclatures més usades per a les histones H1 sén: la nomenclatura numérica de

12 12

4, la nomenclatura alfabética de Lennox '*° o la nomenclatura alfa-numeérica de

123
(

Doenecke

Parseghian i Hamkalo Taula 1). En aquest treball s’ha utilitzat la nomenclatura de Lennox.

29



Introduccio

Taula 1. Nomenclatures més utilitzades
per als subtipus de la histona H1
Doenecke Lennox Hamkalo
H1.1 H1a H1a
H1.2 H1c H1°.1
H1.3 H1d H1°.2
H1.4 H1e H1°.4
H1.5 H1b H1°.3

Comparat amb les histones internes, les histones H1 (juntament amb la histona H5) tenen un
temps de residéncia en el DNA més curt. Per estudis de FRAP (Flourescence Recovery After
Photobleaching) s’ha observat que existeixen dos grups de subtipus d’histones H1 segons el
seu temps de residéncia. L’'H1a i 'H1c tenen un temps de residéncia d’entre 1 i 2 minuts. Per a
I'H1° és de varis minuts i per als subtipus H1b, H1d i H1e, el temps de residéncia és de com a

minm 15 minuts '

126, 127

Els subtipus amb temps de residéncia més llarg s’associen a

heterocromatina . Tot i aixi, els factors de transcripcio com HMGB1, Fos i Jun, tenen un

temps de residéncia molt més curt, d’1 a 30 segons 128,129

1.4.1. Subtipus de la histona H1

Com s’ha dit anteriorment, en mamifers s’han identificat sis subtipus somatics H1a-e, els
subtipus especifics de linies germinals H1o0 i H1t i els subtipus associats a diferenciacio H1%i
H1x. Els subtipus d’'H1 difereixen en el grau de fosforilacio, en el turnover i en el grau de

125

conservacio evolutiva “°. També s'ha vist que alguns subtipus presenten diferent habilitat per a

condensar el DNA in vitro % 3

. Aquestes propietats suggereixen I'existéncia de diferencies
funcionals entre els diferents subtipus '*.

Tot i aixi, alguns estudis descriuen un alt grau de redundancia funcional entre els diferents
subtipus d’H1 i sembla ser més important la quantitat global d’histona H1 que la quantitat
relativa de cada subtipus. Ratolins knockout per a un o dos subtipus d’histona H1 somatics es

desenvolupen amb normalitat 133,134

. Aparentment, la capacitat de sintesi dels gens de copia
Unica dels diferents subtipus, és suficientment flexible com per compensar les pérdues dels
gens inactivats i per mantenir la correcta estequiometria nucleosoma-H1. Una pérdua de més
del 50 % de la quantitat normal d’H1 comporta importants canvis en I'estructura de la cromatina
i causa la mort de I'embrio ™*°.

Més recentment, es realitza un estudi in vivo en cel-lules tumorals de cancer de pulmd (T47D)
on mitjangant un sistema d’expressié induible de RNAs d’interferéncia es reduia individualment

cada subtipus de la histona H1. L’estudi va revelar que els rols dels diferents subtipus de la
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histona H1 no son totalment redundants i que tenen diferents funcions pel que a fa al control de
'expressié génica, la regulaci6 de I'espaiat nucleosomal i altres esdeveniments cel-lulars
importants com la proliferacié. A diferéncia de I'estudi anterior, aquest sistema d’expressio
induible de RNAs d’interferéncia evita I'efecte compensatori de la sobreexpressié dels altres
subtipus d’H1 o I'adaptacié epigenética als canvis estructurals de la cromatina. La reducci6 de
cada subtipus d’H1 causa I'alteracié de I'expressio d’'un nombre limitat de gens diferent en cada
knock-down. El 79 % dels gens estudiats es veien afectats per un sol subtipus knock-down,
indicant que cada subtipus té una funcié especifica. El 13 % dels gens es veien afectats per
dos dels subtipus i I'1 % pels cinc subtipus, indicant també que hi ha una lleugera redundancia
en la regulacié de I'expressio. A més, també es va concloure que l'efecte de la reduccié de
cada subtipus d’H1 és especific de cada tipus cel-lular "*°.

Els cinc subtipus somatics sén constitutius, malgrat que les seves proporcions variin
ampliament al llarg del cicle cel-lular i 'ontogénesi. Els subtipus més abundants en l'individu
adult s6n I'H1e i 'H1c ™" ", L’H1a la trobem en abundancia en cél-lules en divisié. L'H1° es
troba en teixits amb poca o nul-la proliferacié cel-lular " "°. L’H1t es troba en la linia germinal
masculina i 'H100 en odcits.

Els subtipus somatics H1a-d disminueixen exponencialment durant el desenvolupament
postnatal i s6n parcial o totalment substituits per 'H1e, que com déiem, esdevé el subtipus
majoritari en 'adult, arribant a representar el 70 % de I'H1 total ™.

El subtipus H1° de mamifer, també trobat en Xenopus laevis, i les histones H5 d’eritrocits
nucleats de les aus, es troben evolutivament relacionats i formen un grup lleugerament
diferenciat de la resta de subtipus de I'H1. Durant la maduracié dels eritrocits de les aus, la
histona H5 substitueix 'H1 '*?. Totes dues histones sembla que tenen, parlant en general, una
funcié similar, perd la H5 s’'uneix més fortament al nucleosoma, produint en conseqiiéncia una
major estabilitat de la cromatina i una disminucié de I'expressié génica 3,

La histona H1x es transcriu gairebé en tots els teixits, perd0 només s’ha pogut detectar la
proteina en cultius cel-lulars ***. Com I'H1°, es localitza en regions de la cromatina que sén
menys sensibles a la digesti6 amb nucleasa micrococal. El seu gen es localitza en una regi6é
aillada i es transcriu donant lloc a un RNA poliadenilat, a diferéncia dels RNAs de les altres
histones H1a-e que no tenen la cua poli-A. Tot i les semblances entre ambdds subtipus, la
induccié de I'expressio i la regulacid, son diferents '*°.

Els subtipus de la histona H1 sén codificats per una familia multigénica. El gen de I'H1%i el de
'H1x no es troba localitzat en el mateix bloc de gens que les altres histones. L'H1° és
codificada per un gen de copia Unica en el cromosoma 22 en humans mentre la resta

d’histones es troben codificades en multiples copies en el cromosoma 6.

Els subtipus de la histona H1 es classifiquen en tres classes segons el tipus i el grau de

diferenciacio de la cél-lula en la qual s’estan expressant '*® ™'
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Classe I. S’expressen especificament en cél-lules de la linia germinal. S’expressen en
alts nivells per tenir-ne grans reserves per tal de ser utilitzades en la embriogénesi

primerenca 148, 149

. En odcits trobem I' H100 en ratolins i humans, la CS H1 en erigons
de marila H1M i la B4 en granotes. En la linia germinal masculina trobem H1t i dues

proteines histone-like, H1T2 " ¥ HILS1 %2,

Classe Il. S’expressen en cél-lules somatiques i tenen un patré dependent del cicle
cel-lular. Els seus gens estan agrupats en una regié del genoma anomenada “cluster
d’histones”, que inclou també I'H1t. En humans esta ubicada en el cromosoma 6 %3 en
ratolins en el cromosoma 13 ™*. L’H1a, 'H1c i 'H1t formen part d’'un segment de 80 kb
que conté les histones internes. L’H1d i I'H1e pertanyen a un segon segment i 'H1b es

troba en un segment allunyat 500 kb que conté 14 gens d’histones internes 198,

Classe lll. S6n variants especifiques de diferenciacié. Hi trobem I'H1°, I'H5 i la més

45

recentment descoberta, H1x '*°. L'H5 s'expressa en eritrocits de pollastre. L'H1°

s’expressa en cél-lules diferenciades terminalment i el seu gen es troba aillat de la
resta dels gens de les histones. En humans el trobem en el cromosoma 22 %% i en
ratolins en el 15 '*®. Contenen sequéncies promotores de teixit 7 i elements reguladors

particulars que responen segons el tipus de teixit i I'estadi de desenvolupament.

1.4.2. Estructura de la histona H1

Les histones H1 de metazous tenen tres dominis estructurals: un domini amino-terminal (20-35

aminoacids), un domini globular central (d’'uns 80 aminoacids) i un domini carboxi-terminal
(d’'uns 100 aminoacids) (Fig.16).

Domini Domini Domini
aminoterminal globular carboxiterminal

oo !

Figura 16. Estructura en dominis de la histona H1.

Els dominis amino- i carboxi-terminal sén de caracter basic, especialment el domini C-terminal,

el qual pot contenir fins un 40% de lisines. Els dominis terminals sén de longitud més variable i
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tenen una menor complexitat de seqiéncia tan a nivell de nucledtids com d’aminoacids que el
domini globular.

Aquesta estructuracioé en tres dominis podria tenir funcions especifiques en l'estructura de la
cromatina. El domini amino-terminal estabilitzaria la unié del domini globular, el domini globular
localitzaria la histona H1 en el nucleosoma i el domini carboxi-terminal, s’uniria al DNA
internucleosomal neutralitzant-ne les carregues i permetent aixi, la compactacié de la cromatina
146

Les histones H1 de llevat i de protozous com Tetrahymena no tenen aquesta estructura
tripartida descrita. En llevats, I'H1 té dos dominis globulars (amb una homologia de seqiéncia
significativa amb el domini globular dels metazous) separats entre ells per un segment de 42
aminoacids (ric en lisina, alanina i prolina com el domini C-terminal dels metazous). En
Tetrahymena, I’'H1 consisteix en un polipéptid de 163 aminoacids de composicié semblant al

domini C-terminal dels metazous sense domini globular.

1.4.2.1. El domini globular

El domini globular central consta d’aproximadament 80 residus. S’uneix a I'exterior de cada
nucleosoma més o menys a prop del punt en qué entra i surt el DNA, la posicié exacta no esta
clara, protegint en aquesta regié 20 pb addicionals de DNA de la digesti6 amb nucleasa
micrococal '*°. Aquest domini és el més conservat evolutivament, fins al punt de ser basicament
identic entre alguns subtipus i entre espécies diferents '%.

La seva estructura es coneix amb detall gracies a estudis de ressonancia magnética nuclear de
doble dimensio realitzats amb el domini globular de 'H5 (GHS5) d’eritrocit nucleat de pollastre i
el domini globular de 'H1 (GH1) també de pollastre '®, i a estudis de difraccié de raigs X del
mateix domini de 'H5 amb una resolucié de 2’5 A ™.

El domini globular consta en tots els casos de tres hélixs o i una fulla B antiparal-lela en

I'extrem terminal carboxilic (Fig. 17).
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Figura 17. Estructura del domini globular de la histona H5 2

Aquesta estructura sembla que li permet unir-se al DNA de la mateixa manera que ho fa la
classe de proteines amb motius hélix-gir-hélix. Es molt notable la gran similitud estructural
existent de GH1 i GHS5 amb els factors de transcripcio CAP (catabolite gene activator protein) i
HNF-3y (hepatocite nuclear factor-3y), ambdues proteines amb el motiu hélix-gir-hélix.
L’estructura de I'H1 de pollastre determinada per RMN també pertany a aquest grup. A partir
d’aquesta similitud, és raonable assumir que el mateix patrd estructural existeix en tots els
dominis globulars de les H1 de mamifer.

El domini globular conté dos llocs d’'unié a DNA nucleosomal. Estudis in vitro proposen que el
lloc principal d’unié al DNA és I'hélix Ill, o hélix de reconeixement, que junt amb el gir § adjacent
s’unirien al solc major del DNA, possiblement, a prop de I'extrem del DNA del cromatosoma. Els
aminoacids K69 i R73 de I'hélix Il i el K85 del llag B, que es conserven en totes les variants
estudiades, formarien un dels llocs d’'unié a DNA. Tot i aixi, existeixen diferéncies de seqiiéncia
en la hélix Ill, fet que podria afectar a la interacci6 amb el DNA i determinar algunes

161162 F| |loc d'unié secundari al DNA interacciona amb el solc

preferéncies de sequéncia
menor i estaria format per les posicions K40 i R42 situades entre les héelix | i Il, K52 de la hélix I
i R94 del llag B. Aquests aminoacids també es conserven en les variants de les histones de
mamifers a excepcio de I'H1t ' En H1t en la posicio equivalent a K52 s’hi troba una
glutamina. Aquest canvi és present en I’'H1t de rata, ratoli, porc i huma, fet que fa pensar que
es tracta un canvi especific de subtipus.

Estudis in vivo més recents indiquen que el domini globular es posiciona via interaccié per un
dels llocs d’unié amb el solc major del DNA en I'eix de simetria del nucleosoma. Aquest lloc és
més gran i comprén els residus H25, R47, K69, K73, R74 i K85. El segon lloc d’unié interactua
amb el DNA internucleosomal adjacent al nucleosoma, és més petit i comprén els residus R42,
R94 i K97, tots situats en regions flexibles. A més, tots els residus excepte un, no inclosos en
els llocs d’unié o amb poca contribucié a I'afinitat d’'unioé en general es localitzen en una amplia

regi6 separada dels llocs d’'unié en I'altre cara del domini 104 (Fig. 18).
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Figura 18. Mapa de la superficie d’interaccio de 'H1°. En groc, els residus del lloc d’'uni6 1; en verd, els
residus del lloc d’unioé 2; en blau, residus no inclosos en el lloc d’'unié 164,

180

1.4.2.2. Domini amino-terminal

El domini N-terminal té aproximadament uns 30 aminoacids. Presenta dues regions diferents

185 | a regié més proxima a I'extrem N-terminal

conservades en la majoria de subtipus coneguts
no conté residus basics i t& un marcat caracter apolar, ja que esta formada principalment per
residus alanina i prolina. L’altra regié del domini N-terminal, adjacent al domini globular, és
similar al domini C-terminal pel que fa a la composicié aminoacidica. Conté, en efecte, molts
residus basics, especialment lisina.

En dissoluci6 aquosa el domini es troba desestructurat, perd en preséncia de DNA o
d’inductors d’estructura secundaria com el TFE, adquireix una important proporcio d’hélix o, '°®
167

Estudis de RMN-2D amb péptids de les dues regions del domini N-terminal de la histona H1° de
ratoli, NH-1 (aminoacids 1-20) i NH-2 (aminoacids 8-29), van mostrar que la regié basica del
domini adquiria estructura helicoidal en preséncia de TFE al 90%. L’espectroscopia per
infraroig (FTIR) dels complexos amb DNA, mostren que la estructura del domini N-terminal unit
al DNA és similar a la obtinguda en TFE 108,

L’estudi d’un péptid corresponent a la regié basica del domini N-terminal de I'H1e per dicroisme
circular i per RMN mostra que el péptid en preséncia de TFE adquireix un 40 % d’hélix a i esta
estructurat en dues hélix anfipatiques separades per un motiu Gly-Gly que funciona com una
frontissa entre les dues hélixs. La primera hélix abarca els residus 17-27 i la segona els residus

29-34, quedant aixi practicament tot el peptid en helix o '*" (Fig. 19).
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Figura 19. Model estructural del domini N-terminal de la H1e conectat amb el domini globular 167,

1.4.2.3. Domini carboxi-terminal

El domini C-terminal presenta al voltant d’'un 40% de residus basics, majoritariament lisina.
També conté bastants residus d’alanina (en alguns subtipus gairebé un 30%), serina i prolina.
Per exemple, de 97 residus de que consta I'H1° de ratoli, 40 sén lisina, 16 alanina, 12 prolina, 9
valina, 7 serina i 5 treonina. Aquest domini és molt variable entre els diferents subtipus
d’histona pero malgrat les diferéncies de sequiéncia d’aminoacids, en totes, la distribucio de la
carrega és relativament uniforme "%

La distribucié dels residus lisina provoca una densitat de carrega forga uniforme al llarg de la
major part d’aquesta regioé de la molécula. Els residus lisina tendeixen a estar isolats o formant
doblets i només rarament es troben tres residus basics junts. Aixd fa que no es donin regions
carregades i no carregades, a diferéncia de les protamines que sovint presenten grups de tres
a nou residus basics seguits 108,

Tant el domini C-terminal com la regio basica del domini N-terminal tenen la capacitat d'unir-se
al DNA. Concretament, es creu que la cua C-terminal s'uneix al DNA internucleosomal, que
uneix dos nucleosomes veins °. Efectivament, aquest domini possiblement contribueix a la
torsio del DNA internucleosomal en el filament de 30 nm "®* 7%, A més, resultats d'estudis de
dicroisme circular demostren que la condensacié del DNA per H1 en condicions de forga idnica
fisiologiques és deguda principalment al domini C-terminal '"" 72,

Donada la riquesa del domini C-terminal en residus de prolina, residus disruptors de I'hélix o
que es troben de forma ben repartida per tot el domini, es proposa un model de trams curts en
estructura d’hélix o limitats per prolines. D’aquesta manera, la prolina induiria un canvi de
direccio en I'hélix, que s’aniria torgcant i podria seguir la torsié del DNA, probablement al llarg del
seu solc ample 170,

Sembla ser que la condensacié de la cromatina es déna per la neutralitzacié de les carregues
negatives dels fosfats del DNA internucleosomal per les lisines del domini C-terminal. En
estudis recents, s’ha postulat I'existéncia de subdominis dins del domini C-terminal que serien

els responsables de l'alteracid del DNA internucleosomal i I'estabilitzacié d’estructures de
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cromatina condensada. Segons aquests estudis, la majoria de funcions del domini C-terminal
es localitzen en dues regions discontinues (subdominis 1 i 3) d’'uns 24 aminoacids ' Sembla
ser més important el contingut global d’aminoacids que la seqlencia primaria de la proteina.
Aquesta hipotesi és recolzada per dades que indiquen que els diferents subtipus d’H1, malgrat
les seves diferents seqliéncies, funcionen de manera similar en la condensacié de la cromatina
7 La composicié aminoacidica d’aquests subdominis permetrien la formacié d’hélix curtes
quan el domini C-terminal s'uneix a DNA ™.

En 'H1e de rata s’ha identificat un fragment de 34 aminoacids com la regié necessaria per a la
condensacio de la cromatina. Aquest fragment compren els aminoacids 145-178 i conté tres

dels quatre motius SPKK presents en el domini C-terminal '” (Fig. 20).

KKAASGEAKPKAKKAGAAKAKKPAGAAKKPKKATGTATPKKSTKKTPKKAKKPAAAAGAKKAK
SPKKAKATKAKKAPKSPAKARAVKPKAAKPKTSKPKAAKPKKTAAKKK

Figura 20. Sequéncia del domini C-terminal de la histona H1e de rata. Ressaltat en gris el fragment de 34
aa responsable de la condensacié del DNA. En vermell els motius SPKK.

Els motius SPKK estan ubicats en repeticions imperfectes d’un octapéptid que és capag¢ de
mimetitzar les propietats condensants del domini C-terminal de la histona H1 78 Cal remarcar
que dos dels tres motius SPKK del domini C-terminal de I'H1° de ratoli estan situats en els dos
subdominis del domini C-terminal implicats en la condensacié de la cromatina detectats per
Hansen i col."”.

El domini C-terminal, com el domini N-terminal, es troba desestructurat en dissolucié aquosa i
esta inclos en el grup de proteines intrinsecament desordenades (IDP) '""'®°. En presencia de
TFE adquireix un important grau d’estructuracio en hélix o, 8" '8,

Aquesta estructuracié induida per estabilitzants d’estructura secundaria va fer pensar que la
interaccidé amb el DNA podia induir també a que el domini C-terminal adquiris estructura en
hélix a, al menys parcialment. La interacci6 amb el DNA produiria una neutralitzacié de les
cadenes laterals carregades positivament, evitant-se aixi la repulsié entre elles. En aquest
sentit, en alguns estudis amb peptids s’ha intentat determinar mitjangant dicroisme circular de
diferéncia, si la unié al DNA indueix estructura en hélix a. En cap cas s’ha observat una
induccié clara d’aquesta estructura que fos comparable a la que produeix el TFE. En alguns
casos apareix un espectre tipus ¥, molt intens, que és degut a I'ordenacié suprahelicoidal de
les molecules de DNA i que impedeix totalment realitzar espectres de diferéncia. Aquesta
capacitat de condensar el DNA, que ja s’havia observat amb I'H1 sencera i amb el domini C-
terminal sencer "', es manté per tant en alguns d’aquests péptids. En els casos en que no
apareix l'espectre ¥, només s’observa una molt lleugera variacidé dels espectres, molt

probablement deguda a canvis en I'estructura del DNA.
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Es va estudiar per espectrometria d’infraroig (FTIR) la interaccié d’un péptid amb DNA. Aquest
péptid contenia la sequiéencia del domini C-terminal de la histona H1° de ratoli (residus del 99 al
121) adjacent al domini globular. La interaccié amb el DNA induia I'estructuracié del peptid. La
component majoritaria és 'hélix o, un 43 % distribuit en dos pics (1647 i 1657 cm™), seguit d’'un
20 % d’hélix 31 (a 1637 cm™) i un 20 % de girs (a 1670 cm™), atribuit als motius SPKK .
Posteriorment, es va estudiar també per FTIR el domini C-terminal de la histona H1%i de la H1t.
Es important I's del tot el domini C-terminal complet, a diferéncia de I'estudi anterior, per a
I'estudi de propietats que no es troben localitzades en un subdomini concret sind que estan
determinades pel domini sencer. La interaccié amb el DNA induia I'estructuracié del domini i a
més, aquesta estructuracié era dependent de la concentracié de sal. A 10 mM de NaCl, el
domini C-terminal de I'H1° contenia un 19 % d’hélix o, un 25 % de fulla B, un 27 % de girs, un
18 % de llagos oberts i un 7 % d’estructura desordenada. A 140 mM de NaCl, el domini
s’estructurava completament, desapareixent I'estructura desordenada. Aixi, s’obtenia un 24 %
d’hélix a, un 25 % de fulla B, un 18 % de llagos oberts i un 33 % de girs. Malgrat només
compartir un 30 % d’identitat de sequéncia, el domini C-terminal de I'H1% i el de I'H1t, tenen
similars components estructurals secundaris. Aquest fet seria indicatiu que la pressi6é selectiva
preserva aquesta estructura secundaria d’'unié a DNA en els diferents subtipus de la histona H1
177

A més l'estructuracié del domini C-terminal induida pel DNA és extremadament estable.
Aquesta elevada estabilitat podria ser per 'augment d’hidrofobicitat donada per la compensacio
de les carregues positives de la proteina pels grups fosfat del DNA v

En aquesta linia, experiments de FRET indiquen que el domini C-terminal en dissoluci6 esta
desestructurat i amb els dos extrems ben distanciats entre ells perd en unir-se a DNA, els

extrems s’aproximen suggerint un plegament del domini 184 (Fig. 21).

Figura 21. Model de plegament del domini C-terminal en unir-se a DNA obtingut per experiments de
FRET '®.
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1.4.3. Posicionament de la histona H1 en el nucleosoma

La hipotesi, llargament acceptada, de que el domini globular de la histona H1 s’uneix

directament damunt el DNA en I'eix binari de simetria '** '®

, presenta problemes d’interpretacio
de les noves dades experimentals de que es disposa, fins al punt que I'opinid classica sobre la
posicio de la histona H1 en el nucleosoma ha estat seriosament qiiestionada '*® '®". Per
exemple, cap de les noves dades estructurals suggereix una interaccio forta del domini globular

161,188 interaccio que s’hauria d’observar en cas

de la histona H1 amb el solc estret del DNA
que la hipotesi classica fos correcta. Durant algun temps va existir la hipotesi de que podria
tenir lloc una interaccié simétrica de la histona H1 amb el DNA que entra i surt del nucleosoma,

pero separada de la volta central de DNA en el centre binari de simetria (Fig. 22).

Figura 22. Hipotesi de la histona H1 situada simétricament pero separada de I'octamer 22

Aquesta hipotesi simétrica alternativa, pero, xoca amb resultats que indiquen una posicio de la
histona H1 molt propera a la superficie de I'octamer central. En aquest sentit apunten els
resultats de dispersio de neutrons de cromatosomes '® i 'observacié d’entrecreuament quimic
proteina-proteina entre parts del domini globular de la histona H2A i del domini globular de la

histona H1 ',

Actualment existeixen tres models principals per a la unié de la H1 al nucleosoma. El model
classic, totalment simeétric (Fig. 23 B), situa el domini globular centrat en I'eix de simetria binari
del nucleosoma. El model anomenat “bridging model” 162 postula que el domini globular de I'H1
s’uneix entre dues voltes superhelicoidals del DNA, concretament entre un extrem del DNA
nucleosomal i el centre de simetria (Fig. 23 C). Segons els autors, aquest model podria explicar
tant la proteccid simétrica del DNA nucleosomal com I'asimétrica, si bé recorren a explicacions
que impliquen reordenacions de les histones internes. El tercer model és clarament asimétric i
proposa que el domini globular es situa a I'interior d’'una volta del DNA, 65 pb enlla del centre
de simetria "' (Fig. 23 D).
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Figura 23. Les tres hipotesis principals sobre la posicié de la histona H1 en el nucleosoma 192

Experiments d’entrecreuament quimic proteina-DNA de les histones internes en nucleosomes
amb i sense histones H1 revelen canvis importants en els contactes de les histones H3 i H2A
amb el DNA "% Aquest fet suggereix que I'associacié de la histona H1 pot causar canvis
al-lostérics en el plegament de l'octamer que podrien resultar en l'estabilitzacié de les

185, 1% Tots els models de la situacio de I'H1 en el nucleosoma

interaccions histona-DNA
existents fins ara estan creats basant-se en l'estructura de la particula nucli, que pot ser

lleugerament diferent de la del nucleosoma, degut a la propia unié de I'H1.

1.4.4. Interaccio de la histona H1 amb la cromatina i el DNA

Les histones H1 estan en constant moviment i intercanviant-se entre els llocs d’'unié a la
cromatina '*’. Brown i col. '* suggereixen que la unié de la histona H1 amb la cromatina es
doéna en diferents passos. Inicialment, el domini C-terminal s’uneix débilment i inespecificament
al DNA internucleosomal principalment a través d’interaccions electrostatiques. Aquesta unié
facilita el correcte i especific posicionament del domini globular en I'eix binari de simetria del
nucleosoma, estabilitzant-lo i induint canvis conformacionals dels dominis N- i C-terminals.
Aquests reposicionaments dels dominis N- i C-terminals afecten a la repeticié nucleosomal %

estabilitzen la cromatina altament estructurada (Fig. 24).
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Figura 24. Uni6 de la histona H1 a la cromatina 198,

El DNA nucleosomal ha de ser accessible a les maquinaries moleculars de replicacio,
transcripcio, reparacié o recombinacié del DNA i a altres factors proteics que regulen aquests
processos. Recentment, es va proposar un model integral en el que el nucleosoma és una
entitat activa i dinamica i en el que I'accessibilitat és controlada per diferents proteines d’unié al
punt d’entrada i sortida del DNA '*°. Aquest model es basa en la teoria proposada per Marky i
Manning enla que es donen moviments espontanis del DNA per a permetre I'accessibilitat al
DNA nucleosomal i en el model de “site exposure” de Polach i Widom 201,

S’ha suggerit que les modificacions post-traduccionals de les histones unides al DNA tenen un
paper modulador de la dinamica del nucleosoma 202

Segons aquest nou model, el DNA nucleosomal transitdoriament queda en estats més oberts per
permetre I'accés de proteines i altres factors a llocs que normalment queden amagats dins la
particula nucli. Estan descrits dos tipus de moviments del DNA que impliquen la interrupcié del
contacte histones-DNA a determinada distancia, la respiracio i la obertura. La respiracié implica
un allunyament de 10-30 pb distancia i sembla ser que el DNA manté una trajectoria estable.
En canvi, I'obertura implicaria distancies de fins a 70-80 pb i tindria un comportament en dos

estats, completament enrotllat o completament desenrotllat, sense intermediaris estables 200,203,
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Taula 2. Proteines d'unié a DNA en el punt d’entrada/sortida del nucleosoma per
regular 'accés al DNA nucleosomal. Adaptat de Zlatanova i col. '*°

Proteina Funcio en el control de I'accessibilitat al DNA nucleosomal

Anomenades també linker histones (LH). Bloquegen I'entrada al

Histones H1 . o e
nucleosoma i reprimeixen la transcripcio.

S'uneix al punt d'entrada/sortida competint directament amb les

HMGT1HMG2 LHs. No impedeix la transcripcié.
S'uneix al punt d'entrada/sortida competint directament amb les
PARP-1 . : o
LHs. No impedeix la transcripcié.
Menbre de la familia de les LH especifica d'eritrocits nucleats.
Histona H5 S'uneix amb molta afinitat al punt d'entrada/sortida reprimint la

transcripcio.

Proteina d'unié al DNA metilat. S'uneix al punt d'entrada/sortida
MeCP2 possiblement competint directament amb les LHs. Bloqueja
I'accés irreversiblement i reprimeix la transcripcio.

Es desconeix la localitzaci6 exacta d'unid al DNA. Interactua
HP1 especificament amb les histones H3, H4 i H1. Involucrada en el
silenciament d'heterocromatina.

MENT Interactua amb H3K9me

Abreviacions: HMG, Grup de proteines d’alta mobilitat; PARP-1, Poli(ADP-ribosa) polimerasa 1; MeCP2,
protelna d’'unié a CpG metilat; HP1, Proteina d’unié a heterocromatina 1; MENT, Proteina de terminacio
especifica d’etapa mieloide i eritroide nuclear

L’accessibilitat als llocs d’'unié amagats en el DNA nucleosomal és el factor més important en el
control de totes les transaccions del DNA en les cél-lules eucariotes. Els canvis estocastics
d’aquesta accessibilitat son regulats en un primer nivell per proteines que s’uneixen al DNA en
el punt d’entrada i sortida del nucleosoma amb diferents afinitats i amb diferents dinamiques
(Taula 2). Algunes d’aquestes proteines tanquen I'accés al nucleosoma i 'immobilitzen, no s’hi
podra unir cap altra proteina. Altres proteines poden immobilitzar el DNA linker per un dels
costats del nucleosoma, deixant la “porta” entreoberta i permetent que altres proteines s’uneixin
al DNA linker lliure. | un dltim grup de proteines amb molt elevada afinitat pel DNA que tanquen
I'accés establement i impedeixen la unié d’altres proteines al DNA nucleosomal (Fig. 25).

Un segon nivell de regulacio és el control de I'intercanvi entre aquestes proteines d'unio, el qual
pot ser executat per xaperones o per complexos de remodelatge, els quals a la vegada so6n
regulats per interaccions especifiques amb altres proteines o per modificacions post-

traduccionals '*°.
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Figura 25. El nucleosoma situat al centre és una estructura dinamica en el qual els extrems del DNA
nucleosomal es separen transitdoriament de 'octamer d’histones. Diverses proteines s’'uneixen al DNA en
I'entrada/sortida del nucleosoma amb diferent afinitat i en diferent manera, variant I'accessibilitat al DNA
nucleosomal. El nucleosoma és representat amb una esfera blava; el DNA linker en linies negres,
continues per a la trajectoria més grobable i discontinues per als moviments espontanis del DNA en
separar-se de I'octamer d’histones 199,

Les diferencies entre els subtipus de la histona H1 s’observen en la localitzacié nuclear i
I'afinitat pel DNA i la cromatina. Experiments d'immunolocalitzacié amb fibroblasts humans, on
practicament no hi ha expressiéo d’'H1a i H1°, van mostrar que els subtipus H1e i H1d sén més
abundants en I'heterocromatina i que I'H1b predomina en els gens actius. S’ha proposat que
I’'H1c proporcionaria el nivell basal de condensacié de la cromatina que permet el posterior
intercanvi amb els altres subtipus 126,

Estudis realitzats en el nostre grup van permetre classificar els diferents subtipus en tres grups
d’afinitats: afinitat alta, H1d, H1e i H1% afinitat intermédia, H1b i H1c; i afinitat baixa, H1a.
L’afinitat menor i la major difereixen en un factor de 19. Aquests mateixos grups d’afinitat es
van confirmar en experiments realitzats en DNA nu, on les afinitats tot i no ser idéntiques dins
el mateix grup, es mantenien els mateixos grups d’afinitat 204,

De les proteines que s’uneixen al DNA, n’hi ha que tenen una especificitat de sequiéncia com
factors de transcripcio, repressors i enzims de restriccié. El reconeixement es déna per motius
proteics del tipus hélix-gir-hélix, cremallera de leucines o dits de zinc que contacten amb el
DNA majoritariament pel solc major *%°.

Altres proteines i algunes drogues tenen una baixa o nul-la especificitat de sequéncia i
s’'uneixen al DNA generalment pel solc menor. Es el cas de les histones, la DNAsa |, les
proteines HU i moltes altres 295 Els motius estructurals que intervenen en aquestes unions son
molt variats, per exemple, hélix o *®°, fulla B antiparal-lela *°” i el motiu SPKK 2.

Tot i la baixa especificitat de seqliencia, algunes d’aquestes proteines mostren preferéncia per
alguns tipus de sequéncia. Per exemple, 'H1 mostra preferéncia pel DNA metilat, estructures
cruciformes i sequiéncies riques en A/T 208 Entre aquestes ultimes trobem les sequéncies SAR

(Scaffold Associated Regions), de gran importancia biologica '%'.
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Com s’ha dit, la histona H1 mostra preferéncia pel DNA metilat, i aquesta augmenta a major

209, 210

grau de metilacio . La metilacio és la modificacié més abundant en el DNA. Més del 60%

dels motius CpG estan metilats. La metilaci6 d’aquests motius s’associa a repressiod

211

transcripcional ©*'. Tot i aixi, és important mencionar que la preferéncia de I'H1 pel DNA metilat

és objecte de controvérsia ja que hi ha estudis que contradiuen aquestes observacions 2" 2",

Estudis amb cromatina reconstituida han demostrat que la cadena de nucleosomes pot ser

compactada simplement variant la concentracié de cations mono- i divalents presents en la

21427 En les condicions apropiades és possible condensar la cromatina fins un nivell

218

soluci6
aproximat al que s’observa in vivo “ . Aquests resultats indiquen que el grau d’apantallament
de les carregues negatives al llarg de la cadena fosfodiester del DNA és un factor limitant en la
condensacio de la cromatina. Tanmateix, la condensacié de la cromatina in vivo implica més
aspectes que una simple neutralitzacié de carregues. La condensacié de la cromatina induida
per concentracio salina és facilitada per la preséncia d’histones H1 27?%.

Amb concentracions creixents de sal, el nucleosoma o el complex H1/DNA canvien i es tornen
més compactes “??°_ A altes concentracions de sal el DNA superenrotllat és molt compacte,
corbat i rigid, mentre que a baixes concentracions, €s molt més obert, lax i dinamic **°. A
elevades concentracions de sal les carregues negatives del DNA queden neutralitzades pels
cations, permetent aixi, contactes més propers entre diferents segments del DNA o entre
nucleosomes. En canvi, a baixes concentracions de sal no es donen aquestes aproximacions a
causa de la repulsié de les carregues. El diametre de la doble hélix decreix aproximadament
dues vegades amb concentracions creixents de Na* de 10 a 60 mM o de Mg*™ de 0’5 a 5 mM
227_

La histona H1 neutralitza part de les carregues dels fosfats del DNA facilitant I'aproximacié
entre les cadenes del DNA. Pero tot i aixi, la histona H1 té unes 55 carregues positives a pH
neutre i no pot per ella mateixa compensar la carrega del DNA a baixes concentracions de sal.
De fet, els efectes de la sal i de la histona H1 podrien ser additius. Aixi mateix també s’ha
observat que altes concentracions de sal poden desplagar a la histona H1 del nucleosoma o del
DNA superenrotllat ?.

Es formen dos tipus de complexos: a baixa forga ionica i a baixa relacio H1/DNA, les molécules
d’H1 es distribueixen al llarg de tot el DNA o del nucleosoma formant complexos solubles. A
alta forca idnica i a alta relacié H1/DNA, es formen complexos insolubles %*’.

Tot i que fins ara tots els estudis han afirmat que la unié de la histona H1 al DNA és
cooperativa en preséncia de sals (a partir d’'una concentracié de 20-50 mM) 121, 222, 228,229 '
recent estudi conclou que no existeixen interaccions favorables proteina-proteina en la unié al
DNA. Aquesta aparent cooperativitat en la interaccié de 'H1 amb el DNA s’explica amb un
model al-lostéric en el qual I'elevada afinitat de la proteina per una conformacié determinada
del DNA (forma 1) conduiria a una transicié al-lostérica cap una altra conformacié del DNA

(forma 2) amb encara més afinitat 2*°.
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1.4.4.1. Preferéncia per les regions SAR

Les histones H1 s’uneixen al DNA de forma inespecifica, tot i que, in vitro s’han trobat

121

preferéncies per les sequéncies riques en A/T com les sequéncies SAR “'. Aquesta unio és

altament cooperativa i depenent de NaCl %",
Les sequencies SAR tenen varis centenars de parell de bases i sén molt riques en A/T (>70%)

32 g'uneixen

organitzades en trams homopolimeérics poli(dA)-poli(dT) (A-tracks)
especificament a les proteines que formen la bastida o scaffold nuclear i estan implicades en la
delimitacié estructural dels llagos de cromatina. Aquests llagos contenen de 50 a 100 Kb de
DNA i poden ser considerats com a subunitats estructurals i dinamiques dels cromosomes. Es
considera que les regions SAR poden ser elements en cis implicats en la dinamica dels
cromosomes, tan en la determinacié de la forma estructural com en el manteniment d’aquesta

233.23% (Fig. 26).

~50-100 kb

Figura 26. Representaci6 de les regions SAR en els cromosomes metafasics.

L’organitzacié estructural dels cromosomes és altament ordenada i es manté per la unié a
I'scaffold. Aquesta organitzacid permet els moviments dinamics de la cromatina durant
processos com la recombinacioé i la condensacié dels cromosomes. Elements en cis permeten
'ancoratge de la cromatina a I'scaffold i actuen com a punts de senyalitzacié a partir dels quals
s’estenen els estats de cromatina oberta, tancada o heterocromatina.

Les sequéncies SAR no es troben localitzades a I'atzar sind que estan separades per
distancies variables permetent la formacié de llagos més curts en les bandes Q dels
cromosomes i llagos més llargs en les bandes R, que contenen la majoria de gens constitutius

235

(housekeeping genes) <. La longitud relativa dels llagos es coherent amb el fet que les bandes

Q tenen una major proporcié de DNA SAR que les bandes R % (Fig.27).
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Metaphase Chromosome Model

!.=

Figura 27. Model del cromosoma metafasic 233

Per aquest tipus de seqléncies hi ha nombroses proteines que mostren preferéncia, entre

2% | a distamicina A és un

elles, la topoisomerasa Il, la qual competiria amb I'H1 per la unié
antibidtic amb elevada selectivitat pels A-tracks de DNA que s’uneix al solc menor. En
presencia de distamicina, les proteines que s’uneixen al DNA en el solc menor, com la histona
H1, perden la preferéncia per les seqiiéncies SAR " ?*7_ Els possibles motius de la preferéncia
pel solc menor del DNA és I'afavoriment de millors forces de van der Waals entre les parets del

solc menor i els lligands i la major densitat local de carrega negativa que s’origina 2°" %%,

1.4.4.2. Motius SPKK

El motiu SPKK va ser descobert en la seqiéncia de les histones de l'erico6 de mar

(Stronglylocentrotus nodus) determinades per von Holt #*°

, qui postula que aquestes
sequencies presentaven repeticions d’'un pentapéptid comengat en prolina. Posteriorment,
Suzuki senyala que en realitat el motiu repetitiu era S/TPKK i que s’estructurava en forma de gir
B 240

El gir format pel motiu SPKK esta estabilitzat per ponts d’hidrogen entre el grup OH del residu i,
que pot ser treonina, serina, acid aspartic o asparagina, i el residu i+2. Aquest enlla¢ produeix
un gir conegut com a gir c. L’altre pont d’hidrogen uneix el grup carbonil del residu i amb el grup
NH del residu i+3, produint un gir B. S’ha observat la formacié de girs en sequéncies del tipus
SPXK, on X és un residu hidrofilic o alanina. Aquesta estructura del motiu SPKK ha estat
observada per Suzuki i col. en estudis de RMN en péptids en 90% de DMSO i també en el
nostre grup, on s’ha trobat aquesta estructura en un péptid derivat del domini C-terminal de la
histona H1 en 90% de TFE **' (Fig.28).
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Figura 28. Gir adoptat pel motiu SPKK en el domini C-terminal de la histona H1. Les linies discontinues
indiquen possibles ponts d’hidrogen, del tipus p i del tipus o 2*'.

La interaccié d’aquest motiu amb el DNA es déna en el solc menor, substituint la doble capa de

molécules d’aigua que estabilitzen el DNA-B coneguda com a espina d’hidratacié e

. Aquesta
hipotesi es recolza en la proteccidé que ofereix el motiu SPKK en la metilacié de les adenines
que es dona en el N3 situat en el solc menor i la proteccié contra el footprinting pel radical
hidroxil de les sequéncies riques en AT, suggerint un model de interaccié similar al Hoecht 208
Aquest tipus de interaccié també s’ha vist per a drogues d’'unié al DNA i la netropepsina,
molécules que posseeixen grups amida que s’uneixen al DNA per ponts d’hidrogen desplagant
a l'aigua. L’hidrogen unit al nitrogen de la serina del motiu SPKK no esta implicat en la formacié
del gir B/, possibilitant aixi la formacié d’aquests ponts d’hidrogen 2°’.

Segons aquest model hi hauria una unitat de SPKK per a cada parell de bases amb dues
carregues positives per compensar les carregues negatives del fosfat.

Els motius SPKK mostren una preferéncia d’'uni6¢ a DNA amb seqiéncies riques en A/T.
L’estructura d’'un DNA ric en A/T és diferent d’una seqtiéncia de DNA aleatoria, té el solc menor

237, 238, 242

més estret . Aquesta menor amplada fa que també variin altres caracteristiques del

solc menor com la distribucié de carregues, la forma i la profunditat i la posicié dels donadors i
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acceptors dels ponts d’hidrogen " ?®. Per tant, aquests motius reconeixen una conformacié
estructural caracteristica del DNA i no una determinada sequéncia 208
A més, els motius SPKK tenen el potencial de neutralitzar les carregues negatives de l'interior
de la superhélix de DNA i aixi estabilitzar la curvatura superhelicoidal.
La fosforilacié dels motius SPKK disminueix I'habilitat per neutralitzar les carregues negatives
del DNA i per tant, en disminueix la forca d'unié 2*>. Aquest fet representa un avantatge en la

regulacio de la unié a DNA 2.

1.4.5. Modificacions post-traduccionals de la histona H1

A nivell post-traduccional, I'H1 és modificada principalment per fosforilacié reversible, pero
també per acetilacié, metilacid, deiminaci6, ubiquitinacié, ADP-ribosilacio, i formilacié. La
fosforilacié és considerada una modificacié de vital importancia en I'H1 ja que es dona en

multiples llocs en la molécula i esta associada al cicle cel-lular.

1.4.5.1. Fosforilacio

La fosforilaci6 de proteines és un procés de regulacid importantissim en les ceél-lules
eucariotes. La fosforilaci6 modula l'activitat de nombroses proteines involucrades en la
transduccié de senyals, regula I'afinitat d’unié de factors de transcripcio als seus coactivadors i
al DNA, alterant I'expressio génica, el creixement cel-lular i la diferenciacié ***. S’estima que,
com a minim, un terg de les proteines son fosforilades de forma reversible 2*°.

El control del cicle cel-lular per fosforilacié es produeix per proteines quinases dependents de
ciclines (CDKs), les quals es composen per una subunitat catalitica i una altra reguladora
(Taula 3). La seva activitat es regula mitjangant modificacions post-traduccionals i per

associacio a inhibidors ¢

Taula 3. Quinases dependents se ciclines relacionades amb el cicle celelular 247
Etapa del cicle CDK Ciclina Inhibidors
G1 CDK4/6 D p21, p27,p15*,p16*
G1/S CDK2 E p21, p27
S CDK2 A p21
G2/M cdc2 A p21
M cdc2 A, B
* Els inhibidors p15 i p16 s’'uneixen a la CDK4/6 impedint la unié de la ciclina D
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La fosforilacié de la histona H1 és dependent del cicle cel-lular. Els nivells de fosforilacié d’H1
s6n baixos en G1 i augmenten durant la fase S i la mitosi. Es maxima en cél-lules que es
divideixen rapidament i decreix en cél-lules que no proliferen. Els diferents subtipus d’'H1 de
mamifer difereixen en el seu nivell de fosforilacié al llarg del cicle cel-lular 2*2.

S’ha proposat I'existéncia d’'una relacié causal directa entre la hiperfosforilacié d’'H1 i la
condensacié cromosomica, pero encara no esta clara ja que la condensacié de la cromatina es
pot donar sense la fosforilacio de I'H1 o fins i tot, sense 'H1 ?**%*'. Podria ser que la
hiperfosforilacié d’H1 disminuis I'associacié entre I'H1 i la cromatina permetent a altres factors
inductors de la condensacié unir-se a la cromatina. Estudis realitzats indiquen que I'H1
hiperfosforilada s’'uneix amb menys forca que I'H1 hipofosforilada 22,253

Els graus de fosforilacié intermedis durant la interfase afavoriria la descondensacié necessaria
de la cromatina per a la replicacié i la transcripcié del DNA ",

Una altra possibilitat podria ser que no es necessités per se la hiperfosforilacié de 'H1 sin6é que
fos necessaria per mantenir I'estructura especifica de la cromatina i aixi promoure I'expressio
de gens en la interfase segiient .

Durant la mitosi, la hiperfosforilacio de I'H1 permetria la unié de factors especifics de
condensacio de cromatina ***. Aixi, es correlacionaria I'augment dels nivells de fosforilacié amb
'augment de la condensacio a partir de la fase G2 fins a arribar al seu maxim grau
d’empaquetament, els cromosomes metafasics.

L’estat global de fosforilaciéo de I'H1 és el resultat del balang entre les activitats de la quinasa
CDK2/cdc2 i la proteina fosfatasa 1 2°.

La fosforilacié de 'H1 es produeix en els dominis basics N- i C- terminals, particularment en
sequéencies conservades del tipus (S/T)-P-X-Z (on X és qualsevol aminoacid i Z és un
aminoacid basic). Els residus serina i treonina sén els acceptors dels grups fosfat. Aquesta
sequiencia inclou els motius SPKK, seqliéncies consens de fosforilacié per les quinases de la

familia cdc 2*°

. També es van trobar altres setis de fosforilacié que no tenen aquesta seqiiéncia
consens i que serien fosforilats per altres proteines quinases com la quinasa A. La histona
H1 és substrat tant de la CDK2 com de la cdc2. Estudis in vitro han mostrat que ambdues
proteines sén capaces de fosforilar tots els motius del tipus S/T)-P-X-Z, fet que indica que les
variaions del nivell de fosforilacié durant el cicle cel-lular no es deu a la especificitat de la
quinasa **’.

La histona H1e pot ser fosforilada en la serina 27 (S27) en el domini N-terminal. S’ha vist que
I'H1e és l'unic subtipus d’histona H1 que és diana de la quinasa Aurora B, la qual fosforila
exclusivament a la S27. Els autors de I'estudi suggereixen que aquesta fosforilacié tindria un
paper en la regulacié de la mobilitat de 'H1e i en la unié d’aquesta a la cromatina durant la
mitosi. A més, també s’ha observat que la fosforilacié de S27 pot ser regulada a través de la
dimetilaci6 de la lisina 26 **°.

Es déna el fet de que els nivells maxims de fosforilacié de cada subtipus solen coincidir amb el
nombre de motius SPKK que presenten. Per alguns subtipus cal diferenciar entre la interfase,

on només son fosforilats els residus de serina, i la mitosi, en la que la fosforilacié es produeix
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en les treonines. En funcid del subtipus, la fosforilacié sera unicament en el domini C-terminal,
o addicionalment també, en el domini N-terminal. Un estudi sobre I'H1b va mostrar que la
primera fosforilacid casi sempre era en S17 en el domini N-terminal, seguida de S172 i per
ultim, S188. En la mitosi arriba a pentafosforilar-se. La fosforilacié es donava en T10 (lloc de
sequiencia no consens) i en una de les posicions restants, en T137 o T154 29

En la histona H1 també trobem fosforilacié dependent de cAMP % en llocs propers al domini
globular o en Tinici d’aquest. S’ha trobat en el fetge en regeneracid, perd és absent en la
interfase i en cél-lules bloquejades en mitosi %°’.

La fosforilacié es dona freqlientment en regions de proteina intrinsecament desordenades. Les
proteines intrinsecament desordenades sovint estan implicades en processos bioldgics vitals
com el control del cicle cel-lular, transcripcio, traduccio, transport, transduccié de senyals, etc

%0 També sovint estan implicades en el reconeixement molecular i modificacions post-

1 Poques regions desordenades han estat

traduccionals de proteines com la fosforilacié
caracteritzades perd d’aquestes, un percentatge significatiu contenen llocs de fosforilacio %1
Les regions desordenades tenen una frequéncia de llocs de fosforilacié molt més elevada que
altres regions, indicant una clara preferéncia dels llocs de fosforilacié per localitzar-se en

245

regions desordenades “*. Les quinases requereixen de la formacié de ponts d’hidrogen per

associar-se amb els seus substrats. Aquestes unions no es podrien realitzar si els llocs de

262

fosforilacié es localitzessin en regions ordenades “*°. Aquestes dades suggereixen que els

substrats de les quinases han de ser desordenats.

1.4.5.2. Acetilacio

En la histona H1 s’hi donen dos tipus diferents d’acetilacio: I'acetilacié del residu N-terminal i
I'acetilacié del grup e-amino de les lisines.

La majoria de proteines eucariotes perden la metionina N-terminal i 'aminoacid que queda en
el seu lloc al principi de la cadena és acetilat. Aquesta modificacié es déna cotraduccionalment
i no té una seqléncia especifica perd el 95% dels residus acetilats sén: serina, alanina,
metionina, glicina i treonina. Estudis en linies cel-lulars i teixits van trobar també una petita
proporcié del domini N-terminal processat pero sense acetilar 144,263,

L’acetilacié del grup e-amino de les lisines es déna majoritariament en el domini globular, en
residus considerats implicats directament en la unié al DNA com sén K52, K64, K85 i K97 24
La presencia de residus acetilats pot interferir en la unié al DNA, conferint a alguns subtipus

propietats especifiques en la cromatina.
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1.4.5.3. Metilacio

La lisina i 'arginina poden metilar-se en les seves cadenes laterals. En estudis recents s’han
descrit multiples llocs de metilacid, alguns acoblats a acetilacio i altres a metilacié de residus
adjacents ™.

Una de les metilacions que s’han trobat en 'H1e de cél-lules HelLa és la lisina 25, adjacent a la
serina 26 fosforilada. Aquestes modificacions formen un “methyl-phos switch” en el qual,
mentre esta metilada la lisina, aquesta esta unida a la proteina HP1 perd en fosforilar-se la
serina 26, es bloqueja aquesta unid 23

També s’ha trobat metilada la lisina 26 de la histona H1b en fibroblasts de ratoli. La metilacié
és requerida per a la interaccié d’aquest subtipus amb les variants de la HP1B i 1y. Com en el
cas de la interaccié amb la HP1q, la fosforilacié de la H1 actua com a senyal d’interrupcio de la

interaccio %°.

1.4.5.4. Deimidacio

La deimidaci6 és la incorporacio d’'una carrega negativa a la seqiéncia d’aminoacids. Succeeix
en els residus asparagina i glutamina donant com a resultat la formacié acid aspartic i acid
glutamic, respectivament. Generalment, és un procés no enzimatic 266,267

Alguns estudis suggereixen que la deimidacié augmenta amb I'edat en proteines amb poca o
nul-la taxa de recanvi durant el cicle cel-lular, com per exemple succeeix en la histona H1%on la

deimidacié es déna en I'asparagina en la posicio 3 2.

1.4.5.5. Ubiqiiitinacié

Actualment s’han identificat dues lisines ubiquitinades en la histona H1, la K46 en I'H1c, d, ei la
K116 en I'H1a "**. En les histones del core, aquesta modificacié s’associa amb I'augment de

I'expressid 268 pero en les H1 encara estan per determinar-ne els efectes.

1.4.5.6. ADP-ribosilaci6

La ADP-ribosilacio de I'H1 pot involucrar la unié covalent de la ADP-ribosa, amb 8-10 ADP-
riboses per H1 o la unié no covalent de polimers ramificats d’ADP-ribosa amb fins a 100-200
unitats per H1. La unié no covalent d’ADP-ribosa és resistent a I'accié d’acids forts, detergents,

agents cautropics i condicions d’elevada forga idnica 2%

. La preséncia d’aquests polimers en
'H1 canvia la seva carrega, afectant a la interacci6 H1-DNA i H1-H1. In vitro aquesta

modificacié implica una relaxacié significativa de la cromatina perd no desplaga I'H1 del DNA
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270211 |n vivo, podria regular la proteccio del patré de metilacio del DNA, ja que s’ha trobat que

és necessaria pel manteniment de I'estat no metilat de les illes CpG del promotor del gen Htf9

de fibroblasts 2% 2",

1.4.5.7. Formilacio

Aquesta modificacié s’ha trobat en alguns residus de lisina i només en teixit de ratoli, perd no

en linies cel-lulars .

La seva funcid potencial és desconeguda. La formilacié pot ser
catalitzada a partir del formiltetrat o a partir del formaldehid alliberat en la dimetilacié de la lisina

mitjangant un enzim especific o la LSD1 dimetilasa en la reaccié inversa 2,

1.5. La histona H1 en el nucli cel-lular

Les histones H1 tenen gran varietat de funcions en la cél-lula: la formacié de la superestructura

de cromatina > ™

, I'estabilitzacié de fins a dues voltes de DNA nucleosomal al voltant de
'octamer d’histones internes per la interacci6 amb el DNA en l'entrada i la sortida del
nucleosoma ?’®, la regulacié transcripcional i la participacié en altres processos cel-lulars. Tot i
aixi, no se sap la seva posicié exacta en el cromatosoma ni el seu paper en la regulacié
transcripcional.

Els mecanismes exactes pels quals les histones H1 realitzen l'alt grau d’empaquetament de la
cromatina i el paper de cada subtipus en el procés, també sén encara forga desconeguts. Les
diferencies funcionals de cada subtipus d’H1 es deuen a diferencies en la taxa de renovacié, on
i quan son sintetitzats i fosforilats, i la seva habilitat per condensar el DNA 256,276, 277,

Inicialment es pensava que les histones H1 eren repressors generals de la transcripcié 278
Estudis in vitro senyalaven que I'H1 era un repressor transcripcional i que alguns factors de
transcripcioé actuaven com a antirepressors. Altres estudis han descrit una accié més especifica
de I'H1 sobre determinats gens que pot implicar tant la repressié com [Iactivacié de la
transcripcio, suggerint un paper molt més complex de la histona H1.

La modificacio de I'estructura d’ordre superior de la cromatina causada per la unié preferencial
de la histona H1 a regions SAR i la seva participacié en el posicionament dels nucleosomes,
podrien intervenir en la regulacié de la transcripcié 121, Aquesta regulacié també podria ser per
la modificacié de l'accessibilitat dels factors de transcripci6 a seqiéncies promotores o
sequiencies potenciadores.

L’estructura de la cromatina i la seva activitat transcripcional estan estretament relacionades.
La compactacio del DNA en la fibra de cromatina representa una barrera per a la maquinaria
transcripcional. En molts promotors o enhancers, els llocs d’'unié estan ocults en I'estructura
nucleosomal. Tot i aixi, alguns factors sén capagos d’unir-se al DNA enrotllat en els

nucleosomes *°. Es possible que el nucleosoma s’elimini per permetre l'inici de la transcripcio,
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perd en la majoria dels casos aquest roman al seu lloc, tot i que alterat, permetent 'accés als
factors de transcripcio.

Un dels mecanismes per permetre I'accés de la maquinaria de transcripcié consisteix en el
desenrotllament parcial del DNA al voltant del core nucleosomal. Aquest fenomen es doéna
espontaniament en la cromatina sense H1 *°.

La replicacié també esta regulada per les histones H1. Les histones H1 somatiques poden
inhibir l'iniciacié de la replicacio limitant 'acoblament dels complexos de pre-replicacioé en la
cromatina espermatica. En experiments de reconstitucio de cromatina es va mostrar com la
reconstitucié de cromatina d’esperma de Xenopus amb un subtipus somatic produia la inhibici
de la replicacio, pero en reconstituir-la amb el seu subtipus especific, la H1t, no es produia una

280 ) es diferencies d'inhibicio es deuen a I'afinitat d’unio a la cromatina i a

inhibicié significativa
més, aquesta diferéncia d’afinitat és responsabilitat del domini C-terminal. La diferéncia entre la
carrega neta del domini C-terminal provoca diferent neutralitzacié de la carrega del DNA i per
tant, diferent afinitat d’'unié. Sembla ser que les H1 somatiques tenen una afinitat més elevada
pel DNA 2%,

Les modificacions de les histones internes i de la propia H1 estan activament implicades en la
modificacié de la afinitat de la H1 per la cromatina i la regulacio de la transcripcio 18,
Concordant amb aquestes premisses, els subtipus amb menor afinitat d’'unié al DNA induirien
una conformacié de cromatina més oberta i més accessible, on els factors de replicacié en
trans tindrien un accés més facil als origens de replicacio **'.

La metilacié del DNA esta implicada en el silenciament transcripcional, en part, per inducci6 de
la compactacié de la cromatina. S’ha demostrat que aquesta compactacido només es dona en
preséncia de histones H1 2%,

La reduccié d’histones H1 causa importants canvis en l'estructura de la cromatina com la
disminucié de l'espaiament entre nucleosomes, la reduccié de la compactacié local de la
cromatina i la disminucié de certes modificacions en les histones internes. Tot i aixi, només un
petit nombre de gens veuen afectada la seva expressié. Molts d’aquests gens sén imprimtats o
es localitzen al cromosoma X, i per tant, normalment estan regulats per metilacié del DNA. Tot i
que la metilacié global no canvia, la metilacié especifica d’illes CpG de regions reguladores en
gens regulats per la histona H1 es veu reduida. Aquests fets indicarien que les histones H1
poden participar en la regulacié epigenética de I'expressié de gens contribuint al manteniment o
establiment de patrons de metilacié especifics del DNA 283

En mamifers s’ha observat que la histona H1 i la proteina d’heterocromatina 1o (HP1a)
interaccionen tan in vitro com in vivo. La HP1a s’associa majoritariament a heterocromatina
centromeérica i sembla ser que el seu paper seria controlar la formacié i propagacié de
I'heterocromatina mitjangant la interaccié amb la histona H3 metilada en K9 28 La histona H1
no fosforilada (que pot unir-se a HP1a) unida a cromatina impedeix la progressio de la fase G1
a la fase S del cicle cel-lular. La fosforilacié especifica de la histona H1 per la quinasa CDK2
durant la fase G1 tardana/S pot trencar la interaccié de la HP1a. amb la H1 produint la relaxacié

285

de la fibra de cromatina necessaria per dur a terme la replicacié <. A més, també s’ha
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demostrat que la interacci6 HP1o amb el domini C-terminal de ’'H1 depén de les carregues i
que la interrupcioé de la interaccié no depén de la fosforilacié en un lloc en concret pero si
presenta un efecte acumulatiu pel nombre de llocs fosforilats. Aixi doncs, la fosforilacié de 'H1
disminueix I'afinitat de la HP1a per la cromatina i podria actuar com un senyal primari per a la
descondensacié de la fibra de cromatina altament estructurada (I’heterocromatina) durant la

interfase 2%.

1.6. Altres efectes de la fosforilacié de la histona H1

La fosforilaci6 de la histona H1 també s’ha relacionat amb alguns processos com la

1 287, la diferenciacié cel-lular 28

remodelacié de la cromatina dependent d’ATP “°', la reparacio
I'apoptosi *%°.

La histona H1 fosforilada afecta a I'activitat dels complexos de remodelacié de la cromatina
dependent d’ATP. Aquests complexos sén de vital importancia en la regulacid6 de la
transcripcio, el desenvolupament, la reparacié del DNA i la regulacio del cicle cel-lular.

La fosforilacid de la histona H1 per la cdc2/ciclina B restaura l'activitat dels complexos de
remodelacio, suggerint un control global de la histona H1 sobre la remodelacié de la cromatina i
la necessitat de I'acoblament entre l'activitat de les quinases de I'H1 i els enzims de
remodelatge dependents d’ATP 1,

L’H1 fosforilada participa en la lligacié d’extrems de doble cadena no homolegs. Aquest tipus
de lligacio in vivo requereix la presencia de la proteina quinasa dependent d’ATP (DNA-PK) i la
DNA lligasa (LX). In vitro, I'activitat de la LX es veu reduida substancialment per I'addicié de la
H1. Quan s’afegeix la DNA-PK, que catalitza la fosforilacié de I’'H1, I'activitat de LX es recupera.
Aquest fet fa pensar que in vivo la DNA-PK fosforilaria I’'H1 al voltant del llocs de tall en el DNA,
provocant la sortida de I'H1 i permetent a la LX lligar els extrems de doble cadena **'.

La diferenciacio terminal de la majoria dels tipus cel-lulars esta associada a canvis estructurals
en la conformacié de la cromatina. La fosforilacié redueix I'afinitat de ’'H1 per la cromatina, pero
no la seva alliberacié immediata. Per tant, I'efecte de la fosforilacié podria estar relacionat amb
canvis estructurals globals en la cromatina mentre I'H1 es manté unida a ella 288,

S’ha observat que durant les fases S i M del cicle cel-lular, la histona H1 fosforilada és
translocada al citoplasma 2*. En malalties neurodegeneratives com I'Alzheimer i el Parkinson
s’ha trobat una activacié de la CDK5, una quinasa dependent de ciclina semblant a la cdc2.

Aquesta proteina és capac de fosforilar en el cervell %’

. L’augment de la fosforilacié de I'H1 per
part de la CDK5 podria explicar 'augment de I'H1 citoplamatica en neurones i astrocits en
afectats per Alzheimer i Parkinson 292

La histona H1 citoplasmatica interacciona preferentment amb les proteines afp-amiloide i amb la
a-synucleina en forma amiloide, principals causants de [I'Alzheimer i el Parkinson,
respectivament. L'H1 s’ha trobat associada in vivo en les plaques amiloides i les fibres

amiloides intracel-lulars. La fosforilacié anormal de I'H1 i el canvi de patré de localitzacio
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intracel-lular podria explicar I'entrada en cicle de les neurones en malalts d’Alzheimer i
Parkinson i de I'activacié de la apoptosi. La inhibicié de la interaccid entre I'H1 i les proteines

amiloides podria constituir una diana terapéutica en el tractament d’aquestes malalties 292

1.7. Les histones en la senyalitzacié cel-lular i el sistema immunitari innat

Les histones no es troben unicament en el nucli cel-lular, també sén presents en el citoplasma i
en la membrana cel-lular (Fig.29).

Ja en 1990, Zlatanova i col. 293

havia identificat per mitja de técniques d’immunofluorescencia,
histona H1 citoplasmatica en fetge de ratoli. Posteriorment, estudis d’apoptosi van confirmar
que la histona H1 estava present en el citoplasma i que tenia un paper actiu en la senyalitzacio
intracel-lular 2.

Es va identificar la histona H1c transportada del nucli cap al citoplasma com un component
necessari per l'alliberacié6 Bak-dependent del citocrom c¢ de mitocondris durant I'apoptosi.
Aquesta H1 s’allibera en situacions on es produeixen trencaments de doble cadena del DNA,
els quals tendeixen a produir-se en regions de cromatina de conformacioé oberta i on 'H1c és el
subtipus més abundant. L’alliberacié del nucli és p53 dependent. Aquest subtipus és una
senyal apoptotica per només un tipus de dany cel-lular, els trencaments de doble cadena. Dos
altres subtipus també associats a regions de cromatina conformacionalment oberta 2 H1a i
H1b, alliberen citocrom ¢ perd no tan efectivament com I'H1c. En canvi I'H1e, associada a
heterocromatina, no és capag d’induir I'alliberacié del citocrom ¢ ?**. Es clar que la histona H1c

no és I'tinic subtipus alliberat en situacié d’apoptosi. Wu i col. **

varen demostrar que en
apoptosi per fragmentaciéo del DNA per DFF-40 (DNA fragmentation factor 40), s’alliberaven
tots els subtipus d’histona. També es va observar aquest mateix fet en experiments amb
limfoblasts apoptotics. Es va trobar presents en el citoplasma, tot i que, en quantitats
insignificants totes les classes d’histona i fins i tot, nucleosomes 297,

També es va observar en cel-lules humanes leucémiques que després de I'apoptosi es dona
una defosforilacié general de les H1, incldos subtipus que son hiperfosforilats durant el cicle
cel-lular (com per exemple 'H1b i 'H1e) queden di-, mono- o totalment defosforilats 28

En situacié d’apoptosi, histones i fragments de cromatina sén exposats a la superficie de la
cel-lula. S’ha suggerit la hipotesi que proteines del serum com soén la DNasa | i la proteasa
plasmina, participarien en la degradacié del material cel-lular exposat 29 que una fallada en el
sistema de neteja de les cél-lules mortes o el trencament d’aquestes estructures nucleosomals
de la superficie cel-lular, podria induir al desenvolupament de malalties autoimmunitaries 300,

No només trobem histones en la superficie cel-lular durant I'apoptosi, també les trobem en
cél-lules viables. La tiroglobulina és un lligand que interactua amb les histones, especialment
amb les H1. Aquesta, és secretada per les cél-lules epitelials tiroidees i eliminada del sistema

per les cél-lules de Kupffer, els macrofags del fetge. Un cop s’uneix la tiroglobulina a les H1 de
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la superficie cel-lular, aquestes son internalitzades en les vesicules endocitiques dels
macrofags '

Un dels mecanismes dels macrofags per fagocitar els microbis i eliminar-los és mitjangant
I'alliberacio intracel-lular d’agents antimicrobians emmagatzemats en granuls. Es van trobar tres

proteines murines microbicides (MUMPs) 3%

que posteriorment van ser identificades com a
histones.

La preséncia de la histona H1 en el sistema immune no es limita als macrofags, les trobem
també en les cél-lules citotdxiques o natural killers (NK). Les cél-lules NK reconeixen i eliminen
bacteris, protozous, cél-lules virals i fins i tot, cél-lules tumorals. En teleostis, un dels receptors
de proteina de membrana identificat en aquetes cél-lules és la histona H1x, la qual encara no té
una funcié clara. Aquesta histona, també trobada en macrofags de ratoli, és filogenéticament
molt divergent de la resta dels subtipus de les H1 3%,

Un altre exemple on trobem histones extranuclears és l'intesti prim, on les H1 actuen com un
potent agent antimicrobia de vital importancia per a la salut del tracte gastrointestinal. Tant hi

trobem la proteina sencera com fragments peptidics d’aquesta **.
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Els patdgens tenen mecanismes per utilitzar els receptors de la cél-lula infectada per al seu
benefici, encara que siguin receptors antimicrobians. Escherechia coli expressa un complex
multiproteic d’adhesié a superficie anomenat Fimbriae 987P, que s’uneix a la histona H1. Aixi,
E. coli s’adheriria a I'epiteli intestinal abans de la colonitzacio6 i infeccio 305,

A més de bacteris, també hi ha virus que interactuen amb les histones H1. El virus de Norwalk,
principal causant de gastroenteritis aguda, s’uneix a les H1 solubles amb notable fermesa,
inhibint aixi, que s’'uneixi a gran varietat de cél-lules humanes *®.

L’accié antimicrobiana de la histona H1 pot ser per la proteina sencera o per fragments
discrets. Aquests peptids son efectius contra bacteris grampositius i gramnegatius, contra

Saccaromyces cerevisiae i parasits com Amyloodinium ocellatum .

Aquests péptids
requereixen una conformacioé estructural especifica per a I'activitat antimicrobiana, no és

simplement per I'elevada quantitat de residus basics **.
1.7.1. La histona H1 com agent terapéutic

La implicacié de la histona H1 en el sistema immunitari fa pensar que podria ser un important
agent terapeutic per al ftractament de malalties infeccioses, cancer o rebuig en
transplantaments 300,

La leishmaniosis és una malaltia infecciosa causada per un protozou les histones H1 del qual,
han evolucionat molt divergentment respecte a les H1 de vertebrats, fins al punt que han perdut
el domini globular central tan conservat 309, Aprofitant aquest fet, aquesta H1 s’ha utilitzat com
antigen en una vacuna contra Leishmania. Els 60 primers residus de la proteina son suficients
per conferir proteccidé parcial contra la malaltia 310§ disminuir notablement les lesions cutanies
311

L’ds d’histones com agents inespecifics del sistema immunitari innat no es redueix només a
vertebrats, també s’ha observat en invertebrats com la gamba blanca del Pacific 312

També s’ha utilitzat I'H1 en la terapia contra la zona necrotica de tumors (Tumor Necrosis
Therapy). En aquesta terapia s'utilitzen anticossos anti-H1 acoblats a una molécula efectora
com el I"*. Els anticossos son dirigits a la zona necrotica del tumor i la molécula efectora
elimina les ceél-lules adjacents, atacant el tumor de dins cap a fora. Actualment, aquesta terapia
s'utilitza en el tractament de tumors cerebrals *'® i de pulmo *™.

Els anticossos contra la histona H1 sén candidats a ser utilitzats en el tractament per a evitar el
rebuig en transplantaments ja que sén el component principal dels anticossos autoreactius que
apareixen de forma transitoria a les dues o tres setmanes després d’'un transplantament i

ajuden a la inhibicié de la proliferacié de les cél-lules T que causen el rebuig 318,
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Objectius

La histona H1 té un paper essencial en I'estructura de la cromatina i participa en la regulaci
geénica. L'H1 esta formada per tres dominis: un domini N-terminal amb uns 20-35 residus, un
domini globular central amb uns 80 residus i un domini C-terminal amb aproximadament 100
residus.

El domini C-terminal s’uneix al DNA internucleosomal i contribueix a la condensaci6é de la
cromatina. Aquest domini conté la majoria dels llocs de fosforilacié de la proteina per la quinasa

CDK2. La fosforilacio és la principal modificacio post-traduccional en les H1.

L’objectiu general d’aquest treball és I'estudi de I'efecte de la fosforilacio sobre I'estructura i la

interaccio amb el DNA de la histona H1 i el seu domini C-terminal.
Aquest objectiu general es desglossa en els seglents objectius concrets:

1. Caracteritzar I'efecte de la fosforilacié sobre la interaccio amb el DNA del domini C-terminal
de la histona H1°% en relacié a la cooperativitat d’'unié a DNA, la preferéncia d’'unié a seqliéncies
de tipus SAR, la inducci6 de I'espectre v del domini en unir-se a DNA i I'afinitat relativa pel
DNA.

2. Determinar I'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e i de la histona
H1e sencera, i de les seves espécies fosforilades, per espectroscopia d’infraroig de

transformada de Fourier (FTIR).

3. Determinar I'efecte de la fosforilacié dels motius S/T-P-X-Z sobre la capacitat d’agregacié del

DNA del domini C-terminal de la histona H1e i de la histona H1e sencera.

4. Estimar les afinitats relatives pel DNA de les diferents espécies fosforilades de la histona
H1e.

61






3. Materials | metodes






Materials i métodes

3.1. Obtencio dels fragments de DNA i de les proteines

3.1.1. Soques bacterianes

-E.coli M15 (Qiagen): Utilitzada per a I'expressio de proteines recombinants. Soca derivada de
E.coli K12, que conté el plasmid pREP4 per a I'expressié de gens sota el control de I'operador
lac.

-E.coli BL21(DE3): Utilitzada per la seva elevada capacitat d’expressio de gens clonats en
vectors d’expressié sota control del promotor del bacteridofag T7. El bacteridfag A DE3, integrat

en el cromosoma de BL21, conté la T7 RNA polimerasa.

3.1.2. Plasmidis

- pUC19: plasmidi de E.coli. Porta el gen de resisténcia a ampicil-lina, un lloc de clonatge
multiple (MCS) i el gen lacZ.

- p1314: construccio que porta un fragment de DNA tipus SAR de 657 pb del cluster d’histones
de Drosophila melanogaster inserit en el plasmidi puC19 .

- pH1e: plasmidi d’expressié que conté la histona H1e de rata inserit en el vector pET21a(+)
(Novagen). El vector té una mida de 5443 pb i és ampicil-lina resistent. Conté el promotor T7 i
una cua de sis histidines en I'extrem C-terminal del lloc de clonatge. El plasmidi recombinant es
transforma en cel-lules BL21 de E. coli.

- pH1°, pCTCH1°, pCH1e-20: plasmidis d’expressié que contenen la histona H1° de ratoli, el
domini C-terminal de la histona H1° de ratoli i el domini C-terminal de la histona H1e de rata,
respectivament, inserits en el vector pQE6GO (Qiagen). Aquest vector és de 3431 pb i conté el
gen de resisténcia a ampicil-lina, el promotor T5 i una cua de sis histidines en I'extrem C-

terminal del lloc de clonatge. El plasmidi recombinant es transforma en cél-lules M15 de E. coli.

3.1.3. Obtencié dels fragments de DNA

Per obtenir els fragments de DNA SAR (p1314) i pUC19 es realitza una mega-purificacio
utilitzant el kit de Qiagen Plasmid Purification (Qiagen). S’inocula a partir d’'una colonia aillada o
d’'un stock glicerinat, 3 ml de medi LB amb 3 pl d’ampicil-lina (100 ug/ul). S’incuba en agitacié a
250 rpm tota la nit a 37 °C. Posteriorment, s’inocula aquest cultiu a un litre de medi LB més
ampicil-lina i es deixa créixer en agitacié fins a obtenir una densitat aproximada de 3-4 x 10°
cel-lules/ ml de cultiu (DO=0’8). A partir d’'aqui es segueix el protocol establert pel kit.

Posteriorment, es digereixen els plasmidis per tal d'obtenir els fragments de DNA d'’interés. El
plasmidi p1314 es digereix amb BamH | i Kpn | per obtenir el fragment de SAR de 657 pb. El

plasmidi pUC19 amb I'enzim de restriccié Hae Ill per obtenir un fragment de 587 pb el qual
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conté un 60 % d’A/T. Es selecciona el fragment d’interés fent una electroforesi en gel d’agarosa
(1%) i tallant la banda corresponent al fragment directament del gel.
A continuacio es purifica el DNA digerit a partir dels fragments d’agarosa amb el GFX PCR
DNA and gel band purification kit d’Amersham o per electroelucié amb les membranes de dialisi
Biotrap de Schleicher & Schuell.
Per tal de purificar el DNA es procedeix a I'extraccid6 amb fenol:cloroform (v:v). Es precipita a
—20 °C de 2 a 12 hores afegint NaCl a una concentracié final de 150 mM i dos volums i mig
d’etanol absolut fred. Es centrifuga a 12.000 g durant 15 minuts. Es descarta el sobrenedant,
s’inverteix el tub per assecar-lo i es resuspén en aigua o el tampé desitjat.
Alternativament, també es varen obtenir els fragments de DNA per PCR. La reacci6 conté 10
ng del plasmidi d’interés, 50 pmols de cada encebador, 200 uM de dNTPs, el tampé especific
per a la DNA polimerasa 1x, MgCl, (2’5 mM), 5 unitats de la Taq polimerasa (Biotherm) i aigua
esteéril fins a completar el volum final de 50 pul. Després de la PCR es segueix amb I'extraccio
amb fenol:cloroform i a la precipitacié del DNA com s’ha descrit anteriorment.
Per a l'obtencié del fragment de pUC19 de 763 pb es segueix el programa seglent:
desnaturalitzacié inicial, 94 °C 5 min; 30 cicles d’amplificacio, 30 segons, 57 °C 1 min, 72 °C 50
segons; extensio final, 72 °C 7 min. Els encebadors utilitzats varen ser:

pUC 7-5: 5- GCG GTT AGC TCC TTC GGT CCT C -3’

pUC 7-3: 5- CAC CCG CTG ACG CGC CCT GAC G -3
El fragment de doble cadena de DNA de 50 pb es va obtenir per hibridacié de I'oligobmer de 50
pb 5- CTATGATATATAGATAGTTAATGTAATATGATATAGATATAGGGATCC -3’ amb la seva

sequieéncia complementaria.

3.1.4. Obtenci6 de les histones H1° i H1e recombinants i dels seus respectius dominis C-
terminals CH1% i CH1e

S’inocula medi LB amb 1/20 de cultiu de la soca portadora del plasmidi crescut tota la nit, es fa
créixer fins a una OD;goonm= 0,8 i s’afegeix isopropilB-D tiogalactosid (IPTG) 1 mM per induir
I'expressié de la proteina. Es deixa créixer quatre hores més. Es centrifuga el cultiu 15 min a
4300 gia4°C.

El sediment de cultiu es resuspén en tampé NaH,PO, 50 mM, NaCl 750 mM, imidazol 20 mM,
pH 8 més clorur de guanidini 4 M i es centrifuga a 4 °C 25 min a 20000 g. Es recull la fase
soluble i es purifica per cromatografia de quelants metal-lics i per cromatografia de gel filtracio.
Per a la cromatografia de quelants metal-lics s’utilitza una columna Hi-trap de 5 ml (Pharmacia)
carregada amb NiSO, 100 mM. Es fan rentats amb el tampd anterior perd amb quantitats
creixents d’'imidazol (40, 60 i 80 mM) i finalment, s’elueix amb tampd6 de 250 mM d’imidazol.
Seguidament es fa la cromatografia de filtraci6 en gel amb una columna de 30 ml amb
Sephadex G-25 per eliminar les sals i 'imidazol. La mostra eluida de la columna en aigua es
congela en N, liquid o a -80 °C i es liofilitza a una pressio de 12 millitorr i a -100 °C (liofilitzador
Virtis).
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3.1.5. Obtencié dels mutants de la histona H1e de rata per als llocs de fosforilacié de
I’enzim CDK2

La histona H1e conté 5 motius del tipus S/T-P-X-Z fosforilables, un localitzat en el domini N-

terminal i els altres quatre en el domini C-terminal (Fig. 30).

MSETAPAAPA APAPAEKTP1 KKKARKAAGG AKRKASGPPV SELITKAVAA SKERSGVSLA
ALKKALAAAG YDVEKNNSRI KLGLKSLVSK GTLVQTKGTG ASGSFKLNKK AASGEAKPKA
KKAGAAKAKK PAGAAKKPKK ATGTATPKKS TKKTPKKAKK PAAAAGAKKA KSPKKAKATK
AKKAPKSPAK ARAVKPKAAK PKTSKPKAAK PKKTAAKKK

Figura 30. Sequéncia de la histona H1e de rata. En negreta, els motius del tipus S/T-P-X-Z.

Els clons mutants pels llocs de fosforilacié de 'enzim CDK2 de la H1e es van obtenir per PCR
amb el QuickChange Multi Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Agilent Technologies).

Els encebadors (Isogen) utilitzats contenien una mutacié en el lloc de fosforilacio, canviant el
residu serina o treonina per un d’alanina i eren els segients (s’especifica una de les cadenes i

es ressalta en negreta les bases que introdueixen la mutacié):

H1e17: 5’- CC CCC GCA GAG AAG GCA CCC ATA AAG AAG AAG G -3
H1e145: 5- GGA ACA GCC GCA CCC AAG AAG AGC ACT AAG AA -3
H1e153: 5'- C ACT AAG AAG GCA CCA AAG AAA GCA AAG AAG CCG G -3
H1e171: 5- CC AAA AAA GCT AAA GCC CCG AAA AAA GCAAAAGC -3
H1e186: 5- GCT AAG AAG GCC CCC AAA GCA CCT GCC AAG GC -3

Programa per a la PCR: Desnaturalitzacié inicial, 95 °C 1 min; 30 cicles d’amplificacié, 95 °C 1
min, 55 °C 1 min, 65 °C 12 min.

Seguidament, es digeriex el DNA parental amb I'enzim Dpn | i es transforma en les cél.lules
supercompetents XL1-Blue seguint el protocol indicat pel kit.

Els doble, triple i quadruples mutants s’obtingueren per successives rondes de PCR.

Aixi, els mutants amb els que es va treballar els trobem a la taula 4 i 5:

Taula 4. Mutants del domini C-terminal de la histona H1e de rata fosforilats
n° fosforilacions mutant no fosforilat posicions mutades especie fosforilada
CH1e m 145-153-171 145-153-171 CH1e p 186
monofosforilats CH1e m 145-153-186 145-153-186 CH1ep 171
CH1e m 145-171-186 145-171-186 CH1e p 153
difosforilat CH1e m 145-186 145-186 CH1e p 153-171
trifosforilat CH1e m 145 145 CH1e p 153-171-186
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Taula 5. Mutants de la histona H1e de rata fosforilats

n° fosforilacions mutant no fosforilat posicions mutades espeécie fosforilada
H1e m 17-145-153-171 17-145-153-171 H1e p 186
. H1e m 17-145-153-186 17-145-153-186 H1e p 171
monofosforilats
H1e m 17-145-171-186 17-145-171-186 H1e p 153
H1e m 17-153-171-186 17-153-171-186 H1e p 145
difosforilat H1e m 17-145-153 17-145-153 H1e p 171-186
trifosforilat H1e m 17-145 17-145 H1e p 153-171-186
tetrafosforilat H1lem 17 17 H1e p 145-153-171-186

La correcta introduccié de les mutacions es va comprovar per sequenciacié dels clons
recombinants al Servei de Gendmica de I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la
Universitat Autdbnoma de Barcelona.

3.1.6. Fosforilacio in vitro

Els diferents subtipus de la histona H1 van ser fosforilats in vitro amb I'enzim quinasa CDK2-
ciclina A (Sigma). La reaccié de fosforilacié es duu a terme en tamp6 Tris-HCI 5 mM, MgCl, 1
mM, EGTA 0’1 mM, dithiotreitol 2 mM, pH 7’5 més ATP 200 uM i 1 U de CDK2-ciclina A per
200 ng de proteina. S’'incuba 1 h a 30 °C i s’elimina el tampé de la reaccid per cromatografia de
gel filtracié en una columna Hi-trap desalting de 5 ml (GE Healthcare).

Per a fer el marcatge radioactiu es suplementa la reacci6 amb ATP marcat en y amb 2P i amb
una activitat especifica de 500 uCi/umol (GE Healthcare). L'ATP marcat no incorporat s’elimina
amb la cromatografia de gel filtracio.

Es comprova la correcta fosforilacio per espectrometria de masses MALDI-TOF.

3.1.6.1. Espectrometria de masses

Les analisis per espectrometria de masses es van realitzar al Servei de Proteomica i de
Bioinformatica de I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la Universitat Autonoma de
Barcelona. Els espectres es van adquirir en un espectrometre Bruker Daltonics Ultraflex
MALDI-TOF usant un métode en modus lineal i un voltatge d’acceleracié de 20 kv. La matriu
utilitzada era DHB en fosforic 1%.

La incorporacié de cada grup fosfat augmenta 80 Da la massa molecular de la proteina. Com a
control es pren la massa molecular de la proteina corresponent sense fosforilar. En la figura 30
es pot observar I'espectre de la histona H1e mutada en tres posicions (d’un total de cinc) sense
fosforilar amb un pes de 22809 Da (A) i I'espectre de la mateixa proteina mutant fosforilada
amb un pes de 22974 Da (B). Aquesta diferéncia de pes molecular correspondria a

I'incorporacio de dos grups fosfats.
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228089 Da —» A

22974'4Da —» B

Figura 30. Espectrometria de masses per Maldi. A) espectre de la histona H1e(T—A17/145/153) no
fosforilada. B) espectre de la histona H1e-p-171/186 difosforilada.

3.2. Assaigs d’unié DNA-Histona

3.2.1. Assaig d’unié del domini C-terminal de la histona H1° a DNA

Aquest assaig es realitza amb tres fragments de DNA diferents: un fragment de tipus SAR de
657 pb, un fragment de 587 pb de pUC19 i un oligomer de 50 pb (5-
CTATGATATATAGATAGTTAATGTAATATGATATAGATATAGGGATCC-3)).

S’assaja la unié de cada fragment de DNA amb cada domini C-terminal de la H1°, fosforilat i no
fosforilat, a unes relacions creixents proteina/DNA (pes/pes) de 0’1, 0’15, 0’3, 0’6, 0’75, 0’9, 1,
1'5i 1'75.

Els assaigs s’'incubaren 1h a 37 °C en tamp0 fosfat (10 mM, pH 7), glicerol 5 % i variant la forgca
idnica, suplementant el tamp¢ fosfat amb NaCl (70 i 140 mM). Un cop formats els complexos
proteina-DNA es van centrifugar 15 min a 13000 g per separar precipitat i sobrenedant. Els
precipitats es sotmeteren a digestié amb proteinasa K (0’5 pg/ul de concentracio final) en tampo
Tris 10 mM pH 7’8, EDTA 5 mM, SDS 0,5 % tota la nit a 37 °C. El resultat es visualitza per
electroforesi en agarosa a I'1 %. La intensitat de les bandes es va quantificar amb el programa
Quantity One (Bio-Rad).
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3.2.2. Assaig de preferéncia per la seqiiéncia SAR del domini C-terminal de la histona H1°

Es va fer competir els fragments de DNA SAR i pUC19 junts i en quantitats estequiométriques
limitades per cada domini C-terminal de la H1°, fosforilat total, fosforilats parcials i no fosforilat.
Utilitzarem unes relacions proteina/DNA (pes/pes) de 0’2, 0°25, 0’3 i en algun cas també 0'4.
L’assaig es realitza com en 'apartat anterior 3.2.1. i el resultat es visualitza per electroforesi en
agarosa metaphor al 3 %. La intensitat de les bandes es quantifica amb el programa Quantity
One (Bio-Rad).

3.2.3. Assaig de competici6 del domini C-terminal de la histona H1° no fosforilat i

fosforilat per una quantitat limitada de DNA

Es realitza un assaig de competicié en el que CH1° 0 CH1°-P competien amb un CH1° marcat
radioactivament amb **P (CH1°-*P) pel fragment SAR de 657 pb.

En I'assaig es mantingueren fixes les quantitats de DNA i de CH1
creixents de CH1° o CH1°-P obtenint unes relacions CH1%CH1%-*P i CH1°-P/CH1°-*P
(pes/pes) de 0, 0°06, 0’12 i 0’24. Aixi, cada reaccié contenia 60 ng de DNA SAR, 100 ug de
CH1%%P i 0, 6, 12 i 24 ng de CH1° o CH1%P. S’incubaren en tampo fosfat 10 mM, 140 mM

NaCl, pH 7 i glicerol 5 % a 37 °C 1h. Un cop formats els complexos DNA-proteina es van

0.3p i s’afegiren quantitats

centrifugar 15 min a 13000 g per separar precipitat i sobrenedant i es carregaren en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE.

Es va tenyir el gel amb coomassie brilliant blue com a control de la quantitat de proteina
precipitada per a cada relacid. Per visualitzar el resultat s’exposa el gel amb una
autoradiografia (Amersham Hyperfilm, GE Healthcare) o en el Personal Molecular Imager

(Biorad). Quantificarem les bandes obtingudes amb el programa Quantity One (Biorad).

3.2.4. Estimacié de les afinitats relatives pel DNA de la histona H1e i dels seus mutants

amb diferents graus de fosforilacio

Per determinar les afinitats relatives dels diferents mutants de la histona H1e fosforilats es van
realitzar assaigs de competicié entre un dels mutants fosforilats de la histona H1e i un altre
subtipus d’histona amb diferent mobilitat electroforética (H1° i H1c) o la mateixa H1e no
fosforilada, per una quantitat limitada de DNA, el fragment SAR.

Es posa a incubar una hora a 37 °C 1 ug de cada proteina a competir i 0’7 png de SAR en
tampd fosfat 100 mM, NaCl 140 mM pH 7 i glicerol 5 %.

Seguidament, es centrifuga 15 min a 13.400 g per tal separar la proteina lliure (sobrenedant)
dels complexos proteina-DNA (precipitat). El precipitat es va resuspendre en el mateix tampd

fosfat.
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Es va analitzar precipitat, sobrenedant i la barreja inicial de les proteines a competir (input) en
un gel al 15 % d’acrilamida/bisacrilamida en SDS-PAGE. La tincié del gel va ser en coomassie
brilliant blue.

En els assaigs on la competicié era entre la histona H1e sense fosforilar i una de les espécies
fosforilades, es van augmentar les quantitats de proteina i de DNA, ja que posteriorment havien
de ser analitzats per electroforesi AU-PAGE: gel d’acrilamida/bisacrilamida al 15 % en urea 2’5
M i acid acétic 0'9 M. Aquesta técnica adaptada de Pifia i col. "' que permet distingir la densitat
de carrega, era necessaria quan féiem competir 'H1e no fosforilada amb una de les seves
espécies fosforilades ja que la diferencia de pes és molt petita. En el cas de les espécies
monofosforilades la diferéncia és només de 80 Da, el pes corresponent a un grup fosfat.

La intensitat de les bandes obtingudes en els gels es quantifica amb el programa Quantity One
(Bio-Rad).

Tal com s’explica més detalladament en el capitol quatre de Resultats, a partir de les
quantificacions de les bandes dels gels es van determinar les afinitats relatives de la histona
H1e i de les seves espécies fosforilades pel DNA, com expressié de la constant d’afinitat

relativa d’un mutant i pel DNA respecte a I'altre mutant j amb la segiient equacio ***:

[DNA] x [j]
Konai 11 x IDNA]

Konal

Un cop obtingudes les afinitats relatives s’utilitza I'aplicacié de regressié multiple de I'opcié
analisi de dades del programa Excel (Microsoft), metode que permet minimitzar I'error quadratic

mig 213

3.2.5. Capacitat d’agregacié de DNA de la histona H1e i del seu domini C-terminal

La capacitat d’agregacié del DNA de la histona H1e i els seus diferents mutants fosforilats es
va estudiar per mitja d’electroforesi en gels de retard.

Amb el domini C-terminal els complexos proteina/DNA (pes/pes) es van realitzar a relacio
r=0'45ia r=0'5. Amb la proteina sencera la relacié utilitzada va ser r=1°05.

Els complexos es van formar en tampé fosfat 10 mM, 140 mM NaCl, pH 7 i incubats 30 minuts
a temperatura ambient. Seguidament es van analitzar en un gel d’agarosa a I'1 %. El tampé
d’electroforesi utilitzat, amb més forga ionica de I'habitual, era Tris 36 mM, NaH,PO, 30 mM, 1
mM EDTA, pH 7.7 *'®i el gel era tenyit en Bromur d’Etidi.

El fragment de doble cadena de DNA dels complexos es va obtenir per hibridacié de I'oligdmer
de 50 pb 5- CTATGATATATAGATAGTTAATGTAATATGATATAGATATAGGGATCC-3 amb la

seva sequéncia complementaria.

71



Materials i métodes

3.4. Dicroisme circular de complexos DNA-proteina

3.4.1. Fonaments teorics

El dicroisme circular (CD) és una técnica fisico-quimica per estudiar les conformacions i
transicions conformacionals de les molécules biologiques. EI CD mesura la capacitat de
molécules Opticament actives d’absorbir diferencialment la llum polaritzada circularment a
esquerra i a dreta.

Un raig de llum polaritzat en un pla pot considerar-se format per dos components polaritzats
circularment, un a la dreta i I'altre a I'esquerra. Aquests components estan en fase i sén de la
mateixa amplitud.

En passar per un medi opticament actiu, cada component interactua de diferent manera amb
els centres quirals de les molécules presents. La interaccio de la radiaci6 amb la mostra causa
un desfasament i un canvi de magnitud diferencials en els dos components circularment
polaritzats de la llum. Aquests fendmens provoquen una rotacié del pla de polaritzacié en un

angle a i la torsié d’aquest pla genera una el-lipse (Fig. 31).

Figura 31. Polaritzaci6 del pla de polaritzacio6 de la llum.

La rotacié del pla i la diferent absorcié dels components circularment polaritzats (dicroisme
circular) varien d’acord amb la longitud d’ona. La diferéncia d’absorbancia (dependent de la
longitud d’ona) entre els dos components és mesurada i dona lloc a I'espectre de CD de la
mostra.

La mesura obtinguda no és simplement una propietat intrinseca a la molécula, depén també de
la conformacié molecular, de la temperatura, la concentracio i 'ambient quimic.

La representacio grafica dels espectres obtinguts relaciona la rotacié o el-lipticitat molar amb la

longitud d’ona.

3.4.2. Aplicacions biologiques del dicroisme circular

Per a I'estudi de proteines, els espectres de CD s’obtenen generalment en les regions de
I‘ultraviolat llunya (180 a 250 nm) i proper (250 a 350 nm) de la radiacié electromagnética.

En la regidé de l'ultraviolat llunya, els espectres es deuen principalment als enllagos amida que

uneixen els aminoacids entre si. Els espectres obtinguts permeten interpretar el contingut
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d’estructura secundaria de la proteina, és a dir, el percentatge de residus en cada conformacié
estructural (hélix a, fulla B i cabdell estadistic) 317,318,

En la regidé de l'ultraviolat proper son els grups aromatics de les cadenes laterals del triptdfan,
la tirosina i la fenilalanina que donen els espectres de CD. Com aquests residus aromatics
estan distribuits per tota la molécula, els espectres obtinguts ens serveixen per obtenir
informacié sobre la conformacié global de la proteina. A més, senyals en aquesta regié sén
extremadament sensibles a canvis en la conformacié. Algunes de les aplicacions del CD en
'UV proper soén estudis de canvis estructurals d’'una molécula en funcié de la temperatura o en
preséncia d’agents desnaturants com la urea o el clorur de guanidini, obtenint-se aixi,
informacié termodinamica sobre la molécula. Una altra aplicacié és l'obtencié d’informacié
estructural de grups prostétics de proteines com el grup hemo o el citocrom c.

També es realitza CD en la zona de llum visible en estudis d’interaccié proteina-metall. Els
espectres de CD en aquesta regié només es produeixen quan un i6 metal-lic es troba en un
ambient quiral, ja que els ions metal-lics lliures en dissolucié no es detecten 319,

Els acids nucleics son molécules asimeétriques a causa de la naturalesa quiral dels sucres que
formen els nucledtids. Els espectres de CD dels acids nucleics son caracteristics de la
conformacié de cada DNA i dependran de la composicié de bases per que cada base té una
diferent transicié dipolar.

Podem diferenciar les diferents conformacions del DNA pels seus espectres de CD. El B-DNA
de 10.4 pb per volta és la conformacié normal del DNA en solucié aquosa en concentracié
salina moderada. El seu espectre es caracteritza per tenir un CD positiu i un CD negatiu de
similar intensitat a 280 i a 240 nm, respectivament, i un CD positiu molt intens al voltant de 190
nm. El B-DNA de 10.2 pb es troba en solucié aquosa en altes concentracions de sals o metanol
i en el DNA que envolta les histones internes. Es caracteritza pel col-lapse de la seva llarga
longitud d’ona a 280 nm. L’A-DNA és similar a 'RNA de doble cadena i es caracteritza per un
CD positiu a 270 nm, un CD negatiu a 210 nm i un CD positiu molt intens 185 nm. El Z-DNA,
una hélix levogira que es troba en determinades condicions de sal o alcohol, té un intens CD
negatiu al voltant de 195 nm %,

La unié de proteines pot modificar I'espectre caracteristic del DNA. Aquesta modificacié
consisteix en la desaparicié dels components positius i en I'aparicidé d’una intensa banda
negativa a 270 nm, coneguda com l'espectre . L’espectre y apareix per I'agregacié ordenada
de les molécules de DNA ?* i la seva induccio depén de les condicions del medi (forga idnica,
polaritat, etc.), de les caracteristiques del DNA i de la preséncia de molécules inductores.

Entre les seves aplicacions hi ha I'estudi d'isomeritzacions confomacionals del DNA, canvis en
I'estructura secundaria en funcié de la temperatura o agents desnaturalitzants (per exemple,
calcul de la Tm) o la verificacié del correcte aparellament de bases (per exemple, una cadena

modificada amb la seva cadena complementaria).
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3.4.3. Adquisicié d’espectres

S'utilitza un espectropolarimetre JASCO J-715 amb termostatitzacié i s’analitza amb el

programa “Standard analysis” de JASCO, que permet realitzar els espectres de diferéncia, el

canvi d’unitats a el lipticitat molar (deg.cmZ/dmoI de residu) i la reduccié del soroll de fons.

Es va utilitzar una cubeta de quarg de 0’1 cm.

Els parametres de mesura son:
-rang: 310 -190 nm
-amplitud de la banda: 2.0 nm
-resolucié: 0.5 nm

-acomulacio: 2

-sensibilat: 100 mdeg
-temps de resposta: 2 s

-velocitat: 50 nm/min

Amb aquesta técnica s’han analitzat els espectres dels complexos DNA-proteina, comparant el

domini C-terminal de la H1° fosforilat i no fosforilat. EI DNA utilitzat és el pUC19 en unes

relacions proteina/DNA (pes/pes) de 0’2 a 0’5. Cada incubacié de DNA amb proteina era de 10

min.

3.5. Espectroscopia d’infraroig FTIR

3.5.1. Fonaments teorics

Les técniques espectroscopiques es basen
en la interacci6 de la matéria amb la
radiacié6 electromagnética o amb Ia
propagacio oscil-latoria de camps eléctrics
i/lo magneétics en I'espai, els quals fan variar
l'energia de la molécula a causa de les
transicions electroniques.

L’espectroscopia d’infraroig es basa en
'absorcié de la radiaci6é infraroja en les
molécules, donant-se aixi variacions de
I'estat energétic que produeixen la vibracié
del nucli respecte a altres nuclis proxims.
La radiacié d’infraroig (Fig. 32) es troba en
la regid de I'espectre electromagnétic entre
14000 i 200 cm-"' perd només la zona entre
4000 i 1000 cm-' presenta aplicabilitat
bioldgica. En aquesta regi6 és on les

macromolécules absorbeixen.
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Aquesta técnica treballa a llargues longituds d’ona (A) i associada a baixes energies.

Per a que hi hagi absorcid6 de llum infraroja és necessari que I'energia de la radiacio
electromagnética del feix incident tingui una longitud d’ona adequada per a que permeti que les
molécules passin a un estat excitat. L’energia del feix incident ha de coincidir amb I'augment
energeétic de la molécula entre dos estats vibracionals i aixi, es produeixi un canvi en el moment
dipolar de 'enllag que absorbeix la radiaci6.

La vibracié d’'un enlla¢ depén de la massa dels atoms que intervenen i de la magnitud de la
forca que s’estableix entre ells. Es poden diferenciar dos modes vibracionals: de tensié o
stretching, en els que els atoms vibren en la direccié de I'enllag, i de flexié o bending, on es
produeix un canvi d’'angle en la vibracié dels atoms. A la vegada, la vibracié pot ser simétrica o

asimétrica.

La freqliencia de vibracio d’un enllag (v) es pot definir com:

h |k
v=—-_|—
2\ 1

on h és la constant de Plank; K, la constant de la forga de I'enlla¢ i u, la massa reduida dels
atoms que participen en l'enllag.

Quan es tracta de macromolécules, el nombre d’enllagos i els tipus de vibracié poden arribar a
ser molt diferents i la freqUéncia vibracional pot ser alterada pel propi grup quimic i pel seu

entorn. Sén factors que determinaran la posicié de les bandes obtingudes.

3.5.2. Funcionament d’un espectrometre d’infraroig

Existeixen dos tipus d'espectrometres que permeten l'obtencid d’espectres d'IR: els
espectrometres dispersius i els espectrometres amb transformada de Fourier (FTIR). Aquests
ultims es basen en linterferometre de Michelson, en lloc d'utilitzar un monocromador com els
espectrometres dispersius.

L’interferometre de Michelson consta d'un joc de tres miralls: un fix, un mobil i un divisor o
beamsplitter. La meitat de la radiacié de la font d’IR és reflectida cap al mirall fix i I'altre meitat
cap al mirall mobil. Els feixos son reflectits en els miralls i viatgen de nou cap al mirall divisor,
on es recombinen i la meitat d’ells seran reflectits cap a la font d'IR i l'alire meitat passara a
través de la mostra fins arribar al detector (Fig. 33). El senyal recollit és un interferograma.
Aplicant la transformada de Fourier, s’obté un espectre de la intensitat d’absorcié de la mostra

en funcié del numero d’ona.
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Figura 33. Esquema del funcionament d’un interferometre de Michelson.

3.5.3. Estudi de I’estructura de proteines mitjang¢ant FTIR

L’espectroscopia d’infraroig és una de les técniques més utilitzades per a la determinacié de
I'estructura secundaria de les proteines ja que permet el seu analisi en condicions molt diverses
177,321-326 | grup quimic analitzat és I'enllag peptidic o amida, que és el més abundant.

L’enllag amida presenta dues formes vibracionals principals: I'amida-l, que doéna lloc a una
banda caracteristica en [I'espectre d’infraroig entre 1700 i 1600 cm™” que correspon,
majoritariament, a la vibracié de tensio de I'enllag C=0; i 'amida Il, el qual déna una banda
entre 1600 i 1500 cm que correspon principalment, a la vibracié de flexié de I'enllag N-H.
També trobem una banda intensa a 3300 cm™, 'amida A, també per la vibracio de flexié de

I'enllag N-H %%'-32% 327 (Fig. 34).

A C H/
AV ANV AN NV
/N

C—’N\ /C:N\
O C (o] C 0] C
/
amida | amida Il amida A

Figura 34. Modes vibracionals de I'enlla¢ amida.

Segons el tipus d’estructura secundaria de la proteina, les bandes de vibracié d’aquests
enllagos poden apareixer en diferent posicié dins la regié de I'espectre d’infraroig. L’estudi de
proteines es basa principalment, en la interpretacié dels pics de la banda de I'amida-I ja que és

la que déna major senyal **"*?® (Taula 6).
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Taula 6. Assignaci6 d’estructura secundaria en la regié amida-l.

components estructurals

rang de l'espectre (cm )

girs 1700-1680
girs 1680-1658
girs 1658-1657
hélix o 1656-1647
estructura desordenada 1647-1639
fulla 1638-1628
fulla B de baixa frequencia 1627-1617

proteines en D,0O. Adaptat d’Arrondo i col. 328

Assignacié de cada component estructural corresponent als diferents rangs de la
regio de I'amida-I de I'espectre obtinguda per espectroscopia d’infraroig (FTIR) de

3.5.4. Preparacio6 de les mostres

A causa de la vibracié de I'enllag O-H, l'aigua déna una banda caracteristica a 3400 cm™iuna

altra banda forga intensa a 1650 cm™. Aquesta segona banda pot emmascarar la banda de

'Amida-l i impedir la obtencié d’informacié sobre [l'estructura secundaria de la proteina

estudiada.

L’atom de deuteri és més pesat que el d’hidrogen i I'enllag vibra a una freqiiencia menor. En

dissolucions deuterades aquestes dues bandes queden desplagades cap a un niumero d’'ona

més baix, prop de 2400 cm™ i 1200 cm™, i per tant, la banda de I'amida-l no queda

emmascarada (Fig. 35).
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Figura 35. Espectre de l'aigua i de I'aigua deuterada obtinguts per FTIR. En negre, espectre de l'aigua.

En vermell, espectre de 'aigua deuterada.
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Per intercanviar els protons intercanviables de I'hidrogen de l'aigua de la mostra pels del
deuteri es van evaporar en un evaporador Speed-vac (Savant) per separat les mostres de
proteina, DNA i tamp6 en dissolucié aquosa per posteriorment resuspendre’ls amb l'aigua
deuterada.

Proteina i DNA es resuspenen per separat just abans de I'analisi. Els complexos es formen
directament sobre la cel-la de mesura.

Les mostres de proteina estaven a una concentracié de 5 mg/ml en tampé HEPES 10 mM,
NaCl 140 mM pH 7.0. Els complexos de proteina/DNA es van mesurar a dues relacions, r=0’5 i
r=0'7, on r=proteina/DNA (pes/pes). EI DNA era d’esperma de salmé sonicat de 500 pb

aproximadament.

3.5.5. Adquisicio d’espectres i tractament de les dades

Per analitzar la mostra, es va utilitzar una cel-la desmuntable per a mostres liquides amb dues
finestres de fluorur de calci separades per un espaiador de 50 um. L’espectrometre d’infraroig
amb transformada de Fourier i equipat amb un detector MCT (mercuri-cadmi-tel-luri) era el
model Varian 660-IR.

Es van adquirir 1000 espectres (scans) per al background i per a cada mostra, en el rang de
1000 a 4000 cm™, amb una resolucié nominal de 2 cm™ i a 22 °C. El programa informatic
utilitzat va ser el Resolutions Pro (versié 5.1.0.822) de Variant, Inc. Per evitar la interferéncia
del vapor d’aigua en la regio de I'amida | es va purgar I'equip amb Ny ).

La contribucié del tampd i del DNA es va restar dels espectres de la proteina sola o dels
complexos proteina-DNA adquirint espectres d’aquests en les mateixes condicions perd en
absencia de proteina. Per restar la contribucié del DNA s’elimina la component simétrica de
vibracio dels fosfats al voltant de 1087 cm™ als espectres dels complexos de proteina/DNA 7.
Per eliminar les petites traces de vapor d’aigua que hi pogués haver, també es va restar un
espectre de vapor. Totes les restes es van realitzar amb el progama informatic OMNIC 7.2
(Thermo Nicolet).

La deconvolucié de l'espectre global va permetre obtenir la posicié i el hombre de pics
components amb el programa RAMOP.N. L'ajust dels components es va realitzar pel métode
de curve fitting d’aproximacié de corbes gaussianes amb el programa informatic Curvefit de
Spectracalc (Galactic Inc.). En l'ajust dels components es van considerar unes algades inicials
del 90% de l'espectre d'origen per al maxim i els extrems i del 70% per a la resta de
components. Les amplituds de banda inicials eren de 12 cm™ pels extrems, 16 cm™ pel maxim i
14 cm™ per la resta de components. Amb el programa Grams32 Spectral Notebase es va
comprovar el resultat visualitzant la superposicié de la corba reconstituida sobre I'espectre

original 106,
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Efectes de la fosforilacido del domini C-terminal

de la histona H1° sobre la interaccio amb el DNA.






Capitol 1

Les histones H1 presenten una estructura formada per tres dominis: un domini globular central

3% El domini N-terminal

flanquejat per un domini N-terminal i un domini C-terminal molt basics
és més curt que el C-terminal. EI domini C-terminal representa gairebé el 50 % de la proteina.
La distribucié de les carregues en el domini C-terminal és molt uniforme malgrat la variacioé de
la sequiéncia del domini dels diferents subtipus d’H1 .

El domini C-terminal de la histona H1° de ratoli conté tres llocs de fosforilacid (motius del tipus
S/T-P-X-Z) per 'enzim CDK2 (Fig. 36). Aquestes posicions respecte a la proteina sencera son

T118, T140i T152.

MDEPKRSVAF KKTKKEVKKV ATPKKAAKPK KAASKAPSKK PKATPVKKAK
KKPAATPKKA KKPKVVKVKP VKASKPKKAK TVKPKAKSSA KRASKKK

Figura 36. Seqiiéncia del domini C-terminal histona H1° de ratoli. En negreta, els motius del tipus S/T-P-
X-Z.

4.1.1. Unié cooperativa del domini C-terminal de la histona H1° fosforilat

La cooperativitat és I'efecte pel qual la unié d’'una molécula a un seti, en aquest cas, la uni6 del
domini C-terminal de la histona H1° al DNA, provoca un augment d’afinitat pels setis contigus.
Aquest fet provoca I'aparicié de dues poblacions de DNA completament diferents: una, on el
DNA esta saturat de C-terminal i que precipita, i I'altra, on no hi ha C-terminal en el DNA i per
tant, no precipita. Si no hi ha un efecte cooperatiu, només es troba un tipus de poblacié de DNA
on la proteina esta distribuida uniformement per tot el DNA #*".

Es realitzaren assaigs d’'unié amb els DNAs SAR i pUC19 (3.1.3. de Materials i métodes) per
separat tant amb el C-terminal no fosforilat (CH1%) com amb el C-terminal trifosforilat (CH1°-
3P), per tal d'observar si la fosforilacié afecta a la cooperativitat d’'unié al DNA.

Tal com s’ha explicat a 'apartat 3.2.1. de Materials i Métodes, a una determinada quantitat de
DNA, ja sigui SAR o pUC19, se li va afegir quantitats creixents de domini C-terminal, o CH1° o
CH1°-3P. Es formaren aixi, agregats insolubles de DNA i proteina que van ser recuperats per
centrifugacié i analitzats per electroforesi en gel d’agarosa. Les relacions proteina/DNA
(pes/pes) van de 0’1 fins a 1'75. A més, cada un d’aquests assaigs es realitza a diferents forces
ioniques, 140, 70 i 0 mM de NaCl (tamp¢ fosfat 10 mM, a pH 7).

A continuacié es mostren els precipitats i els sobrenedants de les diferents relacions de DNA-
proteina amb SAR (Fig. 37) i pUC19 (Fig. 38) dels assaigs realitzats en les diferents forces

idniques.
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A

01 015 03 06 075 09 1 15 175  r(pes/pes)
PS PSPSPSPSPSPSPSPS

No fosforilat

Fosforilat

01 015 03 06 075 09 1 15 175 r(pes/pes)
PS PSPSPSPSPSPSPSPS

No fosforilat

Fosforilat

Cc

01 015 03 06 075 09 1 15 175 r(pesipes)
PS PSPSPSPSPSPSPSPS

No fosforilat

Fosforilat

Figura 37. Assaig d’uni6 de SAR amb el CH1° i CH1°-3P. r, relacio proteina/DNA en pes. A, 0 mM de
NaCl. B, 70 mM de NaCl, C, 140 mM.
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puUC19
A

01 015 03 06 075 09 1 15 175  r(pes/pes)
PS PSPSPSPSPSPSPSPS

No fosforilat

Fosforilat

01 015 03 06 075 09 1 15 175  r(pes/pes)
PS PSPSPSPSPSPSZPSZPS

No fosforilat

Fosforilat

Cc

01 015 03 06 075 09 1 1'5 1’75 r(pes/pes)
PSS PSPSPSPSPSPSP S P S

No fosforilat

Fosforilat

Figura 38. Assaig d'unié de pUC19 amb el CH1% i CH1°-3P. r, relacio proteina/DNA en pes. A, 0 mM de
NaCl. B, 70 mM de NaCl, C, 140 mM.

Es va quantificar el DNA unit a |la proteina que precipita i el que queda en el sobrenedant sense
unir-se a proteina o formant complexos incapagos de precipitar per tal de representar els
grafics de la figura 39. No s’aprecien grans diferencies entre SAR i pUC19 pero si en comparar
el CH1° no fosforilat i trifosforilat. A una forca ionica de 70 i 140 mM NaCl s’observa que, a una
mateixa relacio, el CH1°-3P sempre precipita menys. La precipitacié total del DNA tant amb
SAR com pUC19 s’aconsegueix a una o dues relacions superiors en el CH1° fosforilat. Es
tracta de cinétiques d’'unié cooperativa ja que el DNA precipita de manera proporcional en anar
afegint proteina.

En abséncia de sal (Fig. 39, A i D) s’obté una cinética totalment diferent. Amb el CH1°, tot i
aconseguir la precipitacio total del DNA a una relacié de 0’9, a relacions menors la quantitat de

DNA precipitat és menor comparat amb els casos on hi ha forga idnica. Amb el CH1°-3P no
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s’aconsegueix precipitar totalment el DNA a cap relacié de les analitzades. Per tant, queda
palesa la importancia de preséncia de forga idnica en el medi per afavorir la unié cooperativa
del C-terminal al DNA, necessitat més evident en el cas del CH1°-3P a causa de la seva menor
afinitat pel DNA, ja sigui pUC19 o SAR. La pérdua de cooperativitat €s menor en SAR que en
pUC19 ja que a 1’75, la relacié maxima utilitzada, queda aproximadament un 40 % de SAR per

precipitar i encara un 56 % de pUC19.

SAR
A B C
100 100 100
[
©
B o 0| 0
&
8 60 60 4 60
(%]
R o 0
Z
o 2 204 2
A3
0 ‘ A —+ 04 0+
0 05 1 15 0 05 1 15 0 05 1 15
Relacions proteina/DNA (pes/pes)
puUC19
L. 101 D E 10 F
&
g 80 801 80
&
.§ 60 60 1 60
S 40 40 401
z
g 04 201 201
®
0 ‘ AA—+ —— 04 0
0 05 1 15 0 0.5 1 15 0 0.5 1 15

Relacions proteina/DNA (pes/pes)

—e— CH1° No fosforilat

—m— CH1° Fosforilat

Figura 39. Corbes de precipitacié de SAR i pUC19 amb el CH1%3P. AiD. 0 mM NaCl. B i E. 70 mM
NaCl. Ci F. 140 mM de NaCl.

Per tal de comprovar si aquest comportament cooperatiu esta influenciat per la mida del DNA
es realitza un assaig d’'unié com els anteriors a una forga ionica de 140 mM i amb un oligomer
de 50 pb ric en AT **° descrit en I'apartat 3.1.3. de Materials i métodes. Els resultats d’aquest

assaig es mostren a la figura 40.
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01 015 03 _06 075 09 _ 1 1’5 r(peslpes)
PS PSPSPSPSPSPSPS

No fosforilat

Fosforilat

Figura 40. Assaig d’unié amb I'oligomer de 50 pb a 140 mM de NaCl amb el CH1°% i CH1°-3P. r, relacio
proteina/DNA en pes.

El CH1° té un binding site d’'uns 22 pb 31 per tant, en I'oligomer de 50 pb s’hi podran unir
només 2 CH1° formant un complex molt petit i dificil de fer precipitar. En la figura 41 s’observa
com CH1% i CH1%3P van precipitant de manera similar fins a una relacié de 0’75, a partir de la
qual, el CH1° continua precipitant fins a la totalitat en la relacié 1’5 i el CH1°-3P s’estabilitza i no
arriba a precipitar totalment en les relacions utilitzades. A 1’5 encara queda el 50 % del DNA
per precipitar. El CH1° manté una cinética cooperativa amb l'oligobmer de 50 pb, tot i que

precipitant a partir de majors relacions que SAR i pUC19.

..E 100 4 —&— CH1° No fosforilat

©

8 —m— CH1° Fosforilat

c 80

o

Q0

8 o

c

(0]

< 404

Z

(]

X A
Figura 41. Corba de precipitacio de 0 ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘ AW
I'oligomer de 50 pb a 140 mM de NacCl. 002 04 06 08 1 12 14

Relacions proteina/DNA (pes/pes)

4.1.2. Diferéncies d’afinitat pel DNA del domini C-terminal no fosforilat i fosforilat de la

histona H1°

Es realitzaren experiments de competicié per comprovar les diferéncies d’afinitat d’'unié al DNA
del domini C-terminal de la histona H1° fosforilat i no fosforilat. En I'assaig es mantenia constant
la quantitat de DNA (SAR) i de CH1° trifosforilat radioactiu (CH1°-3P*) i s'observa com aquest
ultim era desplacat pel CH1° i pel CH1°%-3P no radioactiu (per separat).
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Inicialment, es realitza una titracié per saber a quina quantitat de CH1°-3P* es treballaria en
I'assaig. Es mantingué una quantitat fixa de DNA i s’afegi en quantitats creixents el domini C-
terminal fosforilat radioactivament. La reaccio es dona en les mateixes condicions que I'assaig
(descrit en el punt 3.2.3. de Material i Métodes) i es visualitza en un gel de poliacrilamida SDS-
PAGE. La quantitat de C-terminal radioactiu més adequada per a realitzar I'assaig és quan
s’observa el 50 % del CH1%-3P* precipitat i I'altre 50 % esta en el sobrenedant. En la titracio

mostrada en la figura 42 correspondria al carril nimero 3.

Precipitats Sobrenedants
12 3 4 5 7 10 12 3 4 5 7 10 CH10-p32

T——

Figura 42. Titracio del CH1%-P*, Precipitats i sobrenedants de les quantitats creixents de CH1%-P*,

Amb aquesta relacio es realitza I'assaig de competicio entre el CH1° no fosforilat i el CH1°-3P*
i entre el CH1°-3P i el CH1%-3P*. La competicio entre el CH1°-3P no marcat i CH1%-3P marcat
ens serveix de control ja que en estar tots dos C-terminals fosforilats, I'afinitat pel DNA és la
mateixa i la radioactivitat decau gradualment a mesura que augmenta la quantitat de CH1%-P
que s'afegeix. EI CH1° té més afinitat pel DNA, per tant, li és més facil desplacar el CH1°-3P%.
Tal com es veu en la autoradiografia de la figura 43, la radioactivitat decau molt rapidament des

del primer moment de la competici6.

CH19 no fosforilat CH19 fosforilat

CH19/CH10-p32 0 006 012 024 0 006 012 024 CH10-P/CH10-p32
r(pes/pes) r(pes/pes)

Figura 43. Assaig de competicié de CH1%-P*? amb el CH1° i el CH1°-P. Les relacions (pes/pes) indicades
en la part superior de la imatge son CH1%/CH1%-P*? i CH1°-P/CH1°-P*.

El gel es tenyi amb coomassie brilliant blue com a control de que la quantitat de proteina
precipitada en cada relacié era la mateixa, ja que la quantitat de DNA es mantenia fixa (Fig.
44).
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CH19 no fosforilat

CH10 fosforilat

0 006 012 024 O

0.06 0.12 0.24

r(pes/pes)

Figura 44. Control de la quantitat de proteina precipitada, CH1° i CH1° fosforilat, per a cada relacié en
I'assaig de competicid. Les relacions (pes/pes) indicades en la part superior son CH1%CH1%-3P* j CH1°-

3P/CH1%-3P%2,

Les quantificacions de les bandes del gel dels precipitats obtinguts en els assaigs de

competicio de CH1%-3P** amb el CH1%i el CH1°-3P (Taula 7) s’expressaren en tant per 1 per tal
d’obtenir les cinétiques de CH1° i CH1%-3P sobre CH1%-3P* (Taula 8) i es representa en el

grafic de la figura 45. Els valors corresponen als promitjos d’experiments independents.

Taula 7. Quantificacié de les bandes dels precipitats obtinguts en els assaigs de
competicié de CH1°-P*2 amb el CH1% i el CH1°-3P

CH1°/CH1°-pP* CH1°-3P/CH1°-p*
relacié CH1° relacié CH1°-P
0 22,57 0 22,57
0,06 16,32 0,06 21,00
0,12 12,87 0,12 20,00
0,24 7,33 0,24 17,92

Taula 8. Cinétiques de competicié de CH1° i CH1°-3P sobre CH1°-P*?

Cinética de CH1® sobre CH1°-P*2

Cinética de CH1°-P sobre CH1°-P*?

CH1°/CH1°-P* DN%::"::?,TPQ CH1°-3P/CH1°-P* DN%::"::?,TPQ
0 1,00 0 1,00
0,06 0,72 0,06 0,93
0,12 0,57 0,12 0,89
0,24 0,32 0,24 0,79

89



Resultats

—&— Competéncia CH19/CH10P32

—&— Competéncia CH10-3P/CH10P32

— y =-0,8904x + 1
- R? = 0,9832

* y =-3,0459x + 1
02 - R? =0,9328

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

relacié proteinal/ proteina

Figura 45. Representacio de les cinétiques de competencia de CH1%CH1%-3P*? i CH1°-3P/CH1°-3P*. Es
mostren els pendents i el quoficient de correlacié de cada cinetica.

Ajustant les cinétiques a una recta per tal d’'obtenir-ne els pendents i fer-ne el quocient s’obté
un valor de 3'3. Es a dir, el CH1° té aproximadament 3 vegades més afinitat pel DNA que el

CH1%-3P. Aquest resultat coincideix amb resultats publicats pel nostre grup **.

4.1.3. Dicroisme circular: induccié de I’'espectre y del domini C-terminal de la histona H1°
unit a DNA

El DNA en condicions fisioldgiques presenta un espectre de dicroisme circular (DC)
conservatiu, és a dir, les contribucions d’el-lipticitat negativa i positiva sén aproximadament
iguals. L'espectre conservatiu pot alterar-se per la disminuci6 de polaritat del medi i per la unié
de proteines al DNA. Aquesta modificacié consisteix en la desaparicié dels components
positius i en l'aparici6 d’'una intensa banda negativa a 270 nm, coneguda com l'espectre

333,334 i |a seva

y. L'espectre y apareix per I'agregacié ordenada de les molécules de DNA
induccié depén de les condicions del medi (forga idnica, polaritat, etc.), de les caracteristiques
del DNA i de la preséncia de molécules inductores.

El CH1%indueix en el DNA la formacio de I'espectre y. En aquest apartat es va comprovar si el
CH1° fosforilat, total i parcialment, també era capac d’induir-lo.

Les espécies parcialment fosforilades s’obtingueren fosforilant dos mutants del domini C-
terminal de I'H1° per als llocs de fosforilacié de 'enzim CDK2 **. Aixi, utilitzarem un CH1°

monofosforilat i un CH1° difosforilat (Taula 9).
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Taula 9. Mutants del domini C-terminal de la histona H1° de ratoli fosforilats* **2
n° fosforilacions mutant no fosforilat posicions mutades especie fosforilada
monofosforilat CH1° m 140-152 140-152 CH1°p 118
difosforilat CH1°m 152 152 CH1° p 118-140

*Les posicions son respecte a la proteina sencera

L’assaig es va fer amb fragments de DNA de diferent mida: un fragment de 50 pb, DNA
mononucleosomal (d’aproximadament 140 pb), DNA de salmé sonicat (d’aproximadament 500
pb) i el fragment de pUC19 (anteriorment descrit). Com en els experiments anteriors, es
mantingué fixa la quantitat de DNA, i es van anar afegint quantitats creixents de proteina. La
forca idnica es mantingué a 140 mM.

Amb el fragment de 50 pb només es va observar la formacié d’espectre y amb el CH1° no
fosforilat. Amb les altres espécies fosforilades no hi havia ni formacié de l'espectre y ni
diferencies entre els espectres obtinguts en les diferents relacions (espectres no mostrats).
Amb el DNA mononucleosomal, el DNA de salmé i el pUC19 s’observa la formacié de
'espectre v i amb diferents intensitats segons la relacié proteina/DNA (pes/pes). Descrivim
com a maxima intensitat de I'espectre y com 'espectre amb el valor minim d’el-lipticitat molar
més negatiu.

Els espectres obtinguts d’aquests DNAs de major mida mostraven que tant el CH1° com el
CH1°-3P eren capagos d’induir I'espectre yi la seva intensitat augmentava a major relacié
proteina/DNA fins a una relacié maxima a partir de la qual, I'espectre comenga a disminuir. En
el pUC19, I'espectre v induit pel CH1° anava augmentant fins a relacié 0’6 (mimim d’el-lipticitat
molar = -676740) perd en el cas del CH1°-3P, fins a 0'5 (mimim d’el-lipticitat molar = -572466).
A relacions més altes I'espectre anava desapareixent progressivament a causa de la formacio
d’agregats proteina-DNA, la qual és també afavorida per I'elevada forga ionica (140 mM NacCl).
Aquests agregats formats a relacions altes no generen espectre y probablement a causa de la
dispersio de llum que es dona per la formacié d’agregats massa grans. Es perd absorbancia i
no es visualitza I'espectre .

Amb el DNA de salmo també s’aconseguia I'espectre y més intens amb el CH1° no fosforilat a
relacié 0’6 (mimim d’el-lipticitat molar = -696069). A relacié 0’7, I'espectre era forga menys
intens. Amb les espeécies fosforilades els espectres y més intensos s’aconseguien a menors
relacions, r=0'4 i r=0’5 (Taula 10). En la figura 46 es mostren els espectres del DNA de salmo,
els quals son representatius dels espectres obtinguts amb els alires DNAs (excepte del
fragment de 50 pb).

De totes les proteines analitzades, la que mostra I'espectre y més intens amb tots els DNAs va
ser el CH1° no fosforilat a r=0'6. Perd a menors relacions proteina/DNA les espécies

fosforilades varen ser capaces d’induir un espectre y més intens que el CH1° (Taula 10).
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Figura 46. Induccio de I'espectre y del DNA de salmé pel domini C-terminal de la histona H1° i les seves
espécies fosforilades. Espectres obtinguts per dicroisme circular. Sota els grafics es mostra la llegenda de
les relacions proteina/DNA (r,w/w). CH1°, domini C-terminal de 'H1° no fosforilat. CH1°-1P, domini C-
terminal de I'H1° monofosforilat. CH1%-2P, domini C-terminal de I'H1° difosforilat. CH1°-3P, domini C-
terminal de I'H1° trifosforilat.

En la taula 10 es mostra a quina relacié s’obté el minim d’el-lipticitat molar dels espectres v del
DNA de salmé induit pel CH1° i les seves especies fosforilades. Ressaltats en negreta
s’indiquen els valors minims d’el-lipticitat molar de cada proteina, els quals es donen a diferents

relacions.
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Taula 10. Minims d’el.lipticitat molar dels espectres y del DNA de salmé induits pel

domini C-terminal de la histona H1° i les seves espécies fosforilades obtinguts per
dicroisme circular

DNA relacié proteina/DNA (r, w/w)
0'2 0'3 0'4 0'5 0'6
CH1° -161265 -212639 -360498 -405583 -696069
CH1%1P -436919 -419521 -517215 -437044 -257427
CH1%-2P -388180 -323089 -348091 -512018 -380017
CH1°-3P -279079 -351124 -575137 -610160 -474319

Ressaltats en negreta s'indiquen els valors minims d’elslipticitat molar de cada proteina. CH1°, domini C-
terminal de I'H1° no fosforilat. CH1%-1P, domini C-terminal de I'H1° monofosforilat. CH1°-2P, domini C-
terminal de I'H1° difosforilat. CH1°-3P, domini C-terminal de I'H1° trifosforilat.

4.1.4. Preferéncia d’unié del domini C-terminal de la histona H1° per les sequéncies de
DNA tipus SAR

La histona H1 s’ha caracteritzat com una proteina d’unié a les regions SAR ¥

, sequiencies
riqgues en A/T en trams homopolimérics (A-tracts) 22 S'ha proposat que aquestes sequéncies
estan implicades en la dinamica dels cromosomes 234 | que la unié o dissociacié regulada de les
H1 a SAR esta implicada en I'obertura o tancament localitzat dels loops de la cromatina i en
conseqiiéncia, contribueix a la regulacié transcripcional ''.

Per estudis anteriors del nostre grup es coneix que la unié preferencial de les H1° per SAR ve
determinada pel seu domini C-terminal 330, Experiments amb els dominis d’H1° aillats mostren
que mentre el domini C-terminal manté una unié forta i preferencial per les sequéncies SAR, els
dominis N-terminal i globular mostren una unié debil i una pobre especificitat. EI domini C-
terminal s’uneix primer a SAR i només quan aquesta esta saturada, s'uneix a pUC19 *',

Per tal de conéixer si aquesta preferencia es continua mantenint quan el domini C-terminal es
troba fosforilat, es realitzaren una série d’assaigs d’'uni6 on es feien competir SAR i pUC19 en
quantitats estequiomeétriques afegint el domini C-terminal en quantitats limitades. Les relacions
proteina/DNA (pes/pes) foren de 0’2, 0'25 i 0’3. Com en l'apartat anterior s’obtingué de cada
relacié un precipitat i un sobrenedant que s’analitzaren en un gel d’agarosa.

En la figura 47 es mostren precipitats i sobrenedants obtinguts amb el CH1°. S'observa com a
una relacié de 0’25 amb el CH1°, SAR ja ha precipitat aproximadament en un 90 %, mentre que

amb el CH1°-3P només n’ha precipitat aproximadament un 10 % (Fig. 48)
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02 025 0’3 r (pes/pes)

SAR
pUC19

Figura 47. Assaig d’'uni6 SAR/pUC19 amb CH1°. r, relacié proteina/DNA en pes. P, precipitat. S,
sobrenedant. |, input.

02 0’25 03 r (pes/pes)

SAR
pUC19

Figura 48. Assaig d’'uni6 SAR/pUC19 amb CH1%-3P. r, relacio proteina/DNA en pes. P, precipitat. S,
sobrenedant. |, input.

Una altra diferéncia es produeix en la relaciéo de 0'3. En el cas del CH1° s’aconsegueix fer
precipitar gairebé tota la SAR, mentre que el pUC19, continua majoritariament en el
sobrenedant. En canvi, quan es tracta del CH1°-3P, a relacio 0’3, encara queda SAR en el
sobrenedant, i el pUC19 practicament no ha precipitat. A tots dos DNAs els costa més
precipitar.

Es comprova com el CH1°-3P té una menor afinitat aparent pel DNA, pero tot i aixi, es continua
demostrant que la preferéncia per SAR no desapareix. Amb ambdds C-terminals, fins que no
ha precipitat tota o gairebé tota la SAR no comenca a precipitar el pUC19.

Per descartar que la major precipitacié de SAR sigui deguda a la mida lleugerament més gran
de SAR, es realitza el mateix experiment comparant SAR amb un fragment de pUC19 més gran
que I'anterior. En aquest cas s'utilitza un fragment de 763 pb obtingut per PCR. S’observa que

es continuava mantenint la preferéncia per SAR (Fig. 49).
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02 03 04 r (pes/pes)

pUC19
SAR

Figura 49. Assaig d'uni6 SAR/pUC19 de 763 pb amb CH1°-3P. r, relaci6 proteina/DNA en pes. P,
precipitat. S, sobrenedant. |, input

Per ultim, es repeti 'assaig amb les dues espécies parcialment fosforilades del domini C-
terminal de I'H1° descrites en lapartat anterior (Taula 9). Aixi, utilitzarem un CH1°
monofosforilat i un CH1° difosforilat. L’assaig es realitza a una relacié proteina/DNA (pes/pes)
de 0’3 (Fig. 50).

3P 2P 1P

SAR
puUC19

Figura 50. Assai% d’uni6 SAR/pUC19 amb CH1° i els seus mutants fosforilats. 3P, CH1° totalment
fosforilat. 2P, CH1" difosforilat 1P, CH1° monofosforilat. P, precipitat. S, sobrenedant. I, input.

S’observa que les proteines parcialment fosforilades (mono- i difosforilada), com en el cas de

CH1°-3P, tampoc es perdia la preferéncia per les seqiiéncies de DNA tipus SAR.
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Es va estudiar 'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e de rata unit a
DNA i I'efecte que té la fosforilacié sobre aquest per espectroscopia de FTIR.

Estudis previs realitzats amb la histona H1° sencera i el seu domini C-terminal van demostrar
que la fosforilacié indueix canvis en 'estructura secundaria de la proteina i, a més, que aquests

efectes depenen del nombre i de la posicié dels fosfats introduits 332 %%,

177

El domini C-terminal en dissolucié es troba molt poc estructurat '*’, per aquest motiu i havent-

se comprovat per estudis previs amb el domini C-terminal de la histona H1° que les mutacions

32 ens centrarem en

introduides no induien canvis en l'estructura secundaria del domini
analitzar I'efecte de la fosforilacié en complexos de proteina/DNA.

Els diferents complexos es van formar a relacié proteina/DNA (r,w/w) de r=0’5 i r=0'7. Estudis
anteriors amb histona H1 de ratoli havien mostrat un efecte de la relacio proteina/DNA associat
a la fosforilacié completa en determinats casos. En el domini C-terminal de I'H1e trifosforilat, en
passar d'una relacio proteina/DNA de r=0'25 a r=0'7, es mostrava un augment de fulla  del 26
% %2, En la histona H1° trifosforilada, tant en la proteina sencera com en el domini C-terminal
aillat, en passar de r=0’5 a r=0'7, el percentatge d’estructura B augmentava un 18% en la
proteina sencera %3 un 21% en el domini C-terminal .

El domini C-terminal de la histona H1e de rata conté 4 motius (S/T)-P-X-Z fosforilables per
I'enzim CDK2. Es van obtenir una série de mutants que ens van permetre obtenir el domini amb
diferents llocs fosforilats (taula 4 de Materials i métodes). En la figura 51 es mostra un esquema

dels mutants obtinguts:

CH1e(S/T>A145/153/171)
CH1e(S/T>A145/153/186) 1 fosfat
CH1e(S/T>A145/171/186)

CH1e(S/T>A145/186) —® 2 fosfats

CH1e(T>A145) —> 3fosfats
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145 183 171 186 145 183 171 186
. P P P P . - P
CH1e CH1e(S/T—> A145/153/171)
145 153 171 186 145 153 171 186
— P @ =+~ = =
CH1e(S/T—> A145/153/186) CH1e(S/T—> A145/171/186)
145 153 171 186 145 153 171 186
— > @

CH1e(S/T > A145/186) CH1e(T—>A145)

Figura 51. Esquema dels mutants del domini C-terminal de la histona H1e per als llocs de fosforilacié de
'enzim CDK2 que s’han obtingut. ElI simbol vermell indica la mutaci6 S/T->A. P indica les posicions
fosforilades de la proteina.

4.2.1. Estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e de rata no fosforilat
unit a DNA

Es realitza I'analisi de I'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e (CH1e)

no fosforilat a dues relacions de proteina/DNA (r,w/w): r=0'5i r=0’7 (Taula 11, Fig. 52).

Taula 11. Percentatges (%) d'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e i els seus|
mutants T—A units a DNA

posicions mutades
components 145/153/171 | 145/153/186 | 145/171/186 | 145/186 145 CH1e
estructurals
0'5 0'7 0'5 0'7 0'5 0'7 0'5 0'7 0'5 0'7 0'5 0'7
girs 21 31 21 20 20 22 33 25 21 21 24 20
helix a 34 33 28 30 27 28 27 33 34 33 30 32
estructura desordenada | 24 14 31 30 32 30 17 24 28 28 26 27
fulla 21 22 20 20 21 20 23 18 17 18 20 21

Percentatges d’estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e en complexos proteina/DNA (r,w/w) a r=0’5|
i r=0'7. Dades experimentals obtingudes per espectroscopia FTIR en D,O en tamp6é HEPES 10 mM, NaCl 140 mM pH7.
La concentracié de la proteina era 5 mg/ml. Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels components|
individuals (cm'1) dels espectres s’inclouen en les taules 1i 2 de l'annex.

El domini C-terminal contenia un 30-32 % d’hélix a i un 20-21 % de fulla B en totes dues
relacions proteina/DNA (r,w/w). La resta de mutants presentaven uns percentatges d’hélix o i
fulla B molt similars al domini i tampoc presentaven diferencies significatives en cap de les dues

relacions proteina/DNA. Els percentatges de I'hélix o estaven entre el 27 i el 34% i la fulla
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entre el 17 i el 23% (Taula 11). En la figura 52 es mostra la descomposicié de la regié de
'amida | de I'espectre obtingut per FTIR del domini C-terminal de I'H1e i els seus mutants no
fosforilats a r=0'7. Aquests espectres son representatius de la relacié r=0'5, ja que com déiem,

tenen un contingut en helix a i fulla B molt similar.

A B C
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e e e e e e——— i B e
1700 1650 1600 1700 1650 1600 1700 1650 1600
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D E F
[*]
c
@
Q2
[
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7]
Ko
<
1700 1650 1600 1700 1650 1600 1700 1650 1600
Longitud d’ona (cm-) Longitud d’ona (cm) Longitud d’ona (cm-')

Figura 52. Descomposicid de la regié de 'Amida | del domini C-terminal de la histona H1e en complexos
proteina/DNA (r,w/w) a r=0’7. Espectre obtingut per FTIR, mesurat en DO en tamp6é HEPES 10 mM, NaCl
140 mM pH7, i descompost pel métode de curvefitting. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml.
S’indica en color taronja, el component estructural d’hélix o i en color blau, la fulla B. A,
CH1e(T—A145/153/171). B, CH1e(T—A145/153/186). C, CH1e(T—A145/171/186). D,
CH1e(T—A145/186). E, CH1e(T—A145). F, CH1e.

Aixi, es va comprovar que les diferents mutacions introduides a la proteina no afectaven
I'estructura ni feien variar-ne el percentatge dels components estructurals de forma significativa

(variabilitat inferior al 5 %). Per tant, no es mostra un efecte de la relacio proteina/DNA pel que

fa a I'helix a ni a la fulla p.

4.2.2. Estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e de rata fosforilat

unit a DNA a una relaci6 proteina/DNA (r,w/w) de r=0’5

Un cop obtinguda I'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e de rata i dels
seus mutants units a DNA, es procedi a la seva fosforilacié per tal d’analitzar els efectes que

pogués tenir aquesta sobre la seva estructura.
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En l'analisi del domini C-terminal de 'H1e totalment fosforilat (4P) i formant complexos a una
relacio proteina/DNA de r=0’5 contenia un 19 % d’hélix o i un 29 % de fulla  (Taula 12).

Taula 12. Percentatges (%) d'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e
i les seves espécies fosforilades unides a DNA (r=0'5)

posicions fosforilades

components estructurals

0 186P 171P 153P 2P 3P 4P
girs 24 24 22 25 35 20 35
hélix a 30 29 21 19 15 25 19
estructura desordenada 26 24 27 29 22 21 17
fulla B 20 23 30 27 28 34 29
Percentatges d’estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e fosforilada en complexos proteina/DNA|

(r,w/w) a r=0'5. Dades experimentals obtingudes per espectroscopia FTIR en D,O en tampé HEPES 10 mM, NaCl 140 mM
pH7. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml. Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels|
components individuals (cm'1) dels espectres s’inclouen en la taula 3 de I'annex. 2P, 153-171P; 3P, 153-171-186P; 4P, 145
153-171-186P.

En comparar els valors obtinguts de les especies fosforilades amb les no fosforilades,
s’observa en general, una disminucié de I'hélix o i un augment de la fulla . Veiem pero, que la
fosforilacié té efectes diferents en cada espécie fosforilada.

Aixi, 'hélix a pateix una disminucié del 9-11 % en les espéecies monofosforilades en la posicid
171 i 153 i la tetrafosforilada (4P). La baixada més destacable és del 15 % en l'espécie
difosforilada (2P). L’espécie 186P i la 3P no pateixen cap canvi significatiu (Taula 12).

Pel que fa a la fulla B, respecte a les proteines no fosforilades, tampoc mostra un efecte
uniforme. L’espécie monofosforilada 186P no pateix cap canvi. En les espécies 153P, 2P i 4P
es dona un lleuger augment (7-9 %). La 3P mostra un increment més evident, un 14 % (Taula
12).

4.2.3. Estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e fosforilat de rata

unit a DNA a una relaci6 proteina/DNA (r,w/w) de r=0’7

Com en l'apartat anterior, es procedi a analitzar els efectes de la fosforilacié en el domini C-
terminal de 'H1e i en les seves espécies fosforilades formant complexos amb el DNA. En
aquest cas la relacié proteina/DNA (r,w/w) era r=0'7 (Fig. 53).

En els complexos de proteina/DNA a r=0’7, el domini C-terminal totalment fosforilat (4P)

contenia uns percentatges d’hélix a. del 17 % i de fulla  del 42% (Taula 13).
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Figura 53. Descomposicié de la regié de 'Amida | del domini C-terminal de la histona H1e fosforilat en
complexos proteina/DNA (r,w/w) a r=0’7. Espectre obtingut per FTIR, mesurat en D,O en tampé HEPES
10 mM, NaCl 140 mM pH7, i descompost pel métode de curvefitting. La concentracié de la proteina era 5
mg/ml. S’indica en color taronja, el component estructural d’helix o i en color blau, la fulla. A,186P. B,
171P. C, 153P. D, 2P. E, 3P. F, 4P.

La fosforilacié de les proteines dels complexos de DNA a una relacié de r=0'7, com en la
relacio de r=0’5, no afecta per igual a tots els mutants. Es produi una disminucié de I'hélix o en
totes les espécies, més lleugera en les espécies monofosforilades (9-10%) i més notable en les
espécies 2P, 3P i 4P (14-15 %). L’espécie 186P no mostra cap variacio significativa (Taula 13).

Taula 13. Percentatges (%) d'estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e
i les seves espécies fosforilades unides a DNA (r=0'7)

posicions fosforilades
components estructurals
0 186P 171P 153P 2P 3P 4P
girs 20 15 25 12 26 20 34
hélix a 32 27 23 22 18 17 17
estructura desordenada 27 32 20 40 31 8 7
fulla B 21 26 32 26 25 55 42

Percentatges d’estructura secundaria del domini C-terminal de la histona H1e fosforilada en complexos proteina/DNA
(r,w/w) a r=0'7. Dades experimentals obtingudes per espectroscopia FTIR en D,O en tampé HEPES 10 mM, NaCl 140 mM
pH7. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml. Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels|
components individuals (cm'1) dels espectres s’inclouen en la taula 4 de I'annex. 2P, 153-171P; 3P, 153-171-186P; 4P, 145
153-171-186P.
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La fulla B va patir un augment no significatiu en les espécies 186P, 153P i 2P. En la 171P la
fulla B arriba fins al 32% (un augment de '11%). Més destacable és I'augment en la 4P on
'augment era del 21 % amb un contingut de fulla  final del 42 %. L’augment més important va
ser del 34 % en I'espécie 3P, arribant a un total del 55 % (Taula 13, Fig. 53 E).

En comparar les dues relacions proteina/DNA, r=0’5 i r=0'7, trobem dos casos en els que
s’observa un clar efecte de la relacio proteina/DNA. En I'espéecie 3P a r=0'7 el valor de la fulla B
era un 21 % superior al que es troba a r=0'5. També en el 4P s’observa un augment del 13 %
en passar de r=0'5 a r=0'7. En la resta d’especies no hi ha una variacié significativa.

Aixi doncs, la fosforilacié té un efecte sobre I'estructuracié del domini C-terminal de 'H1e. En
general s’'observa un lleuger descens de I'hélix o i un augment de la fulla B. Les espécies
fosforilades que més fulla B adquireixen sén la 3P i la 4P, en les quals aquest increment
d’estructuracié en forma de fulla B és dependent de la relacié proteina/DNA dels complexos. A

maijor relacio proteina/DNA, més fulla B adquireix la proteina.
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Com comentavem en el capitol anterior, mostravem que la fosforilacié indueix canvis en
lestructura secundaria de I'H1e. Estudis previs realitzats amb la histona H1° sencera i el seu
domini C-terminal van demostrar a més, que aquests efectes depenen del nombre i de la
posicio dels fosfats introduits **% 37,

Mitjangant I'espectroscopia d’infraroig varem estudiar I'estructura secundaria de la proteina H1e
i 'efecte que la fosforilacid té sobre aquesta.

A partir de la histona H1e es van obtenir una série de mutants per als motius (S/T)-P-X-Z del
domini C-terminal que ens permeten obtenir proteines amb diferent nombre i llocs de

fosforilacié (Fig. 54; taula 5 de Materials i métodes):

H1e(S/T>A17/153/171/186)

H1e(S/T>A17/145/171/186)
¥ 1 fosfat
H1e(S/T>A17/145/153/186)

H1e(S/T>A17/145/153/171)

H1e(T>A17/145/153) —> 2 fosfats

H1e(T>A17/145)  —> 3fosfats

H1e(T2>A17) —> 4 fosfats
17 145 153 171 186 17 145 153 171 186
[ [ 1 [ [
P ‘ PP P P * ‘ -
H1e H1e(S/T> A17/145/153/171)
17 145 153 171 186 17 145 153 171 186
i 1 (] [l 1
» @+ @
H1e(T>A17) H1e(S/T-> A17/145/153/186)
17 145 153 171 186 17 145 153 171 186
@ @
H1e(T>A17/145) H1e(S/T> A17/145/171/186)
17 145 153 171 186 17 145 153 171 186
@ » @
H1e(T>A17/145/153) H1e(S/T> A17/153/171/186)

Figura 54. Esquema dels mutants per als llocs de fosforilacié de 'enzim CDK2. El simbol vermell indica la
mutacié S/T>A. P indica les posicions fosforilades de la proteina.
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Les diferents formes fosforilades i no fosforilades es van analitzar en dissolucié (tamp6 10 mM
HEPES, 140mM NaCl) i en preséncia de DNA. Per estudis previs es coneixia que els dominis
N-terminal i C-terminal de la histona H1 en dissolucié estan molt poc estructurats, malgrat tenir
un elevat contingut de conformacions turn-like en rapid equilibri amb un estat de desplegament.
En canvi, en interaccionar amb DNA en condicions salines fisiologiques (140mM de NacCl)
adquireixen una total estructuracio °® """,

Es va estudiar I'estructura secundaria dels diferents complexos proteina-DNA a una relacié
proteina/DNA (r,w/w) de r=0’5 i r=0'7. Com es comentava en l'apartat anterior, estudis previs
havien descrit un efecte de la relacid proteina/DNA en el cas de la histona H1° trifosforilada,
tant en la proteina sencera com en el domini C-terminal aillat 332,335 Contrariament al domini C-
terminal de la histona H1e aillat de I'apartat anterior, en el cas de la histona H1e sencera no
varem trobar diferéncies significatives per efecte de la relacié proteina/DNA, per tant, ens

varem centrar en la relacio r=0'7.

4.3.1. Estimacio de ’estructura secundaria de la histona H1e de rata

La histona H1e recombinant conté en total 227 aminoacids. Els 40 primers residus corresponen
al domini N-terminal, els residus 41 a 118 corresponen al domini globular i la resta al domini C-
terminal. Es a dir, el domini N-terminal representa un 18 % de la proteina, el domini globular un
30 % i el domini C-terminal un 52 %. Els dominis terminals en dissolucié presenten poca
estructuracio i és en interaccionar amb DNA o inductors d’estructura secundaria com el TFE o

167, 170, 177, 240, 241

el NaClO4 que n’adquireixen . El domini globular, en canvi, en dissolucié ja

conté una elevada estructuracié. Esta format per tres hélixs o i una fulla B antiparal-lela molt
estables %% "®",

Previ a l'estudi experimental de l'estructura de la histona H1e per espectroscopia de FTIR,
varem fer un analisi estimatiu del contingut en hélix o i fulla B de I'estructura dels seus dominis
aillats (Taula 16). Per poder fer aquest analisi varem recorrer a diversos estudis de
cristal-lografia, ressonancia magneética nuclear (RMN) o dicroisme circular publicats en la
literatura i estudis de FTIR realitzats en el capitol anterior d’aquest treball..

165

El domini N-terminal conté dues subregions . La part distal és rica en alanina i prolina i és

altament hidrofobica. Cap dels 14 primers residus de la proteina té carrega. En canvi la regio

187 varen descriure I'estructura

adjacent al domini globular conté molts residus basics. Vila i col.
del domini N-terminal mitjancant el disseny d’'un péptid que correspon a la regi6é positivament
carregada adjacent al domini globular de la histona H1e de ratoli (residus 15-36). Tant per
estudis de dicroisme circular com per RMN van concloure que el péptid en presencia del 90 %
de TFE s’estructura en dues hélix a, I'hélix N-I que va de T17 a A27 i I'hélix N-Il, de G29 a T34.
Dels 22 residus del péptid, 17 s’estructuren en hélix a. Les dues hélix es troben separades per
un motiu Gly-Gly que actua com a motiu d’'unié flexible. Aquest motiu Gly-Gly és conservat en

338

molts subtipus de la histona H1 de vertebrats en la mateixa posici6 . Aquest peptid
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corresponent a la seqiéncia de ratoli presenta dues substitucions en rata, en la posicié 19 (de
V al)ien la posicio 34 (de T a A) (Fig. 55). Aquesta elevada homologia en la seqliéncia dels
dos peéptids ens permet utilitzar els valors dels residus aminoacidics estructurats per a

I'estimacio de I'estructura secundaria del domini N-terminal (Taula 14).

Ac-EKTPVKKKARKAAGGAKRKTSG-NH,,,

v

Ac-EKTPIKKKARKAAGGAKRKASG-NH ,,

Figura 55. Péptid del domini N-terminal de ratoli (dalt) i de rata (baix). En vermell, els aminoacids que
varien entre les dues seqiiéncies.

Pel que fa al domini globular, trobem descrits en la literatura el domini globular de la histona H5
(GH5) d’eritrocit de pollastre per espectroscopia de RMN 339. 340§ per cristal-lografia de raigs X
(171) i el domini globular de la histona H1 (GH1) de pollastre per espectroscopia bidimensional
de RMN "

L’estructura cristal-lografica de GH5 conté tres hélix o, un S-hairpin en I'extrem C-terminal i tres

residus en fulla B entre I'hélix | i Il (residus 44-46), que juntament amb el S-hairpin formen una

161 340

fulla B antiparal-lela ™. L’estructura cristal-lografica concorda amb la descrita per RMN “* en la
topologia de les hélix i I'assignacié dels residus pero difereixen en 'orientacio de les hélix.

En I'estudi de GH1 de pollastre es va sintetitzar un péptid de 75 residus (residu Met + residus
40-113) que té una sequéncia compartida per dominis globulars de diferents subtipus de la
histona H1. El péptid contenia tres hélix a (T7-S17, L25-Y37, E40-k56), sumant un total de 40
residus i un Shairpin (L59-L73) de 13 residus. Aquest elevat contingut en hélix a ja va ser
predit tedricament per van Helden 1 altres evidéncies experimentals 336,337,

Existeix una forta homologia estructural entre GH5 i GH1 en la regi6 de les tres helix malgrat
haver-hi només un 25 % de identitat de seqiiencia, reflex de I'elevada pressié selectiva per
seleccionar certes caracteristiques estructurals. Donat I'alt grau de similitud entre GH1 i GH5 en
les seves estructures secundaries, és raonable assumir un plegament similar pels dos dominis
160

El domini globular de la histona H1e de rata (objecte del nostre estudi) presenta una homologia
de sequéncia aminoacidica del 86’7 % amb el domini globular de la histona H1 de pollastre
(Fig. 56). Per aquest motiu utilitzem els seus percentatges de contingut en hélix o i fulla § en la

taula 14.
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10 20 30
1 1 1
1 ASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLAALKK GH1erata
1 MAGPSVTELITKAVSASKERKGLSLAALKK GH1 pollastre
40 50 60
31l ALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGTLYV GH1ierata
31l ALAAGGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGTLYV GH1 pollastre
T
70
1
61 QTKGTGASGSFKLNK GH1erata
61 QTKGTGASGSFRLSKGH1po||astre

Figura 56. Alineament de les sequieéncies aminoacidiques del domini globular de la histona H1e de rata i
de la histona H1 de pollastre. En verd els residus en hélix a; en blau els residus en fulla .

L’estructura secundaria del domini C-terminal s’ha obtingut per espectroscopia d’infraroig
analitzant el domini C-terminal de la histona H1e de rata descrit en I'apartat 4.2.1. El nombre

d’aminoacids estructurats en hélix o i fulla B consten a la taula 14.

En la taula 14 s’expressa el nombre d’aminoacids corresponents a I'estructuracié en hélix o i
fulla B de cada domini de la histona H1e, el total d’aminoacids i el percentatge total

d’aminoacids estructurats respecte a la proteina sencera.

Taula 14. Contingut en heélix o i fulla B de [Iestimacié d’estructura secundaria
per dominis i total de la histona H1e de rata no fosforilada i fosforilada (5P)
n° d'aminoacids
component % Total
H1e no fosforilada | estructural | N-terminal ~ Globular  C-terminal Total
T .t o 0 40 10 50 22
ampo B 0 13 18 31 14
t o 17 40 32 94 41
DNA B 0 13 21 38 17
H1e fosforilada
T -t a 0 40 7 47 21
ampo B 0 13 41 54 24
t a 17 40 17 74 33
DNA B 0 13 42 55 24
T Tampé HEPES 10 mM, NaCl 140 mM pH 7.
* Relacions proteina/DNA r=0'7.
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4.3.2. Estructura secundaria de la histona H1e no fosforilada en dissolucié

En l'analisi per FTIR de l'estructura secundaria de la histona H1e en dissolucié s’obtingué un
percentage del 20 % d’hélix a i un 22 % de fulla B (Fig. 57 A i C). Segons l'estimacio
d’estructura secundaria que haviem realitzat préviament (Taula 14), s’obtindria un percentatge
de fulla B del 14 %, i en canvi experimentalment, va resultar ser del 22 %. Cal tenir en compte
que els percentatges s’han estimat considerant els tres dominis de la proteina aillats i el nostre
valor experimental prové de la proteina sencera. Els valors de I'hélix o estan d’acord amb
I'estimacio (22 %).

Els altres mutants mostraven uns continguts molt similars, entre 20 i 23 % d’hélix a i entre 20 i
24 % de fulla B (Taula 17). També es pot apreciar com les bandes dels diferents components

de I'estructura tenien posicions practicament idéntiques (Taula 5 de I’Annex).

Taula 15. Percentatges (%) d'estructura secundaria en dissoluci6 de la histona H1e
i els seus mutants T—A

posicions mutades

components estructurals
17/153/171/186 17/145/171/186 17/145/153/186 17/145/153/171

girs 27 35 35 40
helix a 23 20 20 21
estructura desordenada 30 21 21 15
fulla B 20 24 24 24
posicions mutades
components estructurals

17/145/153 171145 17 H1e
girs 30 29 33 38
hélix a 23 23 20 20
estructura desordenada 27 25 23 20
fulla B 20 23 24 22

Percentatges d’estructura secundaria de la histona H1e en dissolucié. Dades experimentals obtingudes per
espectroscopia FTIR en D,O en tampé HEPES 10 mM NaCl, 140 mM pH7. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml.

Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels components individuals (cm'1) dels espectres s’inclouen
en la taula 5 de I'annex.

Es comprova aixi que les diferents mutacions introduides a la proteina no n’afectaven
'estructura secundaria ni feien variar-ne el percentatge dels components estructurals. En tots
els casos els percentatges d’hélix a i fulla § eren similars (amb una variabilitat inferior al 5 %).

Com els valors d’estructura p obtinguts experimentalment amb la proteina sencera sé6n més
elevats que els valors de l'estimacio calculada considerant els tres dominis per separat,
semblaria ser que el fet de tenir la proteina sencera déna estabilitat al domini C-terminal i li

permet adquirir més estructuracio.
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4.3.3. Estructura secundaria de la histona H1e fosforilada en dissolucié

En fosforilar la proteina i analitzar-la per FTIR en dissolucié vam observar dos efectes generals:
una disminucioé d’hélix o i un augment destacable de la fulla . Aquests efectes s’observaren en
totes les espécies i en especial, en I'espécie monofosforilada en la posicié 186 (186P). En la
figura 57 es pot observar la descomposicié de la regié de I'amida | de I'espectre obtingut per
FTIR de la histona H1e i de 'H1e 186P en dissoluciod, no fosforilades i fosforilades.

A B
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Figura 57. Descomposicié de la regié de 'Amida | de la histona H1e en dissoluci6. Espectre obtingut per
FTIR, mesurat en D,O en tampé HEPES 10 mM, NaCl 140 mM pH7 i descompost pel métode de
curvefitting. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml. S’indica en color taronja, el component estructural
d’hélix o i en color blau, la fulla B. A, Hle no fosforilada. B, H1e fosforilada (5P). C,
H1e(T—A17/145/153/171). D, H1e 186P.

Respecte a les proteines no fosforilades en dissolucié es dona una lleugera disminucié d’hélix
o, quedant uns valors entre el 15i el 19 % i un augment de fulla B, quedant entre el 28 i el 34 %
(Taula 16). Més concretament, 'augment es produi en la fulla § de baixa frequéncia (Taula 6 de

'Annex).
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Taula 16. Percentatges (%) d'estructura secundaria en dissolucié de la histona H1e fosforilada i
les seves espécies fosforilades

posicions fosforilades

components estructurals

0 145P | 153P | 171P | 186P 2P 3P 4P 5P
girs 38 26 30 31 24 25 31 29 40
hélix a 20 16 15 17 18 16 16 16 19
estructura desordenada 20 26 23 23 18 28 23 21 13
fulla B 22 32 32 29 40 31 30 34 28

Percentatges d’estructura secundaria de la histona H1e fosforilada en dissolucié. Dades experimentals obtingudes|
per espectroscopia FTIR en D,O en tampé HEPES 10 mM NaCl, 140 mM pH7. La concentracié de la proteina era 5
mg/ml. Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels components individuals (cm'1) dels espectres|
s’inclouen en la taula 6 de I'annex.

En el cas de I'espécie monofosforilada en la posicié 186 (localitzada en I'extrem distal del
domini C-terminal de la proteina), es manté aquesta lleugera disminucié d’hélix o perdo a
diferéncia de les altres espeécies, 'augment de fulla B és molt més considerable. Aquest
augment del 18 % resulta en un total de fulla  del 40 %, fins i tot més que les altres espécies
amb grau més elevat de fosforilacio. Sembla ser, doncs, que en dissolucié hi ha un efecte de la
posicié fosforilada i que no hi ha una relacié proporcional entre 'augment en el nombre de

fosfats incorporats a la proteina i una major induccioé de fulla .

4.3.4. Estructura secundaria de la histona H1e no fosforilada unida a DNA

En l'estudi de I'estructura secundaria de la histona H1e no fosforilada i unida a DNA a una
relacio proteina/DNA (r,w/w) de r=0'7 es va obtenir un contingut del 28 % en hélix a i del 20 %
en fulla B (Taula 17, Fig. 58 A). Els complexos formats amb les proteines mutants no
presentaven diferencies significatives (Taula 17, Fig. 58 B-F).

Les proteines no fosforilades en preséncia de tampdé presentaven un 20-23 % d’hélix a. En
preséncia de DNA aquesta augmenta fins a uns valors de 28-32 % (Taula 17). Contrariament,
els percentatges de fulla B es mantenen igual que en la proteina en tampd, 20-24 %. La unié a
DNA provoca l'augment d’hélix o que afecta per igual a tots els mutants. Aixi també es va
comprovar novament com les mutacions per se no induien canvis significatius en I'estructura

secundaria de les proteines.
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Figura 58. Descomposicio de la regié de 'Amida | de la histona H1e en complexos proteina/DNA (r,w/w) a
r=(0’7). Espectre obtingut per FTIR, mesurat en DO en tampé HEPES 10 mM, NaCl 140 mM pH7, i
descompost pel métode de curvefitting. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml. S’indica en color
taronja, el component estructural d’hélix o i en color blau, la fulla B. A, H1e. B, H1e(T—A17). C,
H1e(T—A17/145). D, H1e(T—A17/145/153). E, H1e(T—A17/145/171/186). F, H1e(T—A17/145/153/171).

Els valors de I'estimacio d’estructura de la histona H1e no fosforilada unida a DNA s6n d'un 39
% per I'hélix o i d’'un 15 % per a la fulla B (Taula 14), representant un augment respecte a 'H1e
no fosforilada en dissolucié del 17 % d’hélix o i un manteniment de la fulla B. En els valors
obtinguts experimentalment, respecte a les proteines en dissolucid, en I'hélix o 'augment que
es dona és entre el 6 i I'11 %. La uni6 a DNA no incrementa els percentatges de fulla § ni
experimentalment ni en les estimacions. En el cas de I'hélix o, contrariament al cas de la

proteina no fosforilada en tampd, els valors no concorden amb I'estimacio.
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Taula 17. Percentatges (%) d'estructura secundaria de la histona H1e i els seus mutants T—A units a
DNA

posicions mutades
17/153/171/186 | 17/145/171/186 | 17/145/153/186 | 17/145/153/171

components estructurals

girs 26 26 31 32
hélix a 29 28 28 32
estructura desordenada 22 25 18 12
fulla B 23 21 23 24
posicions mutades
components estructurals

17/145/153 17/145 17 H1e
girs 30 33 28 34
helix a 30 28 31 28
estructura desordenada 19 16 19 18
fulla B 21 23 22 20

Percentatges d’estructura secundaria de la histona H1e en complexos proteina/DNA (r,w/w) a r=(0'7). Dades|
experimentals obtingudes per espectroscopia FTIR en D,O en tampd HEPES 10 mM NaCl, 140 mM pH7.La concentracid
de la proteina era 5 mg/ml.Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels components individuals (cm'1
dels espectres s’inclouen en la taula 7 de I'annex.

Aixi doncs, s’observa com la unié de 'H1e no fosforilada a DNA indueix un laugment d’hélix
o perd no afecta a la proporcioé de fulla  respecte a la proteina en dissolucié. Podria ser reflex

de l'estructuracié del domini C-terminal.

4.3.5. Estructura secundaria de la histona H1e fosforilada unida a DNA

Un cop analitzada I'estructura secundaria de ’'H1e i els seus mutants units a DNA, es procedi a
I'analisi de les proteines fosforilades també unides a DNA (Fig. 59).

La formacié de complexos de les proteines fosforilades amb el DNA no altera els valors d’hélix
a. Aquests es continuen mantenint entre el 14 i el 18 % (Taula 18). En canvi, la unié6 a DNA
provoca un major augment d’estructuracié en fulla B. Els valors de fulla g en les proteines
fosforilades dels complexos presentaren un augment respecte a les proteines fosforilades en
dissoluciéo (Taula 16), arribant al 38-46 % i de fins al 50 % en el cas de l'espécie
monofosforilada en la posicié 186. Aquesta espécie fosforilada en dissolucié ja presentava un
percentatge de fulla B del 40 %, superior a la resta d’espécies fosforilades. L'espécie amb més
estructuracio en fulla B de les especies amb més d'un fosfat és la trifosforilada amb un 46 %.

Tant I'espécie 4P com la 5P tenen percentatges inferiors (42 % i 41 %, respectivament).
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Figura 59. Descomposicid de la regié6 de 'Amida | de la histona H1e fosforilada en complexos
proteina/DNA (r,w/w) a r=(0’7). Espectre obtingut per FTIR, mesurat en D,O en tampé HEPES 10 mM,
NaCl 140 mM pH7, i descompost pel metode de curvefitting. La concentracié de la proteina era 5 mg/ml.
S’indica en color taronja, el component estructural d’helix o i en color blau, la fulla B. A, 5P. B, 4P. C, 3P.
D, 2P. E, 153P. F, 186P.

En les proteines fosforilades dels complexos amb DNA, els valors d’hélix a. van disminuir un 10-
14 % i els de fulla  van augmentar entre el 18 i el 30 % respecte a les proteines no fosforilades
dels complexos. El maxim increment observat és en el mutant 186P (30 %) seguit del mutant
trifosforilat (26 %) (Taula 20).

Taula 18. Percentatges (%) d'estructura secundaria de la histona H1e i les seves espécies
fosforilades unides a DNA

posicions fosforilades
components estructurals

0 145P | 153P | 171P | 186P 2P 3P 4P 5P
girs 34 22 26 22 18 21 24 26 28
hélix a 28 14 17 17 15 15 16 16 18
estructura desordenada 18 26 17 20 17 24 14 16 13
fulla B 20 38 40 41 50 40 46 42 41

Percentatges d’estructura secundaria de la histona H1e fosforilada en complexos proteina/DNA (r,w/w) a r=(0'7),
Dades experimentals obtingudes per espectroscopia FTIR en D,O en tamp6é HEPES 10 mM, NaCl 140 mM pH7. La
concentracié de la proteina era 5 mg/ml. Valors arrodonits al nombre enter més proxim. Les bandes dels
components individuals (cm'1) dels espectres s’inclouen en la taula 8 de I'annex.

116



Capitol 3

Per tant, en les proteines fosforilades unides a DNA es va observar un efecte dependent de la
posici6 fosforilada i que un major nombre de fosforilacions no es correlaciona amb un augment

d’estructuracio, ja que com es pot observar en la taula 20, les espécies 4P i 5P contenen

menys [ que la 3P.
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Caracteritzacio de la interaccid amb el DNA de la
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Capitol 4

4.4.1. Capacitat d’agregaci6 del DNA de les espécies fosforilades de la histona H1e i del

seu domini C-terminal

Seguint amb I'estudi dels efectes de la fosforilacié en la histona H1e i dels seus mutants per als
motius (S/T)-P-X-Z, varem fer una analisi de la capacitat d’agregacié de fragments de DNA que
mostraven aquestes espécies fosforilades per mitja de gels de retard en agarosa.

Els fragments de DNA (de 50 pb) formen uns complexos amb la proteina que en funcié de la
capacitat d’agregacié de la proteina tindran una mida determinada que en alguns casos
impedira que el complex pugui entrar en el gel.

Primerament, calia saber la relacié proteina/DNA (pes/pes) en la qual s’observés tant DNA
lliure com la formacié de complexos. En el cas del domini C-terminal de 'H1e (CH1e) aquestes

2 utilitzarem dues

relacions ja les coneixiem per experiments anteriors del nostre grup %
relacions: r=0'45 i r=0’5.

Per 'assaig amb I'H1e sencera i les seves espécies fosforilades es va fer una titracié amb I'H1e
per tal de trobar la relacié adequada. La relacié escollida va ser r=1'05. Com es pot observar en
el gel de la figura 60, corresponent a la titraci6 de I'H1e sencera, la primera relacié on es

formen agregats és a r=1. A partir de r=1'05 els agregats formats ja no entren en el gel.

Oligo ) ) ) ) )
50 pb 1 1705 11 115 12 125

Figura 60. Titraci de DNA amb [I'Hle
sencera.

Petites variacions en la relacio proteina/DNA (pes/pes) afecten molt a la formacié dels
agregats, per aquest motiu és important realitzar un correcte equilibrat de les proteines que
s’utilitzen en l'assaig mitjancant electroforesi SDS-PAGE (Fig. 61 C per al domini C-terminal i

Fig. 62 B per a la proteina sencera). Les proteines que s'utilitzaren en I'assaig foren el CH1e i
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les seves espécies fosforilades: 153P, 171P, 186P, 2P, 3P i 4P (Taula 4); i 'H1e i les seves
espécies fosforilades: 171P, 186P, 2P, 3P, 4P i 5P (Taula 5).

Amb el domini C-terminal a r=0’45 la maxima agregacio es dona en les espécies amb major
grau de fosforialcio, en 3P i 4P. El domini sense fosforilar i les altres espécies parcialment
fosforilades també presentaven capacitat d’agregar perd en menor grau, ja que com es pot
observar en la figura 61 A, hi ha formacié d’agregats de menor mida i que poden entrar en el
gel i a més, encara queda DNA lliure. Les espéecies amb menor capacitat d’agregacié son la
186P i la 2P. A r=0’5 augmenta la formaci6é d’agregats amb totes les proteines excepte en el
cas de 153P (Fig. 61, B). A aquesta relacié6 el CH1e no fosforilat ja aconseguia agregar la
totalitat del DNA com ho feien 3P i 4P.

A C

Oligo
50 pb OP 153P 171P 186P 2P 3P 4P

OP 153P 171P 186P 2P 3P 4P

B

Oligo

50 pb oP 153P  171P 186P 2P 3P 4P

Figura 61. Gel de retard de fragments de DNA de 50 pb amb el domini C-terminal de la histona H1e i les
seves especies fosforilades. A, r=0'45. B, r=0’5. C, gel SDS-PAGE del correcte equilibrat de les proteines.

En el cas de la proteina sencera i les seves espécies fosforilades s’observa que la proteina que

menor capacitat d’agregacié del DNA presentava era l'espécie monofosforilada 171P. La
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proteina no fosforilada i I'espécie difosforilada presentaven una capacitat d’agregacié del DNA
intermédia i les 3P, 4P i 5P agregaven la totalitat dels fragments del DNA (Fig. 62 A).

Es torna a evidenciar, com en el capitol anterior, les caracteristiques diferencials de I'espécie
monofosforilada en la posicid 186. A diferéencia de l'altre espécie monofosforilada i de la
difosforilada, la 186P presenta la capacitat d’agregar totalment els fragments DNA, com ho
feien els mutants 3P, 4P i 5P (Fig. 62 A). Aquestes espécies fosforilades que tenen la capacitat
d’agregar totalment el DNA, coincideixen en ser les que més fulla B adquireixen.

Es veu doncs, com la capacitat d’agregacio total es dona sempre a partir de l'incorporacioé de
tres grups fosfat, a excepcié de I'espécie monofosforilada 186P que també mostra aquesta

capacitat.

A

Oligo
50 pb oP 171P 186P 2P 3P 4P 5P

oP 171P 186P 2P 3P 4P 5P

Figura 62. A, gel de retard de fragments de DNA de 50 pb amb la histona H1e i les seves espécies
fosforilades a relacié proteina/DNA de r=1'05. B, gel SDS-PAGE del correcte equilibrat de les proteines.
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4.4.2. Determinacié de I'afinitat relativa pel DNA de la histona H1e i les seves espécies

fosforilades

Per determinar les afinitats relatives de les diferents espécies fosforilades de la histona H1e es
van realitzar assaigs de competicié entre una de les espécies fosforilades de la histona H1e i
un altre subtipus d’histona (H10 i H1c) o la mateixa H1e no fosforilada, per una quantitat
limitada de DNA. Els assaigs es van realitzar amb un excés de proteina (3:1) i a concentracié
de NaCl fisiologica (140 mM) on la unié al DNA és cooperativa 2",

En total es van fer assaigs de competici6 amb 21 parelles diferents (Fig 63 i 64). Aquest
nombre de parelles ens permeten estimar les afinitats relatives de cada espécie fosforilada de
la histona H1e pel DNA i calcular I'error associat a I'estimacio d’aquestes.

Tal com es descriu en I'apartat 3.2.4., els assaigs s’analitzaren per mitja d’electroforesis SDS-
PAGE en les competicions entre diferents subtipus d’histona i electroforesis AU-PAGE en les
competicions entre diferents espécies fosforilades de 'H1e.

S’observa com en totes les competicions de totes les espécies fosforilades de I'H1e i 'lH1c amb
I'H1°, aquesta Ultima sempre és més abundant en els complexos de DNA (precipitats) o la
menys abundant en els sobrenedants (Fig. 63). Si ens fixem en les competicions de I'H1e amb
les seves especies fosforilades, sempre la més abundant en els precipitats era 'H1e no
fosforilada (Fig. 64).

oP 145P 153P
P s I P S | P s 1
£ o o
171P 186P 2P
P S I P s | P s |
i e il
3P 4P 5P
P S I P S | P S |
Hle P Hie P Hle P
H10 H10 H10

Figoura 63. Assaigs de competicié pel DNA SAR entre H1e i els seus mutants fosforilats i H1%i entre H1c i
H1".
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145P 153P 171P 186P
P s | P S | P s P S |
H1e P
H1e no P
2P 3P 4P 5P
P S | P S [ P S [
H1e P
H1e no P

Figura 64. Assaigs de competicidé pel DNA SAR entre 'H1e no fosforilada (H1e no P) i les seves espécies
fosforilades (H1e P).

La proporciéd de cada subtipus o espécie fosforilada en els complexos de DNA (precipitats) i
lliure en els sobrenedants es va determinar a partir dels gels d’acrilamida tenyits amb
coomassie brilliant blue.

En la taula 19 es mostra la quantificacié de cada precipitat i de cada sobrenedant de les

parelles de proteines que competien en els assaigs.
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Taula 19. Intensitats de les bandes dels experiments de competicié pels fragments de DNA per
parelles de subtipus i/o espécies fosforilades.
subtipus/espécie intensitat bandes subtipus/espécie intensitat bandes
fosforilada P S fosforilada P S
H1e OP 0,85 0,04 H1e 145P 1,65 2,66
H1° 0,85 0,03 H1c 1,83 4,22
H1e OP 1,20 0,58 H1e 145P 0,86 2,43
H1° 1,28 0,42 H1c 1,01 3,79
H1e 145P 0,42 2,19 H1e 153P 1,17 2,30
H1° 0,28 0,81 Hic 1,62 3,55
H1e 145P 0,34 1,35 H1e 153P 0,79 2,16
H1° 0,21 0,45 H1c 1,25 3,55
H1e 153P 0,28 1,52 H1le 171P 0,76 1,82
H1° 0,26 0,61 Hic 1,14 3,15
H1le 171P 0,37 0,79 H1e 145P 0,84 1,87
H1° 0,42 0,39 H1e OP 1,94 2,58
H1e 186P 0,22 0,36 H1e 153P 0,17 0,52
H1° 0,32 0,25 H1e OP 0,32 0,56
H1e 2P 0,11 3,41 H1e 171P 0,22 0,29
H1° 0,25 2,37 H1e OP 0,37 0,33
H1e 2P 0,09 2,88 H1e 186P 0,44 10,02
H1° 0,24 2,03 H1e OP 0,54 6,31
H1e 3P 0,06 5,24 H1e 2P 1,14 2,92
H1° 0,26 2,25 H1e OP 2,18 1,56
H1e 4P 0,46 3,00 H1e 3P 0,48 1,51
H1° 2,30 0,40 H1e OP 1,40 0,66
H1e 5P 0,67 4,05 H1e 4P 0,25 3,92
H1° 1,52 0,24 H1e OP 3,02 1,23
H1e OP 2,37 2,65 H1e 5P 0,25 4,75
H1c 1,15 4,17 H1e OP 2,82 1,23
H1e OP 1,24 2,50
H1c 0,58 4,20

A partir de les intensitats de les bandes dels precipitats (complexos proteina/DNA) i dels
sobrenedants (proteina lliure) en les electroforesis SDS-PAGE i AU-PAGE (Taula 19) es van
determinar les afinitats relatives pel DNA de la histona H1e i de cada una de les espécies

fosforilades (Taula 20) pel métode utilitzat per Orrego i col. ?** descrit a continuacio.

Els equilibris per a cada reaccioé d’afinitat entre dues proteines soén:

i + DNA =5 iDNA
j+DNA *—5 jDNA

oniij son les espécies que competeixen per una quantitat limitada de DNA en cada reaccié i

iDNA i jDNA soén els corresponents complexos formats.
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Les constants d’equilibri sén:

[iDNA] [iIDNA]

Konal = ——————— Konal = ———————
[i]+[DNA] [j]1+[DNA]

Aixi I'afinitat d’'un mutant de I'H1e i pel DNA respecte al mutant j es defineix com:

[iDNA]
4 x [DNA]

Kpnal UDNy
[i]1x[DNA]

En la reaccid, les constants d’afinitat relativa no depenen de la concentracié de DNA lliure

KDNAi

perqué és la mateixa per ambdoés equilibris, per tant, es pot dir que I'afinitat relativa d’'un mutant

i pel DNA respecte a l'altre mutant j és:

[iDNA] x [j]
Kpnal  [11X [DNA]

KDNAi

Amb I'equacié anterior com expressié de la constant d’afinitat relativa es van obtenir les
afinitats relatives de la histona H1e i dels diferents mutants fosforilats per el DNA SAR.
Per exemple es va calcular I'afinitat relativa de 'H1e no fosforilada (H1e OP) pel DNA respecte
alaH1°

Kana ¢ "M’ [H1e OP-DNA] [H1°] / [H1e OP] [H1°-DNA]

Kana ¢ %= [0°2] [0°92] / [ 0°71] [0°31]

Ky H1e OP/H1°_ 081
Es repeti aquest calcul amb els valors de les intensitats de la taula 19 per tal obtenir totes la

resta d’afinitats relatives de cada parella de mutants analitzada. En la taula 20 es mostren totes

les afinitats relatives calculades.
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Taula 20. Valors de les afinitats relatives entre I'Hle no fosforilada
i les seves espécies fosforilades
Koxa ) afinitat pel DNA Kona afinitat pel DNA

H1e OP/H1° 0,685 0,68 H1e 145P/H1e OP 0,630

H1e 145P/H1° 0,566 0,538 H1e 153P/H1e OP 0,585

H1e 153P/H1° 0,432 H1e 171P/H1e OP 0,687

H1e 171P/H1° 0,442 H1e 186P/H1e OP 0,025

H1e 186P/H1° 0,466 H1e 2P/H1e OP 0,023

H1e 2P/H1° 0,299 0,248 H1e 3P/H1e OP 0,518

H1e 3P/H1° 0,102 H1e 4P/H1e OP 0,279

H1e 4P/H1° 0,027 H1e 5P/H1e OP 0,150

H1e 5P/H1° 0,025

H1e OP/H1c 3,617 3,250

H1e 145P/H1c 1,430 1,328

H1e 153P/H1c 1,113 1,035

H1e 171P/H1c 1,147

* Els valors corresponen a experiments individuals.

4.4.2.1. Estimacié de les afinitats relatives de la histona H1e i les seves espécies
fosforilades a partir d’experiments per parelles.

La competicié entre els diferents subtipus permet estimar amb precisié les afinitats relatives
dels subtipus o mutants. S'utilitza un metode estadistic per realitzar I'estimacié de les afinitats
relatives entre les especies fosforilades de I'H1e. Per a I'estimacié s’analitzaren I'H1e i les
seves 8 especies fosforilades, I'H1%i 'H1c. Aquesta estimacio es realitza a partir de les afinitats
relatives obtingudes amb els experiments de competicié (Taula 20). L'Us d’aquest metode per a
I'estimacio de les afinitats relatives va ser descrit per Orrego i col. 2.

Aquest métode estadistic es basa en considerar I'estimacié del valor de n parametres (en el
nostre cas, les constants absolutes de cada proteina pel DNA) com

A partir de diverses mesures experimentals dels seus quocients (les afinitats relatives

obtingudes a partir dels experiments de competicio)

kilk; (i#]) ~ k"
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Aquesta informacié no permet estimar el valor absolut de les k; ja que hi haura sempre la
indeterminacié d’'un factor multiplicatiu. Per eliminar aquesta indeterminacié imposem la
condicio

ki=1 (1)

També suposem que una mesura experimental ki/k; és equivalent a una mesura kyk. En
general, les mesures experimentals no inclouen necessariament totes les parelles possibles i, j.
També és possible que per a una mateixa parella i, j es disposi de diverses dades
experimentals. wj representa el nombre de mesures experimentals existents per a ki/k; (w; = 0;
Wi = W;) i ajq ( = 1... w;) els valors d’aquestes mesures (ajq = 1/ajq).

En el nostre cas, I'estimacié dels parametres k; esta sobredeterminada, és a dir, hi ha més

dades que parametres i les dades combinen tots els indexs i.

Si les mesures experimentals fossin exactes es compliria

ki/kj = Qjjq (2)

Mitjancant els canvis de variable

Xi=Ink;

bjq = In ajq

les relacions (1) i (2) es tradueixen en el sistema lineal

Xi=Xj = bij (33)
=0 (3b)

A causa dels errors experimentals, en general el sistema (3) no sera compatible.
Estadisticament es pot considerar que per a cada parella i, j els valors by, sén observacions
d’una variable aleatoria X; de mitjana x-x;. A falta de més informacio, suposarem que aquestes
variables tenen totes la mateixa desviacio tipica o. El problema consisteix doncs, en estimar els
parametres x; a partir dels valors by, considerats com observacions d’unes variables aleatories
de mitjana x-x; i de desviacio tipica c.

Com és habitual en aquests casos, es pren com estimacié dels x; (i > 1) els valors x; que
minimitzin I'error quadratic mig. Utilitzarem l'aplicacié de regressié multiple de I'opcié analisi de
dades del programa Excel, métode que permet minimitzar I'error quadratic mig.

En total, es poden formar 52 parelles de competicio diferents, perd amb 10 parelles és suficient
per determinar les afinitats relatives de les nou proteines. En el nostre analisi varem utilitzar 21

parelles. En alguns casos les parelles estaven repetides, tenint un total de 28 valors.
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En la taula 21 es mostren els valors estimats de les afinitats relatives de la histona H1e i les
seves espécies fosforilades i de 'H1c respecte a la histona H1°. Els errors es van calcular amb
un nivell de confianga del 95 %. Els errors es calculen a partir de la transformacié logaritmica
dels valors de ki ajq, per aquest motiu els valors dels errors inferiors i superiors del valor
promig son diferents un cop s’inverteix la transformacio logaritmica. En aquesta mateixa taula
es mostra també el valor promig i el percentatge d’error a més de les diferéncies dels valors
superior i inferior. Aixi mateix, es varen calcular aquests valors respectes a 'H1e (Taula 22) i a

totes les seves espécies fosforilades.

Taula 21. Estimacié dels valors de les afinitats relatives de la histona H1e no fosforilada
i les seves espécies fosforilades i de H1c pel DNA respecte a I'H1°
Kbna il estimacio dif. inferior  dif. superior promig % d'error

H1e OP/H1° 0,860 0,097 0,110 0,104 12,05
H1e 145P/H1° 0,515 0,084 0,100 0,092 17,81
H1e 153P/H1° 0,413 0,076 0,093 0,085 20,51
H1e 171P/H1° 0,467 0,092 0,114 0,103 22,01
H1e 186P/H1° 0,459 0,085 0,104 0,095 20,65
H1e 2P/H1° 0,261 0,048 0,060 0,054 20,65
H1e 3P/H1° 0,115 0,019 0,023 0,021 18,53
H1e 4P/H1° 0,024 0,004 0,005 0,004 18,53
H1e 5P/H1° 0,022 0,004 0,004 0,004 18,53
H1c/H1° 0,340 0,055 0,066 0,061 17,79

Taula 22. Estimacio dels valors de les afinitats relatives de la histona H1e i les seves espécies
fosforilades i de I'H1c pel DNA respecte a I’'H1e no fosforilada
Kona il estimacio dif. inferior  dif. superior promig % d'error

H1e 145P/H1e OP 0,599 0,099 0,118 0,108 18,09
H1e 153P/H1e OP 0,480 0,086 0,105 0,096 19,90
H1e 171P/H1e OP 0,543 0,105 0,130 0,118 21,63
H1e 186P/H1e OP 0,534 0,104 0,129 0,116 21,82
H1e 2P/H1e OP 0,304 0,059 0,073 0,066 21,82
H1e 3P/H1e OP 0,133 0,022 0,027 0,025 18,53
H1e 4P/H1e OP 0,028 0,005 0,006 0,005 18,53
H1e 5P/H1e OP 0,026 0,004 0,005 0,005 18,53
H1%H1e OP 1,163 0,132 0,149 0,140 12,05
H1c/H1e OP 0,396 0,060 0,070 0,065 16,37

El resum del calcul de totes les afinitats es mostra en la taula 23 i en la taula 24 es mostren els

errors corresponents per a cada estimacio.
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Taula 23. Estimacié dels valors de les afinitats relatives de H1e no fosforilada
i les seves espécies fosforilades pel DNA
Kona il H1e OP 145P 153P 171P 186P 2P 3P 4P 5P (i)
H1e OP 1 0,599 0,480 0,543 0,534 0,304 0,433 0,028 0,026
145P 1,669 1 0,633 0,703 0,685 0,390 0,475 0,037 0,034
153P 2,084 1,248 1 1,132 1,112 0,633 0,278 0,058 0,054
171P 1,841 1,103 0,883 1 0,983 0,560 0,246 0,052 0,047
186P 1,873 1,122 0,899 1,018 1 0,569 0,250 0,052 0,048
2P 3,825 1,971 1,579 1,787 1,756 1 0,439 0,092 0,085
3P 7,497 4,492 3,598 4,073 4,002 2,279 1 0,210 0,193
4P 35,694 21,385 17,130 19,390 19,053 10,850 4,761 1 0,919
5P 38,829 23,263 18,634 21,093 20,727 11,803 5,1791 1,0878 1
()
En negreta s'indiquen les afinitats relatives pel DNA de cada espécie fosforilada de I'H1e respecte I'H1e no|
fosforilada.

Taula 24. Errors (%) corresponents a cada estimacié dels valors de les afinitats
relatives pel DNA de I’'H1e no fosforilada i les seves espécies fosforilades
Koxa!  H1eOP 145P 153P  171P  186P 2P 3P 4P 5P (i)
H1e OP 0,108 0,096 0,118 0,116 0,066 0,025 0,005 0,005
145P 0,302 0,150 0,181 0,182 0,104 0,043 0,009 0,008
153P 0,415 0,296 0,306 0,315 0,179 0,073 0,015 0,014
171P 0,398 0,284 0,239 0,289 0,165 0,067 0,014 0,013
186P 0,409 0,298 0,254 0,300 0,164 0,067 0,014 0,013
2P 0,790 0,524 0,446 0,527 0,506 0,118 0,025 0,023
3P 1,389 1,098 0,942 1,119 1,081 0,615 0,052 0,048
4P 6,615 5229 4484 5326 5145 2930 1,185 0,229
5P 7,196 5688 4,878 5794 5596 3,187 1,289 0,271
(i)

La competicié entre els subtipus i les diferents espécies fosforilades ens va permetre estimar

amb precisi6 les afinitats relatives pel DNA. L’ordre d’afinitats pel DNA de major a menor és:

H1e OP (1) > H1e 145P (0'6) = H1e 171P (0'54) = H1e 186P (0'53) = H1e 153P (0'48) >
H1e 2P (0'3) > H1e 3P (0'13) > H1e 4P (0'028) = H1e 5P (0'026)

Els valors entre paréntesi indiquen les afinitats de les diferents espécies fosforilades en relacié
amb el subtipus unit més fortament, que és I'H1e no fosforilada (OP). La diferéncia d’afinitat
relativa entre I'especie fosforilada amb menor afinitat, 'H1e 5P, i la de major, 'H1e OP, és

d’aproximadament 39.
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L’efecte més important s’observa en les espécies amb major grau de fosforilacio, 'H1e 4P i
'H1e 5P. L’efecte va disminuint progressivament en disminuir el grau de fosforilacié. Les

espécies monofosforilades disminueixen I'afinitat aproximadament a la meitat (Fig. 65).
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Figura 65. Representacio grafica dels valors d’afinitat relativa de I'H1e no fosforilada i de cada espécie
fosforilada. Es mostren les barres d’error dels valors.

En la figura 65 es representen els valors de les afinitats relatives pel DNA de cada espécie

fosforilada de I'H1e respecte a I'H1e no fosforilada, valors ressaltats en negreta en la taula 23.
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Efectes de la fosforilacio del domini C-terminal de la histona H1° sobre la interaccié amb
el DNA

La histona H1 esta formada per tres dominis, un domini globular flanquejat per uns dominis
terminals que es troben poc estructurats en dissolucié aquosa. El domini C-terminal representa
gairebé el 50 % de la proteina i la distribucié de les seves carregues és molt uniforme malgrat
la variacié de la seqiiéncia en els diferents subtipus de I'H1 .

En aquest treball s’ha caracteritzat la unié del domini C-terminal de la histona H1° fosforilat ja
que la fosforilacio és la principal modificacié post-traduccional en la histona H1. La majoria dels
llocs de fosforilacié els trobem situats en el domini C-terminal. EI domini C-terminal de la
histona H1° conté tres motius S/T-P-X-Z fosforilables per la quinasa CDK2.

Les histones H1 s’han caracteritzat com a proteines d’'unié a seqiiéncies de tipus SAR 2! Les
sequencies SAR soén riques en adenina i timina (>70 %) disposades en trams homopolimérics,
poli(dA)-poli(dT), coneguts com A-tracts. La unié d’H1 és altament cooperativa i dependent de
NaCl 2" i esta més determinada per la preséncia dels A-tracts que per la propia seqliéncia de

SAR 21342343, 236, 344 F15 A tracts tenen certes caracteristiques estructurals com per exemple,

7. 238 E| domini C-terminal va ser identificat com el maxim

330

un solc menor més estret
responsable de la unié de la histona H1 a les sequiencies SAR *. En aquest mateix estudi es
va concloure que el domini C-terminal, com la proteina sencera, mantenia la cooperativitat
d’interaccié amb el DNA.

Els resultats obtinguts en aquesta tesi mostren que el domini C-terminal trifosforilat manté la
preferéncia d’unié per les sequéncies de DNA tipus SAR. També en la proteina parcialment
fosforilada (mono- i difosforilada) es manté la preferéncia per la SAR. En tots els casos, fins
que no ha precipitat tota o gairebé tota la SAR no comenga a precipitar el pUC19. Aixi, aquesta
preferéncia per les seqliiencies SAR sembla més inherent a la seva propia estructura i no
depén ni de la fosforilacié de la proteina ni de la mida del fragment de DNA. Les seqiiéncies
SAR tenen un solc menor més estret que afavoreix que hi hagi una densitat de carrega més
alta. Per tant, en interaccionar els lligands amb elevada carrega cationica, com és el domini C-
terminal de la histona H1, amb les seqiéncies SAR, que tenen un solc menor més estret,
s’afavoriria uns contactes electrostatics més intensos i una unio6 preferencial.

En cromatina a relacions proteina/DNA subestequiométriques, 'elevada afinitat de les H1 per
SAR podria garantir la saturacié de les sequéncies SAR per I'H1 preferentment a d’altres
sequéncies 330,

En experiments de competicioé entre el domini C-terminal no fosforilat i el C-terminal trifosforilat,
es posa de manifest la menor afinitat d’aquest ultim pel DNA. L’afinitat relativa pel DNA
disminueix aproximadament en un factor de 3. Els fosfats actuen neutralitzant la carrega neta
de la proteina, en concret del domini C-terminal, i fan disminuir I'afinitat pel DNA.

Com comentavem anteriorment, el domini C-terminal mostra una unié cooperativa a DNA 330,
S’ha observat que en ser totalment fosforilat aquest, continua mantenint la cooperativitat d’unié

al DNA, tot i que requereix relacions proteina/DNA més elevades que el C-terminal no fosforilat
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per precipitar. També s’ha pogut constatar la importancia de la preséncia de forga idnica en el
medi per afavorir la unié cooperativa al DNA, més evident en el cas del C-terminal fosforilat, ja
sigui pUC19 o SAR. En abséncia de forga ionica, no s’aconsegueix la precipitacio total del
domini C-terminal trifosforilat a cap de les relacions proteina/DNA utilitzades. La pérdua de
cooperativitat €és menor en la SAR que en el pUC19 ja que a 1’75, la relaci6 maxima estimada,
queda aproximadament un 40 % de SAR per precipitar i encara un 56 % de pUC19.

Aquesta major disminucié de la cooperativitat en el C-terminal trifosforilat també es mostra en
fragments petits de DNA, com en I'oligdmer de 50 pb del nostre assaig. Es forma un complex
molt petit i dificil de precipitar. Es repeteix aqui el mateix que succeeix en abséncia de forca
ionica. El domini C-terminal no fosforilat manté una cinética cooperativa i s’aconsegueix la seva
total precipitacio, tot i que a relacions més elevades de proteina/DNA. Per contra, el C-terminal
trifosforilat perd la cooperativitat d’unié i només en precipita un 50 %. La fosforilacié debilita la
unio de I'H1 al DNA, fet que podria facilitar la obertura de la cromatina 2*°.

Els espectres de dicroisme circular fan suposar que la fosforilacid del domini C-terminal
provoca una forma d’interaccié amb el DNA diferent. Segons s’ha interpretat en la literatura,
'espectre y apareix per I'agregacio ordenada de les molécules de DNA i la seva induccio
depén de les condicions del medi (for¢a idnica, polaritat, etc.), de les caracteristiques del DNA i

333335 En analitzar el domini C-terminal de la histona

de la preséncia de molécules inductores
H1°%i les seves especies fosforilades amb diferents fragments de DNA, es va observar que tots
soén capacos d’induir I'espectre y, excepte en el cas del fragment de 50 pb. Les espécies
fosforilades interaccionen de diferent manera amb els fragments petits de DNA, fet que
s’observa tant en els espectres de dicroisme circular com en les corbes de precipitacié. Pel que
fa als DNAs de major mida, s’observa que a una mateixa relacié proteina/DNA, les espécies
fosforilades son capaces d’induir un espectre y més intens que el domini no fosforilat, mostrant
una major capacitat d’agregacio ordenada del DNA.

Una possible explicacié per a les diferéncies observades entre el domini C-terminal no fosforilat
i el fosforilat podria romandre en el seu binding site. Com es pot observar en les corbes de
precipitacio, per precipitar el DNA es necessita més proteina amb el domini fosforilat. EI domini
fosforilat tindria un binding site més petit que el domini no fosforilat, és a dir, en un mateix
fragment de DNA, s’hi podrien unir més molécules del domini C-terminal fosforilat que del no
fosforilat. El fet que el domini C-terminal fosforilat tingués un binding site més petit indicaria que
la fosforilacié indueix una major estructuracié del domini i que en conseqiéncia, fara que
interaccionés amb el DNA de diferent manera (com es veu en els espectres de dicroisme

circular).
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Efectes de la fosforilacié sobre I’estructura secundaria de la histona H1e i el seu domini

C-terminal i sobre la seva interaccié amb el DNA

El domini C-terminal de la histona H1e (CH1e) de rata és ric en lisina, prolina, alanina i serina.

Aquests aminoacids son considerats com a promotors de desordre 346

. En dissolucié aquosa el
CH1e es troba poc estructurat perd en unir-se a DNA adquireix major estructuracié secundaria.
Aquestes caracteristiques fan que el domini C-terminal es pugui classificar dins del grup de
proteines intrinsecament desordenades (Intrinsically disordered proteins, IDP) """ %*".

La uni6é del domini C-terminal de la histona H1e a DNA indueix a un important augment d’hélix
o i un lleuger augment de fulla . El CH1e en dissolucié conté un 10 % d’hélix a. i un 18 % de
fulla B, és a dir, només s’estructura menys d’un ter¢ del domini. En unir-lo a DNA, augmenta
'estructuracié obtenint fins a un 30-32 % dhélix o i un 20-21 % de fulla B. Aquest
comportament és similar al descrit pel domini C-terminal de I'H1° en unir-se a DNA %2,

La fosforilacid per quinases dependents de ciclines és la modificacié post-traduccional més
important de la histona H1. Es un fenomen dependent del cicle cel-lular i el seu grau maxim
s’assoleix en els cromosomes metafasics **® 2. El nombre de fosfats varia en cada subtipus i
la majoria de les dianes es troben en el domini C-terminal.

El CH1e de rata conté 4 motius S/T-P-X-Z fosforilables per la quinasa CDK2. La fosforilacié
dels motius S/T-P-X-Z del domini C-terminal de la histona H1e unit a DNA provoca una
disminucié d’helix o i un augment de fulla B. Les espécies fosforilades que més fulla
adquireixen son la trifosforilada i la tetrafosforilada.

El domini C-terminal de la histona H1e (CH1e) i les seves espécies fosforilades es varen
estudiar a dues relacions proteina/DNA (r,w/w), a r=0’5 i a r=0'7. En comparar les dues
relacions, s’observa que l'increment d’estructuracio en forma de fulla B del CH1e trifosforilat i
tetrafosforilat és dependent de la relacid proteina/DNA dels complexos. A major relacio
proteina/DNA, més fulla f adquireix la proteina. En el 3P la diferéncia de fulla § entre ambdues
relacions és del 21 % i en el 4P és del 13 %. Les altres espécies fosforilades no mostren
aquest comportament i tant I'hélix oo com la fulla B es mantenen en valors similars en les dues
relacions. La relacié 0’7 és la relacid de saturacié i en la qual es troben afavorides les
interaccions proteina-proteina. Aquesta interaccié entre proteines podria afavorir una major
estructuracioé del domini que no es déna a relacions proteina/DNA menors. Aquest efecte de la
relacié proteina/DNA també va ser observat amb el domini C-terminal de la histona H10 3%,

Tot i aquest important augment d’estructuracio en fulla g del 3P, arribant a un 55 %, aquest és
inferior a I'adquirida pel domini CH1° trifosforilat també en complexos proteina/DNA, el qual
amb un 76 % de fulla B arriba a adquirir una conformacié del tipus tot-p. Aquestes dades
reforcen la hipotesi que existeixen diferencies funcionals entre els diferents subtipus de la
histona H1.

Després de l'analisi de I'efecte de la fosforilacié en la induccié d’estructura secundaria del

domini C-terminal de 'H1e, es procedi a I'analisi de la proteina sencera.
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L’estructura secundaria de la histona H1e sencera en dissolucié aquosa obtinguda a partir dels
espectres de FTIR conté 20-23% d’hélix a i 20-24% de fulla B. Aquesta estructuracié es deu
fonamentalment a [I'estructuracié del domini globular. EI domini globular és estable en
condicions ioniques fisioldgiques. Conté 3 motius helix o a més d’'una fulla p antiparal-lela i és

el domini més conservat evolutivament '*

. Els valors experimentals i els valors estimats
d’estructuracié secundaria coincideixen en el cas de I'hélix o perd difereixen en la fulla B. Els
valors de fulla B experimentals son més elevats que els valors de I'estimacié calculada
considerant els tres dominis per separat (14% de fulla B en I'estimaci6é). D’aquest fet, podem
deduir que en el cas de la proteina sencera hi ha una major estructuracié probablement perqué
el domini globular confereix una major estabilitat estructural a la proteina i permet una major
estructuracié dels dominis terminals.

La proteina en dissoluci6 té més estructura de la que es pot atribuir al domini globular, per tant,
aquesta major estructuracié ha de ser resultat de I'estructuracié dels dominis terminals. Els
dominis terminals estan classificats com a proteines intrinsecament desordenades (IDP) perd
considerant que els nostres resultats de la proteina descrits en el paragraf anterior caldria
assenyalar que els dominis terminals aillats si es comporten com IDP perod quan els dominis
formen part de la proteina sencera, aquest comportament afecta una menor proporcié del
domini.

La uni6é a DNA té efectes desiguals depenent de si la proteina esta o no fosforilada. En 'H1e no
fosforilada, la formacié de complexos amb el DNA indueix 'augment de I'hélix o, en canvi en la
proteina fosforilada indueix 'augment de la fulla B. Per contra, en la proteina fosforilada en
dissolucid, la unié del DNA no té efecte sobre I'hélix o perd si sobre la fulla p.

La fosforilacié dels motius S/T-P-X-Z de la histona H1e provoca un canvi estructural en la
proteina: la disminucié d’hélix a i 'augment de fulla B. L’efecte més important és en els
complexos on la fosforilacié provoca que I'hélix o disminueixi a la meitat i la fulla B augmenti el
doble respecte a les proteines no fosforilades unides a DNA.

L’augment de fulla g en detriment de I'hélix o com a conseqiiéncia de la fosforilacio s’ha descrit
en diverses proteines amiloides. En encefalopaties pridniques s’ha vist que la interaccié amb el
DNA converteix la isoforma nativa d’hélix a en una isoforma de fulla B similar a la trobada en

347 292 Tot j aixi, estudis

estats fibrilars **'. A més, I'H1 s’ha trobat associada a fibres amyloid-like
per FTIR mostren que I'estructura de proteines amb fulla § nativa i la de les fibres amiloides sén
diferents i que és necessaria una important reorganitzacio estructural per que es formin fibres
amiloides a partir d’'una proteina amb fulla B **®. A més, hi ha evidencies que suggereixen que
la formacié de fibres amiloides involucra el trencament de bona part de les interaccions natives
de la proteina alhora que necessita com a minim, un desplegament parcial de I'estructura
nativa **°. En el nostre cas aquesta reorganitzacio estructural necessaria per a la formacié de
fibres amieloides vindria donada per la fosforilacié de la proteina.

S’estimaren els valors d’estructura secundaria de la proteina sencera a partir dels valors

d’estructuracié dels dominis aillats fosforilats i s’observa que els resultats experimentals tenen
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uns valors de fulla B més elevats que els valors calculats de I'estimacié. La diferencia entre els
valors de I'estimacié per a la proteina sencera fosforilada i els valors experimentals dels
complexos de proteina/DNA de totes les espécies fosforilades, suggereixen que el domini C-
terminal de 'H1e posseeix una conformacié del tipus tot-B. Els percentatges de fulla B del
domini C-terminal en la proteina sencera es troben entre el 62 % i el 85 %.

La fosforilacié produeix un augment de fulla  de baixa frequéncia. Aquest fet pot tenir origen

en un augment d’interaccions intermoleculars entre les cadenes de fulla p **°

donant una major
capacitat d’interaccid proteina-proteina. Aquest fet suggereix que les interaccions proteina-
proteina poden jugar un paper important en els canvis estructurals de la proteina. A més de les
interaccions proteina-proteina, és possible que també hi hagi interaccions dins del propi domini
C-terminal o fins i tot, entre el domini C-terminal i el N-terminal. En aquest sentit, un estudi de
FRET indica que el domini C-terminal de I'H1° en dissoluci6 esta en una conformacio estesa
perd quan s’uneix al nucleosoma es plega aproximant els seus dos extrems. Els autors
d’aquest estudi proposen un model de plegament per al domini C-terminal en el qual aquest
contindria hélix a i fulla B '®* **'. Pel que fa a la possible interaccio entre el domini C-terminal
amb el domini N-terminal, cal dir que la longitud i els llocs de fosforilacié del domini N-terminal
varien segons els subtipus. Per exemple, el domini N-terminal de la histona H1° és més curt i
no és fosforilable.

Cal fixar-se molt especialment en el mutant monofosforilat en la posicié 186, corresponent al
motiu SPKK del domini C-terminal més allunyat del domini globular. La fosforilacié Unica en
aquesta posicié indueix un important augment d’estructuracié en forma de fulla B superior a la
resta d’espécies fosforilades tan en dissolucio (40%) com en unié a DNA (50%). La fosforilacié
d’aquesta posicio en el domini C-terminal aillat no produeix aquest augment de fulla p.

Es destacable que aquest fet només succeeix quan la proteina és fosforilada Gnicament en
aquesta posicié i no s'observa en les altres espécies fosforilades en les quals també hi ha
fosforilada la posicié 186. La fosforilacié de la posicié 186 per se és capag d’induir una major
estructuracioé en fulla B del domini C-terminal. Podria ser que en fosforilar-se la posicié 186
estigués interaccionant amb una altra part de la proteina que afavoris 'augment de fulla f.
S’explicaria aixi perqué en el domini C-terminal aillat la fosforilacié d’aquesta posicié no té el
mateix efecte. Una possible funcié a nivell fisioldgic seria que la fosforilacié de la posicié 186 in
vivo només es donés en determinades regions de la cromatina, és a dir, tindria un efecte local
sobre I'estructura de la cromatina.

El fet que els altres mutants di-, tri-, tetrafosforilats o la proteina totalment fosforilada, que
també contenen la posicié 186 fosforilada, presentin menor percentatge de fulla B podria ser
degut a que d’alguna manera la fosforilacié de les altres posicions atenues o regules I'efecte de
la fosforilacié de la posici6 186.

La fosforilacié per quinases dependents de ciclines (CDKs) és dependent del cicle cel-lular,
sent menor en la fase G1, incrementant al llarg de la fase S i G2 i arribant al maxim nivell
durant la mitosi **°. La fosforilacio parcial del domini C-terminal de 'H1 es dona en la interfase,

on hi ha un relaxament de la cromatina. Aquest fet es correspon amb les nostres observacions
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en que la fosforilacié parcial del CH1° redueix la capacitat d’agregacio al DNA. En canvi, una
total fosforilacié6 com es dona en la mitosi (metafase), restaura considerablement la capacitat

d’agregacio del DNA 3%

. Aquets resultats serien compatibles amb la idea de que I'espécie
trifosforilada es troba en la cromatina condensada. La hiperfosforilacié de la H1 és necessaria
per mantenir els cromosomes metafasics en el seu estat de condensacio 254,

La fosforilacié es dona en residus de serina i de treonina, especifics dels motius S/T-P-X-Z dels
dominis N- i C-terminals ?°® ?*° 32 Estudis en cromatina amb la histona H1b conclouen que
aquesta es fosforila Unicament en tres posicions durant la interfase, en les serines 17, 172 i
188. Es en la fase G2 tardana i en la mitosi que es déna la hiperfosforilacié exclusivament en
les treonines, o la Thr137 o la Thr154, donant les formes tetrafosforilades. No es doéna la
fosforilacié simultania d’aquestes dues treonines. La forma pentafosforilada resulta de la

fosforilacié de la Thr10 %2

, perd aquesta no és fosforilada per la quinasa CDK2. En I'H1e, les
posicions 171 i 186 (les més distals al domini globular) corresponen a serines i les posicions
17, 145 i 153 corresponen a treonines. Aixi, la posicié 186, la qual s’ha vist que és la que més
estructuracié indueix, podria ser la primera posicié en fosforilar-se, indicant aixi un possible
paper funcional en la condensacio de la cromatina.

En la induccié d’estructura secundaria per efecte de la fosforilacié sembla ser que hi ha un
efecte especific de la posicié que és fosforilada i a més, no necessariament es correlaciona un
major grau de fosforilacié amb una major estructuracio ni en dissolucié ni en els complexos. De
les especies amb més d’un fosfat, la que més estructura  adquireix és la trifosforilada (46 %),
com passa també amb el CH1e trifosforilat (55 %) i la histona H1° trifosforilada (54 %). Aixi
doncs, el grau d’estructuracié secundaria depén de la posicié i del nombre de fosfats, com s’ha
observat també en la histona H1°.

La histona H1e i la H1° en dissolucié no fosforilades tenen una estructura secundaria molt
similar pel que fa al contingut en hélix a i fulla B. En I'estructuracié secundaria de la histona H1e
i de les seves espécies fosforilades no es déna una dependéncia de la relacié proteina/DNA en
els complexos, al contrari que en el domini C-terminal de la H1e i de la H1° aillats i la H1°
sencera. La fosforilacié de 'H1° (amb tres posicions fosforilables en el domini C-terminal)
indueix una disminucié d’hélix o i un augment de fulla B. Aquests efectes sén similars als que
succeeixen a I'H1e en ser fosforilada, tant en dissolucié com en els complexos, perd més
notables en I'H1° 3P. Com en I'H1e, la induccié d’estructura secundaria en la histona H1° és
dependent de la posicié fosforilada. En aquest cas, al contrari que en I'H1e, és la fosforilacié de
la posicié més proxima al domini globular la que indueix major estructuracié en la proteina en
dissolucié. L'efecte de la fosforilaci6 en aquesta posicié concreta es perd quan la proteina
s’uneix a DNA, sent llavors el mutant trifosforilat el que més fulla p conté **°.

Tot i que s6n bastant conservats, els diferents subtipus d’histona H1 presenten diferent nombre
i posicié de motius fosforilables. Aquest estudi de la H1e juntament amb les comparacions
establertes amb el CH1e i I'H1°, indica que la induccié d’estructura secundaria esta modulada,
segons els casos, per I'efecte de la posicio i pel nombre de fosfats que adquireix la proteina.

També s’ha vist una dependéncia de la relacié proteina/DNA: en el CH1° trifosforilat, en CH1e
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trifosforilat i tetrafosforilat i en I'H1° trifosforilada. Totes aquestes diferencies podrien reforgar la
idea de les diferents implicacions a nivell funcional dels diferents subtipus.

En la forma trifosforilada la fulla B augmenta fins assolir un 46%. La forma tetrafosforilada i la
pentafosforilada contenen un 42% i un 41%, respectivament. Aquestes formes és possible que
no existeixin in vivo ja que en estudis amb I'H1b no s’ha vist que el domini C-terminal tingui
fosforilats els quatre motius S/T-P-X-Z simultaniament. Podria ser que com I'H1b, en I'H1e
només es fosforilés una de les treonines alternativament, mai totes a la vegada.

La fosforilacid també té efecte sobre la capacitat d’agregacio del DNA de la histona H1e.
Aquesta capacitat d’agregacio és diferent en les diferents espécies fosforilades, en les més
fosforilades (3P, 4P i 5P) és major que en les mono- i difosforilades (excepte la 186P de I'H1e).
Tant en els gels de retard amb el CH1e com amb I’'H1e sencera es compleix que la proteina no
fosforilada agrega menys que la 3P. L’espécie monofosforilada en la posicié 186 de I'H1e
sencera mostra de nou que presenta uns trets diferencials respecte a les altres espécies
monofosforilades, ja que presenta tanta capacitat d’agregacié com les espécies amb més grau
de fosforilacié. ElI 186P del CH1e no mostra cap comportament diferent de les altres espécies
monofosforilades, tal com s’observa en els resultats obtinguts per FTIR. Les espéecies amb
major capacitat d’agregacié del DNA son les que contenen més fulla B que afavoriria la
formacié d’agregats DNA-proteina i proteina-proteina.

Els experiments de competicid entre els subtipus i les diferents espécies fosforilades ens va
permetre estimar amb precisio les afinitats relatives pel DNA. S’observa una correlacio directa
entre el grau de fosforilacié i I'afinitat pel DNA. A major grau de fosforilacio, menor afinitat pel
DNA: H1e OP (1) > H1e 145P (0'6) = H1e 171P (0'54) = H1e 186P (0'53) = H1e 153P (0'48) >
H1e 2P (0°'3) > H1e 3P (0’13) > H1e 4P (0’028) = H1e 5P (0'026).

Els valors entre paréntesi indiquen les afinitats de les diferents espécies fosforilades en relacio
amb el subtipus unit més fortament, que és I'H1e no fosforilada (OP). La diferéncia d’afinitat
relativa entre I'espécie fosforilada amb menor afinitat, 'H1e 5P, i la de major, 'H1e OP, és
d’aproximadament 39. La diferéncia d’afinitat relativa entre I'H1e OP i 'H1e 3P, que com déiem
és la fosforilacio que es dona fisiologicament, és de 7’5. La incorporacio d’'un sol fosfat més en
I'espécie trifosforilada disminueix drasticament I'afinitat. Es possible que les espécies 4P i 5P
només es trobin durant la mitosi i fins i tot, podria ser que es trobessin dissociades de la
cromatina.

La diferéncia d’afinitat relativa entre el CH1% i el CH1° 3P és de 3, menys de la meitat de la
diferéncia d’afinitat que hi ha entre 'H1e i 'H1e 3P. Podria ser que el fet de ser la proteina
sencera faci que s’accentui la pérdua d’afinitat. Tot i ser subtipus diferents, I'H1% i 'H1e serien
comparables ja que tenen una afinitat pel DNA similar.

Si considerem les diferéncies d’afinitat només entre els diferents subtipus no fosforilats
utilitzats, és a dir, H1e, H1%i H1c, trobem que I'ordre de major a menor afinitat seria: H1° > H1e
> H1c. Es confirmen els resultats obtinguts anteriorment en el nostre grup amb histones
natives, els quals establiren 'ordre: H1d > H1° > H1e > H1b > H1c > H1a. Es van distingir tres
grups d’afinitats: H1d, H1° i H1e dafinitat elevada; H1b i H1c d’afinitat intermedia; i H1a
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d’afinitat baixa. La diferéncia d’afinitat relativa més gran entre els subtipus és de 19 **. La
diferéncia d’afinitat de I'H1e 4P i 5P respecte a I'H1e és superior, és a dir, que trobem major la
diferéncia d’afinitat entre espécies fosforilades del mateix subtipus que entre diferents subtipus.
Aquest fet, reforga la idea de que les espécies hiperfosforilades es puguin trobar en la mitosi.
En estudis previs amb el domini C-terminal de la histona H1° es va observar com I'afinitat del
domini trifosforilat (totalment fosforilat) i que major percentatge de fulla  conté, és tres vegades
menor que el no fosforilat. En canvi, una fosforilacié parcial, només en disminueix lleugerament
I'afinitat **2. Amb el domini C-terminal de la histona H1° també es compleix que a major
fosforilacid, menor afinitat pel DNA. Pel que fa a la capacitat d’agregacié, com en els nostres
resultats, son les espécies més fosforilades les que mostren una major capacitat d’agregacié
del DNA **,

Les espécies amb més grau de fosforilacié mostren una menor afinitat pel DNA perd també una
major capacitat d’agregacié d’aquest. Els fosfats incorporats actuen neutralitzant la carrega
neta de la proteina disminuint-ne I'afinitat pel DNA. A la vegada, aquestes mateixes espécies
sén les que contenen més estructuracié en forma de fulla B, fet que afavoriria la formacié
d’agregats DNA-proteina, en els quals les interaccions proteina-proteina hi tindrien un paper
important. L’elevada capacitat d’agregacié del DNA podria romandre en la sequéncia del domini
C-terminal. En general els dominis C-terminal de les histones H1 presenten una sequéncia rica
en aminoacids basics formant doblets. En estructurar-se en forma de fulla B, les cadenes
laterals consecutives dels aminoacids son projectades alternant-se per dalt i per baix de

I'estructura. Es formaria aixi, un motiu d’'unié amb dues superficies cationiques **2.
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1. El domini C-terminal de la histona H1° trifosforilat interacciona cooperativament amb

fragments de DNA en preséncia de forga ionica (70 mM i 140 mM).

2. La fosforilacié del domini C-terminal disminueix drasticament la capacitat de precipitacio del

DNA a baixa forga idnica i en fragments petits de DNA (50 pb).

3. En experiments de competicié entre el domini C-terminal no fosforilat i el C-terminal
trifosforilat de la histona H1°, es posa de manifest la menor afinitat d’aquest ultim pel DNA.

L’afinitat relativa pel DNA disminueix aproximadament en un factor de 3.

4. En fragments de DNA de 50 pb les espécies fosforilades del domini C-terminal no sén

capaces d’induir I'espectre .

5. A una mateixa relacié proteina/DNA, les espécies fosforilades so6n capaces d’induir un

espectre y més intens que el domini no fosforilat amb fragments de DNA de més de 50 pb.
6. El domini C-terminal trifosforilat manté la preferéncia per les sequéncies SAR.

7. La unio6 del domini C-terminal de la histona H1e a DNA indueix un important augment d’hélix

o i un lleuger augment de fulla .

8. La fosforilacié dels motius S/T-P-X-Z del domini C-terminal de la histona H1e provoca un
augment de fulla B quan s'uneix a DNA. Les espécies fosforilades que més fulla B adquireixen
son la 3P ila 4P.

9. L’increment d’estructuracié en forma de fulla B del CH1e ftrifosforilat i tetrafosforilat és
dependent de la relacio proteina/DNA dels complexos. En les relacions estudiades, a major

relacio proteina/DNA, més fulla B adquireix la proteina.

10. L'estructura del domini C-terminal de I'H1e i del C-terminal de 'H1° i les seves especies

fosforilades units a DNA difereixen en la proporcié dels motius d’estructura secundaria.

11. Els valors d’estructuracié secundaria obtinguts experimentalment amb I'H1e sencera son
meés elevats que els valors de I'estimacio calculada considerant els tres dominis per separat,
indicant que els dominis terminals tenen una major estructuracié secundaria quan formen part

de la proteina sencera que quan es troben aillats.

12. La unio de la histona H1e no fosforilada a DNA indueix un lleuger augment d’hélix o, pero

no afecta a la proporcié de fulla 3 respecte a la proteina en dissolucid.
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13. Tant en dissolucié com en els complexos, la fosforilacié dels motius S/T-P-X-Z de la histona
H1e provoca un canvi estructural en la proteina: la disminucié d’hélix o i Flaugment de fulla £.
L’efecte més important és en els complexos on I'hélix a disminueix a la meitat i la fulla

augmenta el doble respecte als complexos amb la proteina no fosforilada.

14. El grau d’estructuracié secundaria depén de la posicié i del nombre de fosfats, com s’ha

observat també en la histona H1°.

15. L’espécie monofosforilada en la posicié 186 és la que adquireix major estructuracio en fulla
B, tant en dissolucié com en els complexos. La fosforilacié d’aquesta posicié no produeix aquest

augment de fulla B en el domini C-terminal aillat.

16. En l'estructuracioé secundaria de la histona H1e i de les seves espécies fosforilades no es
déna una dependéncia de la relacié proteina/DNA, al contrari que en els dominis C-terminals

de la H1e i la H1° aillats i la H1° sencera.

17. La diferencia entre els valors de I'estimacio per a la proteina sencera fosforilada i els valors
experimentals dels complexos de proteina/DNA de totes les espécies fosforilades, suggereixen
que el domini C-terminal de I'H1e fosforilat posseeix una conformaci6 del tipus tot-p en la

proteina sencera perd no en el domini C-terminal aillat.

18. La fosforilacio té efectes diferencials sobre la capacitat d’agregacié del DNA de la histona
H1e i les seves espécies fosforilades. En les més fosforilades (3P, 4P i 5P) i en la

monofosforilada 186P és major que en la resta d’espécies monofosforilades i la difosforilada.

19. Tant el domini C-terminal de I'H1e com I'H1e sencera no fosforilada agreguen menys el

DNA que les espécies amb tres o més fosfats.

20. L'ordre d’afinitats pel DNA de les diferents especies fosforilades de la histona H1e que s’ha
pogut establir de major a menor és: H1e OP (1) > H1e 145P (0'6) = H1e 171P (0'54) = H1e
186P (0’53) =~ H1e 153P (0'48) > H1e 2P (0’3) > H1e 3P (0’13) > H1e 4P (0’'028) = H1e 5P
(0’026). Els valors entre parentesi indiquen les afinitats de les diferents espécies fosforilades en
relacié amb el subtipus unit més fortament, que és la H1e no fosforilada (OP). La diferéncia
d’afinitat relativa entre I'espécie fosforilada amb menor afinitat, 'H1e 5P, i la de major, 'H1e no

fosforilada, és aproximadament de 39.
21. Les espécies amb més grau de fosforilacié mostren una menor afinitat pel DNA perd també

una major capacitat d’agregacio d’aquest, i coincideixen en ser les espécies que contenen més

estructuracio en forma de fulla .
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