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RESUMEN

La histona H1 se une al nucleosoma, situandose en la base, cerca de los sitios de en-
trada y salida del DNA, siendo una de sus principales funciones descritas, el manteni-
miento de una estructura estable y condensada de la cromatina. Los primeros estudios
realizados del rol que desempena H1 en la regulacion transcripcional sefialaban que
H1 era un represor global de la transcripcion. Sin embargo, estudios recientes sugieren
que H1 desempefia un papel mas dindmico y contribuye a una regulacion transcripcio-
nal especifica de genes. Siete variantes de histonas H1 existen en células somaticas
humanas (H1.1 a H1.5 que son expresadas de una manera dependiente de la replica-
cion, mientras que H1.0 y HI1X son independientes de la replicacion). Uno de los prin-
cipales debates es si dichas variantes de histonas H1 tienen un rol especifico o redundante.

En este trabajo investigamos esto a través de RNAs interferentes inducibles para inhibir de ma-
nera individual y por primera vez de manera simultanea las variantes de la histona H1 en células
de cancer de mama T47D.

La inhibicién individual de las distintas variantes ocasion6 una reduccion de la velocidad de
crecimiento en comparacion a células parentales. Al inhibir de manera simultanea las variantes
H1.2 y H1.4, se observo que la proliferacion se ve afectada en mayor medida que al inhibir las
variantes H1.2 y H1.4 de manera individual. Debido a que la proliferacion celular y adhesion
celular son caracteristicas relacionadas con la tumorogénesis e invasion metastasica, se investigd
ademas los efectos de la deplecion de las distintas variantes en la capacidad de formar colonias
independientes del anclaje. Nuestros resultados sugieren gue la variante H1.2 es esencial para
que las células crezcan tanto de manera independiente como dependiente del anclaje, lo que
sugiere que al inhibir dicha variante las células posiblemente pierden su capacidad metastasica.
La combinacion de la deplecion de H1.2 y H1.4 indujo una fuerte respuesta a interferén
(IFN), efecto que no se observo en depleciones individuales de variantes de histonas
H1. Se verifico que la deplecion combinada de H1.2 y H1.4 producia la sobreexpresion
y sintesis de interferén. Dicha sintesis de IFN indujo la respuesta a IFN en células
T47D vy activo la ruta JAK-STAT, principal ruta involucrada en la activacion de la
transcripcion de ISGs. Se verifico mediante la combinacion de dos RNA interferentes
para las variantes H1.4 y H1.2 en T47D(H1.4/H1.2sh) que la respuesta a interferon

ocasionada por el multiH1 shRNA, se reproduce al inhibir tanto a nivel de RNA como




de proteina unicamente las variantes H1.2 y H1.4. La inhibicion de otras combinacio-
nes que incluyen H1.2 con H1.5, H1.4 con H1.5 vy triples combinaciones
H1.2/H1.5/H1.3 y H1.4/H1.5/H1.3 produjeron, sélo cuando la deplecion de H1.2 es-
tuvo involucrada, la sobreexpresion de ISGs a niveles inferiores a los observados en
la deplecion mH1sh o en la combinacion H1.4/H1.2. En las células en las que no se
depleciond H1.2 no se observo la respuesta a interferon.

Por otra parte, la combinacion de la deplecion de H1.2 y H1.4(H1.4/H1.2sh) con el
tratamiento con IFN comercial produjo un efecto sinérgico en la sobreexpresion de
ISGs, lo que sugiere que existen otros mecanismos de induccion de los ISGs ademas
de la estimulacion por el IFN sintetizado. Analisis con inhibidores y knock downs
constitutivos de sensores y adaptadores de la respuesta a IFN nos sugieren que posi-
blemente al deplecionar H1.2/H1.4 se desencadena la expresion de dsRNA no codifi-
cantes posiblemente formados desde retrovirus enddgenos o de secuencias repetitivas
de heterocromatina, y que dichos acidos nucleicos son los causantes de la activacion
de la respuesta inmune antiviral, que ocasiona los efectos observados como son la sin-

tesis de IFN, sobreexpresion de ISGs, defectos en la proliferacion.
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1. Estructura y dinamica de la cromatina

1.1 Estructura de la cromatina

La cromatina consiste en fibras que contienen proteinas estructurales, DNA, proteinas
no estructurales y RNA. El DNA se encuentra compactado en diferentes niveles en el
nucleo. El primer nivel de organizacion consiste en 1.7 vueltas de DNA alrededor de
8 histonas formando una unidad Ilamada nucleosoma, Esta unidad generalmente se
encuentra asociada a otra histona H1 y al DNA conector, completando de esta manera
este primer nivel. A continuacidn, se forma una super hélice denominada fibra de
30nm mediante el empaquetamiento de los nucleosomas, en este proceso la Histona
H1 tiene un rol importante. Finalmente la fibra de 30 nm se condensa hasta llegar al
nivel maximo de empaquetamiento, el cromosoma, los mecanismos por los cuales se
alcanzan este nivel de condensamiento es atin poco conocido(Widom, 1998; Robert,
McGinty y Song, 2014)

El genoma consta de unos miles de millones de pares de bases, cuya longitud se calcula
es de aproximadamente 3m si se despliega completamente. Para que esta estructura
calce dentro del nucleo tiene que ser altamente compactada como se menciono ante-
riormente. Se ha descrito que durante la interfase en las fases GO y G1, la cromatina
se encuentra en dos estados, el primero denominado heterocromatina, en el cual la
cromatina esta condensada, ubicada principalmente en la periferia nuclear y se asocia
este estado principalmente a bajos niveles de expresion génica. El segundo estado,
presenta una cromatina ligeramente compactada, se le conoce con el nombre de eucro-
matina, estd ubicada hacia el interior del nucleo y esta asociada con una mayor expre-

sion génica(Prakash, 2016).

1.2 Nucleosoma

Los resultados de varios estudios por centrifugacion analitica, digestion con nucleasas,
cristalografia de rayos x, asi como las primeras iméagenes de los nucleosomas obtenidas
por microscopia electronica, develaron que el nucleosoma es una estructura de 11 nm
de diametro, constituida por unos 146pb de DNA enrollada en 8 proteinas de histonas.

Este octamero estd conformado por un tetramero de histonas H3/H4 flanqueado por




dos dimeros de H2A/H2B , cada octamero tiene aproximadamente 1.7 vueltas de DNA
alrededor suyo dando lugar al nucleosoma (Figura 1A) (Kornberg, 1974; Kornberg &
Lorch, 2017; Richmond et al., 1984)

Las histonas nucleares son ricas en lisinas y argininas, aminoacidos basicos que le
donan una fuerte carga positiva, lo cual favorece para su asociacion con el DNA que
se encuentra cargado negativamente, ademas los nucleosomas estdn unidos por seg-
mentos cortos de DNA, denominados DNA enlazador. Aproximadamente 20 pb de
este DNA enlazador se encuentra asociado con la histona H1, en humanos la familia
H1 comprende once variantes o subtipos, que se une al nucleosoma, situandose en la
base cerca a los sitios de entrada y salida del DNA, a la asociacion de la histona H1
mas los nucleosomas se le conoce con el nombre de cromatosoma (Figura 1B). Las
interacciones entre nucleosomas vecinos dan lugar a la "estructura primaria™ de la cro-
matina que comprende una fibra de cromatina de 10nm (Figura 1C). La histona H1
promueve el mantenimiento y la asociacion de los nucleosomas en las estructuras de
orden superior como las fibras de cromatina de 30 nm que corresponden a la estructura
secundaria(Figura 1D), asi como en las estructuras mas condensadas que permiten or-
ganizar el DNA en el nticleo celular (Figura 1E)(Robert et al., 2014; Widom, 1998)

Célula

Figura 1.- Cromatina y sus diferentes estructuras de acuerdo a su nivel de condensamiento A) Nucleosoma. B)
Cromatosoma. C) Estructura primaria de la cromatina 10nm. D) Estructura secundaria de la cromatina 30nm. E)
Estructuras de orden superior de la cromatina. Figura modificada de Bio-Social Methods Collaborative, 2013




1.3 La fibra de 30nm de cromatina

En la Figura 2 se sintetizan los principales hitos en el estudio de la cromatina, los
avances en varias técnicas especialmente de microscopia electronica han permitido
observar, describir y diferenciar la eucromatina de la heterocromatina, asi como obte-
ner imagenes de fragmentos de cromatina bajo diferentes condiciones. Se ha descrito
que la cromatina a niveles fisiologicos de fuerzas idnicas, se establece como una ca-
dena de nucleosomas condensada que forma una estructura regular de 30nm (Finch y
Klug, 1976; Thoma, Koller y Klug, 1979) (Fig 3By C)

Para la formacion de esta fibra se ha descrito que la histona H1 desempefia un papel
importante, debido a que su union al nucleosoma permite el empaquetamiento de 20pb
adicionales de DNA, dando lugar que el DNA se enrolle dos vueltas completas alre-
dedor del octamero de histonas. La primera descripcion de la fibra de 30nm de croma-
tina fue realizada por microscopia electronica de transmision y difraccion de rayos X
por Finch y Klug. Durante varios afios se han validado dichas observaciones mediante
ensayos in vitro. Actualmente, en estudios realizados in vivo, describen un nucleo eu-
cariota constituido unica y principalmente por fibras de 10nm de cromatina y proponen
que la fibra de 30nm in vivo, no existe. De esta manera, el modelo que describe que
la estructura de 30nm sostiene un estado quiescente transcripcional del genoma debido
a una falta de acceso de las RNA polimerasas o activadores transcripcionales al DNA,
cuyos genes se encuentran encubiertos por el octdmero de proteinas y sellado con la
histona H1, se encuentra en discusion conjuntamente con el modelo de organizacion
de la cromatina(Quénet, McNally, & Dalal, 2012)(Figura 3)

No estan totalmente determinados los siguientes niveles de organizacion, se han pro-
puesto varios modelos que indican, que la fibra de 30nm forma bucles de tamafio va-
riado, conteniendo entre 5000 y 12000 pb segun los organismos, estos bucles estarian
estabilizados por la histona H1 y proteinas no histonas, incluyendo topoisomerasas

tipo Il, formando de esta manera un andamio nuclear.
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Figura 3.- Modelos de organizacion de la cromatina: A) fibra de 10nm. B) Vista lateral de la fibra de 30nm. C)Vista
posterior de la fibra de 30nm. Figura modificada (Quénet et al., 2012)

1.4 Histonas nucleares

Las histonas son proteinas que unen al DNA y se encuentran en la cromatina de todas
las células eucariotas, en general son altamente conservadas, con un alto contenido de
arginina/lisina, asi como relativamente pequeiias (11-32kDa) y por su composicioén y
secuencia pueden clasificarse en 5 clases principales H1/H5, H2A, H2B, H3 y H4.
Cada una de ellas presenta algunas variantes genéticas o subtipos. Las histonas
nucleares nucleosomales (H2A/B, H3 y H4) presentan similaridades en su
conformacion estructural, mientras que HI1/HS5 son mucho mas largas en su
conformacion. Cada una de las histonas nucleares presentan un dominio globular que
media las interacciones histona-histona en el octamero, asi como organiza las dos
vueltas del DNA en el nucleosoma.

Las histonas son sujetos a varios tipos de modificaciones post-traduccionales que se

encuentran sintetizadas en la Figura 4.
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Figura 4.- Cromatosoma con las principales modificaciones post-traduccionales de histonas (Cota, Shafa, &
Rancourt, 2013)




Se han descrito principalmente dos mecanismos de funcionamiento de las modifica-
ciones de histonas, en el primero se menciona que dichas modificaciones interfieren
en los contactos entre nucleosomas, por ejemplo, abriendo la cromatina en el caso de
la acetilacion, en el segundo mecanismo se propone que interaccionan con proteinas o
complejos proteicos efectores o transductores(Kouzarides, 2007). El accionar combi-
nado de las distintas modificaciones de histonas da lugar al denominado “codigo de
las histonas”(Jenuwein & Allis, 2001; Santos-Rosa & Caldas, 2005; Taverna, Li,
Ruthenburg, Allis, & Patel, 2007). Este codigo es leido por proteinas que contienen
dominios especificos de interaccion y son los efectores que inician respuestas biologi-
cas como activacion o represion de la transcripeion, etc. Estudios sobre los mecanis-
mos por los cuales es ejecutado y heredado el codigo de histonas, es hasta la actualidad
objeto de investigacion(Kouzarides, 2007; Ray-Gallet, Gerard, Polo, & Almouzni,
2005; Santos-Rosa & Caldas, 2005)

Varias modificaciones post-traduccionales son de gran importancia en el manteni-
miento del estado de heterocromatina silente, la cual por ejemplo, esta asociada con
niveles bajos de acetilacion y niveles elevados de metilacion en algunos residuos de
las histonas como H3K9, H3K27 y H4K20(Kouzarides, 2007). Se ha descrito que la
metilacion de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9) esta implicada en el silenciamiento
de la heterocromatina(Shilatifard, 2006). Al investigar dicho silenciamiento, se ha ob-
servado que la proteina HP1 se une al promotor de los genes reprimidos, esto debido
a que la proteina HP1 tiene un cromo-dominio que reconoce residuos H3K9 metilados.
Este mecanismo de silenciamiento de la heterocromatina se propaga por la accion de
histona-metil-transferasas que metilan nuevos residuos de H3K9 con la correspon-
diente union de mas moléculas de HP1(Shilatifard, 2006).

Por el contrario, en las regiones de eucromatina, el DNA presenta mayor flexibilidad,
en el caso de eucromatina transcripcionalmente activa, se ha descrito que tiene niveles
elevados de acetilacion. Entre las principales modificaciones tenemos la acetilacion de
las histonas H3 y H4 y la di/tri metilacion de H3K4(B. Li, Carey, & Workman, 2007).
Algunas de estas modificaciones generan pequefios cambios en la estructura de alto
orden de la cromatina, este es el caso de la acetilacion de H4K16, la cual inhibe la

formacion de fibras compactas de 30 nm(Shogren-Knaak et al., 2006; Shogren-Knaak
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& Peterson, 2006). Varias modificaciones se distribuyen de forma especifica en la re-
gion reguladora 5° del gen, el promotor proximal, el extremo 5’ del ORF (Open
Reading Frame) y el extremo 3° del ORF(Rando, 2007). Entre las modificaciones mas
conocidas tenemos la acetilacion y deacetilacion de las histonas. La acetilacion tiene
un efecto activador de la transcripcion ya que reduce la afinidad de las histonas por el
DNA, al neutralizar la carga positiva de las lisinas. Asi, los nucleosomas se empaque-
tan menos eficientemente, permitiendo que DNA sea mads accesible a proteinas regu-
ladoras. La deacetilacion de histonas se correlaciona con compactacion de la cromatina
y represion transcripcional. Se han estudiado varias familias de histonas deacetilasas
HDAC vy se ha observado que los niveles relativos de acetilacion de histonas estaran
determinados por las actividades enzimaticas contrapuestas HAT y HDAC.

Las modificaciones postraduccionales por metilacion en las cadenas laterales de lisinas
generalmente estan catalizadas por enzimas especificas, se han identificado algunas de
las enzimas responsables de la metilacion de las histonas. Estas se agrupan en varias
clases: a) histona metiltransferasas especificas de lisina conteniendo el dominio SET.
Son las responsables de las metilaciones en las histonas H3 (residuos K4, K9, K27,
K36) y H4 (K20); b) lisina metil-transferasas sin dominio SET, que metilan a H3K79
y ¢) arginina metiltransferasas que metilan distintos residuos de arginina en las histo-
nas H3 y H4(Shilatifard, 2006) . Las lisinas pueden ser mono/di/tri metiladas y los
diferentes grados de metilacion daran lugar a respuestas diferentes. Por ejemplo, la
metilacion de H3K4 crea un sitio de union de proteinas con cromo-dominios que, a su
vez, atraen a acetil-transferasas para activar la transcripcion(Pray-Grant, Daniel,
Schieltz, Yates, & Grant, 2005). Ademas, la H3K4 metilada dirige la asociacion de
complejos remodeladores de la cromatina que producen cambios en los nucleosomas
para la activacion de la transcripcion(Santos-Rosa et al., 2003) . Igualmente, la meti-
lacion en H3K36 y H3K79 se correlacionan con activacion transcripcional(Santos-
Rosa & Caldas, 2005). Por el contrario, la metilacion H3K9, H3K27 y H4K?20 se ha
relacionados con represion transcripcional(Kouzarides, 2007). La metilacion en H3K9
(principalmente trimetilacion) estd implicada en el silenciamiento de la heterocroma-
tina. La metilacion en H3K27 se ha encontrado en el silenciamiento de la expresion de

genes HOX, en la inactivacion del cromosoma X y durante el imprinting genomico.
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2. Histona H1

2.1 Caracteristicas generales

La histona H1 se encuentra asociada al DNA enlazador en la superficie de los nucleo-
somas, motivo por lo cual se ha senalado que puede desempefiar un papel importante
en el modelaje de estructuras de orden superior de la cromatina. Inicialmente, se ha
descrito que la histona H1 cumple un rol como represor general de la transcripcion,
esto debido a que contribuye al condensamiento de la cromatina, ocasionando el im-
pedimento en el acceso de la maquinaria transcripcional al DNA. Sin embargo, en base
a estudios recientes, se ha observado que H1, podria participar en la regulacion de la
expresion de genes, de una manera mas especifica, por mecanismos que todavia no se
encuentran completamente descritos(Harshman, Young, Parthun, & Freitas, 2013;
Roque, Ponte, & Suau, 2016; J. Zlatanova, Gaiafa, & van Holde, 2000)

La histona H1 tiene una estructura con tres unidades que incluyen un dominio conser-
vado globular de 75 residuos, una cola N-terminal(DNT) de 20-35 residuos depen-
diendo del subtipo y un dominio C-terminal(DCT) de 100 residuos (Allan, Hartman,
Crane-Robinson, & Aviles, 1980).

El dominio N-terminal a través de distintos ensayos ha demostrado no ser esencial
para la formacion de estructuras de orden superior de la cromatina, a pesar de que su
supresion aparentemente reduce la afinidad de H1 a la cromatina(Oberg & Belikov,
2012). EI DNT es sujeto de modificaciones post-traduccionales (Tabla 1.) y son de
interés principalmente las modificaciones en posiciones conservadas de esta region
que en general es la mas variable en la histona HI.

El dominio central globular es altamente conservado entre especies y se ha reportado
que su presencia es suficiente para la unioén de la histona con el nucleosoma in vi-
tro(Allan et al., 1980). El sitio de union de este dominio y su ubicacion en el nucleo-
soma ha sido estudiado, varios modelos estructurales y posibles explicaciones de los
mecanismos por los que el dominio globular se une al nucleosoma se han propuesto,
pero debido a la caracteristica heterogénea de la cromatina ninguno de estos modelos
puede satisfacer todas las caracteristicas de una cromatina nativa, y en su lugar descri-

ben escenarios posibles bajo condiciones puntuales(Roque et al., 2016)
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El dominio C-terminal es altamente variable entre variantes de H1 y entre especies,
varios estudios determinaron que el DCT es el dominio principal en el proceso de es-
tabilizacion de la cromatina(Allan et al., 1980; Allan, Mitchell, Harborne, Bohm, &
Crane-Robinson, 1986; Lu & Hansen, 2004). Algunos autores mencionan que las va-
riaciones de DCT en los subtipos de histona H1 provocan que existan diferencias de
afinidad con la cromatina entre las variantes(Clausell, Happel, Hale, Doenecke, &
Beato, 2009; Orrego et al., 2007). Una de las principales PTMs de H1 ocurre en el
DCT (Tabla 1) es la fosforilacion por quinasas dependientes de ciclina(CDKs). La
histona H1 es fosforilada de manera dependiente del ciclo celular, siendo los niveles
de fosforilacion bajos en G1 y con un incremento en S y G2. Durante la interfase, la
histona H1 presenta un perfil de especies no fosforiladas/débilmente fosforiladas en
una proporcion del 35%-75% dependiendo de cada variante y el momento del ciclo
celular(Sarg, Helliger, Talasz, Forg, & Lindner, 2006).

Varios autores han descrito los sitios y las variantes de histonas que son sujetos de
modificaciones post-traduccionales en las histonas H1 (Tabla 1), uno de estos estudios
ha sido llevado a cabo por nuestro grupo, mediante el cual se ha observado que T165
en H1.2 se fosforila en fase G2/M, y distintas variantes se acetilan en K17, K34, K46,
K85 y K90; ademas K46 también podria monoubiquitinarse y K90 formilarse, y S36
fosforilarse. Se constatd que la fosforilacion de H1.2 T165 se inicia en fase S tras
liberar las células de un doble bloqueo con timidina. Se observo también que los resi-
duos K26/S27 de H1.4 sufren distintas combinaciones de modificaciones (acetilacion
o metilacion, y fosforilacion), dichas modificaciones no alteran que la S27 vecina se
fosforile cuando las células llegan a la fase G2/M del ciclo celular. Finalmente, a través
de una mutacion K26A de H1.4, observamos que las células mutadas proliferaron mas
lentamente, mostrando una parada de ciclo en G2/M y presentaron un patron de expre-

sion génica diferencial(J. M. Terme et al., 2014).
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| sitio

‘ Sitio

H1 Sitio Sitio Sitio
Variante Fosforilacion ‘ Acetilacion metilacion ‘ ubiquitinacion | formilacion
S2,T4,T31,S36, |S2* K17, K34, K34, K52, K64K | K46, K64, K75, | K17, K34, K46,
H12 T146, T154, T165 | K46, K52, K63, K97, K106, K119, | K85, K90, K97 | K63, K64, K75,
S173 K64, K85, K90 K168, K187 K106 K85, K90, K97,
K97, K169, K192 K160
T4, T18, S37, S2*, K17, K34, K52, K64, K97, K47, K65, K76, | K34, K46, K63,
H13 T147, T155, T180 | K46, K52, K63, K106, K169 K86, K91, K98, | K64, K75, K85,
S189 K64, K85, K90 K107 K90, K97, K141,
K97, K169 K160
S2, T4, T18, S27 S2*, K17, K26, K26, K52, K64, K17, K21, K34, | K17, K34, K46,
H14 S36, S41, T142, K34, k46, k52, K97, K106, K119, | K46, K64, K75, | K63, K64, K75,
T146, T154, S172, | k63, k64, K85, K148, K169 K85, K90, K97 | K85, K90, K97,
S187 K90, K97, K169 K106 K110, K140, K160
S2,T4,T11, S18 S2*, K17, K49, K27, K168, K169 K67, K85, K88
HL5 T39, S44, S107, K88, K93, K109,
T138, T155,S173 | K168, K209
T187, S189

Tabla 1.- Resumen de modificaciones post-traduccionales en las variantes mas comunes de la histona humana H1.
Los sitios de fosforilacion en negrita corresponden a sitios concensus en DCT. * indica N-a-acetilacion del residuo
N-terminal, después de retirar la metionina. Tabla modificada (Millan Ariflo, 2013)

VVemos que se han descrito numerosas modificaciones postraduccionales (PTMs) en
diferentes isoformas de H1, estas marcas no han sido hasta ahora conectadas en su
totalidad directamente al 'codigo de histonas'. Un estudio ha encontrado evidencia que
la histona H1, puede formar parte de un codigo de histonas dinamico para la reparacion
del DNA, en el que H1-K63 ubiquitilada, funciona como una plataforma de enlace
para RNF8 el cual promueve el reclutamiento de RNF168, la que posteriormente sea
importante para la ubiquitilacion de H2A en K13/K15 y de otras proteinas para activar
el reclutamiento de los factores de reparacion de roturas de doble-cadena de DNA
(DSB)(Thorslund et al., 2015)

La multitud de PTM especificas de H1 plantea la posibilidad de que algunas de estas
marcas pueden tener un papel integral en el codigo de histonas, un area de estudio que

justifica una investigacion mas profunda.
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2.2 Histona H1 y sus variantes

La familia de histona H1 presenta mayor variabilidad en comparacion a las histonas
nucleares y en varios organismos se ha descrito que existen muchos subtipos o
variantes producto de eventos de duplicacion de genes durante la evolucion(Kasinsky,
Lewis, Dacks, & Ausio, 2001). En humanos, la familia H1 incluye once variantes o
subtipos, de las cuales, siete subtipos de H1 humanas son somaticas (H1.1 a H1.5,
H1.0 y H1X), tres variantes son especificas del testiculo (H1t, H1T2 y HILS1) y una
variante especifica de ovocitos (Hloo)(lzzo, Kamieniarz, & Schneider, 2008;
Parseghian & Hamkalo, 2001)

De las variantes de la histona H1, tenemos que H1.1 a H1.5 se expresan de manera
dependiente de la replicacion celular, sintetizadas en la fase S, mientras que H1.0 y
H1X son independientes de la replicacion celular (Tabla 2). H1.2 a H1.5 y H1X se

expresan de forma ubicua, la expresion de H1.1 es especifica en ciertos tejidos y tipos

celulares y H1.0 se acumula en células terminalmente diferenciadas.

Subtipo Simbolo del gen en humanos Expresion Dependencia del ciclo celular
H1.1 HIST1H1A Somatica
H1.2 HIST1H1C Somatica
H1.3 HIST1H1D Somatica
Replicacion-dependiente
H1.4 HIST1H1E Somatica
H1.5 HIST1H1B Somatica
H1.6 HIST1HIT Testiculos
H1.0 H1FO Somatica
H1.7 HIFNT Testiculos
H1.8 H1FOO Ovocito Replicacion-independiente
H1.9 HILS1 Testiculos
H1.10 (H1X) H1FX Somatica

Tabla 2.- Familia de la Histona H1 en humanos y ratones

Mientras que los genes que codifican histonas H1 somaticas humanas suelen agruparse
en el brazo corto del cromosoma 6, y sus RNAmM no poliadenilados contiene un 3’

bucle en horquilla, el gen que codifica la histona H1.0 se encuentra separado, en el
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brazo largo del cromosoma 22 y su RNAm se encuentra poliadenilado (Doenecke &
Alonso, 1996).

Los motivos de la existencia de las variantes de H1 no son claras, varios estudios se
han realizado con el fin de determinar si los subtipos de la histona H1 cumplen un
papel especifico o tienen funciones redundantes. En un reporte en ratones, al realizarse
un simple o incluso un doble knock-out de variantes de H1, no se observd ningun fe-
notipo especifico, 10s ratones parecian desarrollarse normalmente, estos resultados
fueron explicados al cuantificar los valores totales de histona H1, los cuales se mante-
nian inalterados, indicando que ademas se producia una sobre regulacion compensa-
toria de otros subtipos, favoreciendo el punto de vista en que las variantes de H1 cum-
plen una funcion redundante(Y Fan, Sirotkin, Russell, Ayala, & Skoultchi, 2001). Al
realizarse el knock-out de méas de dos variantes, se verifico un descenso en los niveles
totales de H1 y se observo retardo en el crecimiento y en ciertos casos letalidad de los
embriones, concluyendo que los niveles totales de H1 es un factor critico para un desa-
rrollo y funcion normal de los tejidos(Yuhong Fan et al., 2003). Investigaciones re-
cientes, sustentan el punto de vista que las variantes de la histona H1 tienen funciones
especificas. Se conoce que las variantes de H1 difieren en sus propiedades bioquimi-
cas, afinidad por la cromatina y la capacidad en la compactacion de la cromatina de-
bido a diferencias en la cola C-t y N-t(Yuhong Fan et al., 2003; Luque, Collepardo-
Guevara, Grigoryev, & Schlick, 2014). Diferentes subtipos de H1 han sido diferen-
cialmente relacionados con procesos de cancer, asi como, se observa que los subtipos
de H1 se modifican post-traduccionalmente de distinta manera y estas modificaciones
modulan su interaccion con diferentes factores con los cuales se pueden asociar

(Daujat, Zeissler, Waldmann, Happel, & Schneider, 2005; Kamieniarz et al., 2012).

2.3 Distribucién de la histona H1 en el genoma

Varios grupos han explorado la distribucion genomica de H1 in vivo. Estudios iniciales
basados en ensayos bioquimicos y de microscopia sugirieron una distribucioén no uni-
forme de H1 en el nicleo celular y encontraron diferencias entre las variantes. Entre
los primeros experimentos de inmunoprecipitacion de la cromatina-microarray (ChlP-

chip) en células MCF7 usando un anticuerpo para el contenido total de H1 tenemos el
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realizado por (Krishnakumar et al., 2008), mediante el cual observaron que existia una
reduccion de la histona H1 en las regiones que rodean el TSS, encontrando una corre-
lacion negativa entre la abundancia de HI y la expresion génica. Posteriormente, se
utilizé la técnica de DNA adenine methyltransferase identification (DamlID) para el
estudio de la tnica histona H1 en Drosophila(Braunschweig, Hogan, Pagie, & van
Steensel, 2009). Estudios recientes han descrito, los primeros mapas del genoma para
las variantes de H1. Dos trabajos, usando tecnologia DamID y ChIP de variantes H1
etiquetadas, en ESCs de raton y en células IMR90 humanas, respectivamente, demos-
traron deplecion de Hlc y H1d de regiones ricas en GC y genes, asi como una sobre-
rrepresentacion en DNA de satélites(Cao et al., 2013), y deplecion de H1.2 a H1.5 de
regiones reguladoras y CpG-densas, en el caso de H1.1 observaron que mostraba un
perfil distinto(lzzo etal., 2013). Ademas, como se ha mencionado previamente
Krishnakumar et al, describié que cuando un gen es transcripcionalmente activo, H1
se ve deplecionada (valle de H1) en el lugar de inicio de transcripcioén (TSS) de su
promotor, esta observacion se ve reforzada en un estudio en el que se realizo un mapeo
de las distintas variantes de H1 en células somaticas de cancer de mama (T47D) a
través de ensayos (ChIP-chip) y (ChlIP-seq), para lo cual se utilizaron anticuerpos es-
pecificos para algunos subtipos 0 el uso de variantes de H1 recombinantes etiquetadas
con HA expresadas en lineas celulares, se estudio la distribucion de seis variantes de
H1 en promotores (ChIP-chip) y cuatro en genoma entero (ChlP-seq), incluyendo H1.0
y H1X por primera vez. En resumen, se describe que la histona H1 no esta distribuida
uniformemente a lo largo del genoma y existen diferencias entre las variantes, siendo
H1.2 la que muestra el patron mas especifico y mayor correlacion positiva con baja
expresion génica. La variante H1.2 se vio enriquecida en los dominios cromosoémicos
con bajo contenido GC y se asocia con cromosomas pobres en genes, DNA intergénico
y dominios asociados a lamina (LADs). Mientras tanto, otras variantes se asocian con
mayor contenido de GC, dominios ricos en genes e islas CpG. En general, la distribu-
cién de H1.2 a lo largo de los cromosomas se diferencia de la de otras variantes como
H1.0 y H1X, las dos variantes estructuralmente mas distantes dentro de la familia de
H1 somaticas(Millan-Arifio et al., 2014)
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2.4 H1y su rol en la regulacion transcripcional

Los primeros estudios realizados del rol que desempena H1 en la regulacion transcrip-
cional apuntaban a que HI1 era un represor global de la transcripcion. Sin embargo,
estudios mas recientes que caracterizan los subtipos H1 sugieren que no es un represor
global de la transcripcion, sino que desempefia un papel mas dinamico y contribuye a
una regulacion transcripcional especifica de genes(Yuhong Fan et al., 2005; J.-Y. Li
etal., 2012).

Uno de estos estudios, es el realizado anteriormente en nuestro grupo de investigacion,
en el cual se desarrollaron shRNAs inducibles contra las variantes H1.0-H1.5. Se ob-
servo mediante experimentos de microarray que diferentes grupos de genes fueron al-
terados por el knock-down de las distintas variantes y que la inhibicién de H1.2 en
células T47D producia parada del ciclo celular en G1(Sancho, Diani, Beato, & Jordan,
2008)

En un analisis realizado en células pluripotentes (PCs) se observo que tienen niveles
relativamente menores de H1.0 y niveles mayores de H1.1, H1.3 y H1.5 comparado
con células diferenciadas. De hecho, un knockdown de H1.0 en células madres huma-
nas (ES) no afectan su auto-renovacion, pero deterioran su diferenciacion, debido a
que H1.0 es reclutado hacia las regiones reguladoras de genes de diferenciacion y plu-
ripotencia, lo que confirma que esta variante desempefia un papel importante en la
regulacion de estos genes(J.-M. Terme et al., 2011). Posteriormente, en un estudio rea-
lizado en multiples tejidos de cancer, encontraron una correlacion entre bajos niveles
de expresion de H1.0 con prognosis negativas en pacientes, encontraron que en los
tejidos tumorales las células que silenciaban la expresion de H1.0 , preservaban la ca-
pacidad proliferativa indefinida del tumor y que al contrario las células que re-expre-
saban H1,0 lograban reprimir al grupo de oncogenes y sus rutas, adquiriendo de esta
manera un fenotipo caracterizado por un potencial proliferativo bastante limitado(To-
rres et al., 2016)

Otro de los mecanismos en los cudles la histona H1 se encuentra involucrado y por el
cual puede mediar procesos como transcripcion del DNA o reparamiento es conjunta-
mente con chaperones de histonas. Las chaperones son proteinas que se encargan del
transporte de las histonas asi como su eficiente union y desplazamiento del nucleo-

soma. Varios estudios se han realizado, uno de los estudios realizados caracteriza a la
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proteina 1 de ensamblaje del nucleosoma(Napl), describiendo que esta chaperona
tiene la capacidad de abrir la cromatina a través del desplazamiento reversible de la
histona H1(Jordanka Zlatanova, Seebart, & Tomschik, 2007). Otra chaperona estu-
diada, es la proteina prothynisin a, para lo cual usaron células permeabilizadas y ob-
servaron que esta chaperona puede facilitar el desplazamiento y la deposicion de
H1(Karetsou et al., 1998). Otro estudio in vitro sobre la correlacion de la movilidad de
H1 con su chaperona es el realizado sobre Template Activating Factor-1 (TAF-I, tam-
bién conocido como SET), en este estudio observaron que la sobre expresion de TAF-
I potencia la movilidad de la histona H1.1 desplazandola de la cromatina(Kato,
Okuwaki, & Nagata, 2011). Continuando con esta observacion, Kadota y Nagata en el
2014 establecieron que TAF-I participa en los mecanismos de silenciamiento de los
genes estimulados por interferon (ISGs), observaron que un knockdown de TAF-I in-
crementa la transcripcion de los genes estimulados por IFN, asi como simultdineamente
los niveles de H1 se reducen en los promotores de los ISGs.

Estudios sobre mecanismos por los cuales las distintas variantes de H1 se encuentran
involucradas en la regulacion de la expresion de los genes inducidos por interferon
ameritan ser realizados debido a que en el estudio mencionado no se establece clara-
mente, si en el mecanismo propuesto de la chaperona TAF-I participa una variante de
histona H1 en particular. Sin embargo, este estudio da a conocer un nuevo rol de las
histonas H1 de gran importancia ya que participan en la regulacion de la respuesta

inmune innata a través del silenciamiento de los genes ISGs.

3. Interferones

Interferones son una familia multigénica de citoquinas pequenas, producidas y secre-
tadas por las células después de la deteccion celular a través de receptores de recono-
cimiento de patrones (PRRS) de moléculas asociadas a patogenos invasores (PAMPS).
A continuacion, de la deteccion del patdgeno y la subsiguiente produccion de IFN, las
moléculas de IFN se unen a los receptores de la superficie celular e inician una cascada
de sefalizacion a través del transductor de sefal de janus quinasa (JAK-STAT), con-

duciendo a la regulacion transcripcional de cientos de genes regulados por IFN (ISGs).
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Esto conduce a un estado antiviral, eficaz contra virus y bacterias intracelulares(Sch-
neider, Chevillotte, & Rice, 2014).

3.1 Clasificacion de los interferones

3.1.1. Interferdn tipo I

Interferon(IFN) del tipo I son citoquinas con la habilidad de bloquear la replicacion de
los virus, inducir un estado celular intrinseco antimicrobial y modular la respuesta del
sistema inmune innato asi como la activacion del sistema inmune adaptativo(Samuel,
2001). El grupo de los interferones tipo I incluyen al Interferon beta (IFNp) y al inter-
feron alfa (IFNa), que son los tipos mas caracterizados. La mayoria de las células pro-
duce IFNP mientras que células inmunitarias especializadas, conocidas como células
dendriticas plasmocitoides producen la gran mayoria de IFNa.

El IFN esté codificado por un solo gen para IFNP mientras que el [IFNa se encuentra
codificado por 14 genes distintos que codifican varias isoformas.

Los mecanismos de induccion del gen para IFNf han sido ampliamente estudiados en
las ultimas décadas. De hecho, como se describe a continuacion, la induccion del gen
IFNP se produce como un proceso altamente ordenado, y estd regulado por multiples
factores de transcripcion. La region promotora del gen de IFNP contiene al menos
cuatro elementos cis reguladores, entre los que tenemos, los dominios reguladores po-
sitivos (PRD) I, 11, 111 y IV (Figura 5A). Por el contrario, las regiones promotoras de
genes IFNo contienen unicamente los elementos PRD I- y PRD |1l (Ryals, Dierks,
Ragg, & Weissmann, 1985). PRD I y PRD III son los sitios de union para los miembros
de la familia IRF, mientras que los elementos PRD Il y PRD IV son los sitios del factor
nuclear kB (NF-kB) y AP-1, respectivamente. Después de las infecciones virales, los
PRD dirigen el ensamblaje de IRF, NFKkB, AP-1 y la proteina de grupo de alta movili-
dad HMGI para formar un complejo conocido como enhanceosoma(Kim & Maniatis,
1997). Un estudio, describe que la represion constitutiva del promotor del gen de IFNf3
puede deberse a la unidn de la histona H1 en las zonas ricas en AT, localizadas ups-
tream del promotor(Bonnefoy, Bandu, & Doly, 1999). Posteriores estudios indicaron
que el promotor de IFN se activa débilmente por la induccion del factor de necrosis

tumoral (TNF-a), que implica la activacion de NF-kB y AP-1, pero no de IRF(Reis,
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Ho Lee, & Vilcek, 1989). Algo interesante a destacar es que si el nucleosoma en el
sitio de inicio de la transcripcion es desplazado artificialmente y luego estimulado por
TNF-a, el promotor del gen IFNP se activa eficientemente(Lomvardas & Thanos,
2002). Estas observaciones apoyan la idea de que la alteracion del nucleosoma €es un
determinante critico en el equilibrio de la magnitud de la induccion de IFN y que una
induccion efectiva de IFNP requiere un desplazamiento del nucleosoma o la activacion
por IRF.

La activacion del gen de IFN se ha descrito que inicia cuando el enhanceosoma re-
cluta las histonas acetil transferasas (HAT) y la proteina de union CREB, para acetilar
los residuos de lisina de las histonas H3 y H4 en el nucleosoma, que localiza y cubre
el sitio de inicio de la transcripcion del promotor del gen de IFNP e inhibe la induccion
génica en este primer estado estacionario (Figura 5B).

A continuacion, la holoenzima de la RNA polimerasa Il (carente del factor de trans-
cripcion TFIID) se recluta al promotor. A continuacion, los complejos de remodela-
cion de la cromatina, tales como los complejos BAF, se reclutan poniéndose en con-
tacto con la histona acetilada (Figura 5C). Finalmente, los complejos BAF inducen el
desplazamiento del nucleosoma del sitio de inicio de la transcripcion (TSS), hacién-
dolo accesible para el factor de transcripcion TFIID induciendo la expresion de IFN
(Figura 5D) (Agalioti et al., 2000; Honda, Takaoka, & Taniguchi, 2006)

Las moléculas de IFN tipo I, son reconocidas por el heterodimérico receptor com-

puesto por IFNARL y IFNAR2 (Figura 6A).
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s B J
(= m—  —  — T TATA

Figura 5.- Transcripcion del gene de IFNB después de la infeccion viral. A) Dominios reguladores (PRD) I, 11, 111
y IV. B) Acetilacion de los residuos de lisina de las histonas H3 y H4 en el nucleosoma. C) Complejos de remode-
lacion de la cromatina, se ponen en contacto con la histona acetilada. D) Factor de transcripcion TFIID induce la
expresion de IFNP.
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3.1.2 Interferon tipo Il

IFN-y es el tnico interferon tipo II. Se une a su complejo de union a la superficie
celular compuesto por dos subunidades de IFNGR1, a continuacion, se une a dos
subunidades adicionales denominadas IFNGR2 y provoca la activacion del receptor
(Figura 6C) (Walter et al., 1995). La produccion de IFN-y, esta restringida a las células
del sistema inmune(Valente et al., 1992), sin embargo, la mayoria de tipos de células
son capaces de responder al IFN-y debido a que los receptores IFNGR1/2 se encuen-
tran expresados en una gran variedad de células. Los ISGs que son inducidos por el
IFN-y, desempefian un papel importante en el establecimiento de la inmunidad celular,

ademas algunos de los ISGs producidos desencadenan la respuesta a IFN tipo L.

3.1.3 Interferon tipo 111

El tipo 111 de IFN incluyen IFNL1, IFNL2, IFNL3 y IFNL4 conocidos también como
IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3, IFN-A4 o interleuquina (IL)-29, IL-28A, y IL-28B respecti-
vamente(Kotenko et al., 2003; Prokunina-Olsson et al., 2013).

Estos IFNs comparten caracteristicas estructurales con los miembros de la familia de
las citoquinas IL-10 y utiliza su mismo receptor de baja afinidad (IL-10R2), este re-
ceptor también recibe la sefial de las citoquinas 1L-22 e IL-26. (Figura 6B) Por otra
parte, el receptor de alta afinidad para el interferon de tipo III es la subunidad (IFN-A
receptor 1, IFNLR1), este receptor es exclusivo de IFN tipo Il y se expresa inicamente
en células epiteliales. Este complejo senaliza a través de la ruta JAK-STAT como el
IFN tipo | e induce muchos de los mismos ISGs(Bolen, Ding, Robek, & Kleinstein,
2014; Sommereyns, Paul, Staeheli, & Michiels, 2008)

3.2 Factores de regulacion de IFN (IRFs)

La familia IRF en mamiferos esta compuesta por 9 miembros, de IRF1 a IRF9 (5).
Cada IRF presenta un dominio de unién a DNA bien conservado de 120 aminoacidos.
Esta region reconoce un region con una secuencia consenso de DNA llamada
ISRE(Elemento de repuesta estimulada por IFN)(Taniguchi, Ogasawara, Takaoka, &

Tanaka, 2001). ISRE fue hallada en el promotor de ISGs, ademas, se ha encontrado la

22



region ISRE en el promotor de los mismos genes que codifican para los IFNs de tipo
l.

El rol que desempefian los IRFs depende de la naturaleza del patogeno, el tipo celular,
asi como de los receptores que han reconocido a dicho patogeno.

Los IRFs, IRF1, IRF3, IRF5 y IRF7 han sido descritos como reguladores positivos de
la transcripcion de genes de IFN tipo I (Mamane et al., 1999). IRF1 fue el primer
miembro que se descubrio que active el promotor en genes de IFN tipo I (Miyamoto
et al., 1988). Sin embargo, se ha observado que algunos virus son capaces de inducir
la respuesta de IFN en fibroblastos de embriones de raton, que presentan Knock-out
(KO) de IRF1 asi como IRFS5, lo que indica que IRF1 e IRF5 no son esenciales en la
induccién de genes de IFN de tipo I activada por virus por la via citosolica.

IRF3 e IRF7 también han sido propuestos como reguladores claves en la expresion de
IFN tipo I. IRF3 es expresado constitutivamente y reside en forma latente en el citosol,
después de la infeccion viral se transfiere al nicleo, antes de dicha transferencia, se
fosforilan serinas especificas de su dominio C-terminal, siendo esto un paso crucial.
Las formas de IRF3 fosforiladas forman un dimero o heterodimero con IRF7 el cual
puede interactuar con otros coactivadores de los genes de IFN tipo I(Honda &
Taniguchi, 2006)

4. Genes inducidos por interferon (ISGs)

Los genes inducidos por IFN son cientos de genes que codifican para una variedad de
proteinas que en general tienen como fin ser parte de mecanismos de defensa, indu-
ciendo un estado antiviral, contra varios tipos de virus de RNA, virus de DNA, bacte-
rias intracelulares y parasitos(Gonzalez-Navajas, Lee, David, & Raz, 2012)

Los ISG desempenan varias actividades, entre las proteinas codificadas estan los Re-
ceptores de reconocimiento de patrones (PRRs), IRF, STAT1, STAT2 e IRF9, las cua-
les estan presentes en la sefializacion de patdgenos, pero también son ISGs, de esta
manera refuerzan la respuesta de IFN. Muchos ISGs controlan la infeccion viral, bac-
teriana y parasitaria dirigiéndose directamente a las funciones necesarias durante los
ciclos de vida de los patogenos. Los reguladores negativos de la sefnalizacion ayudan

a recuperar el estado silenciado y la homeostasis celular. Otros ISGs codifican para
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proteinas proapoptoticas, dando lugar a la muerte celular bajo ciertas condiciones(Sch-
neider et al., 2014).

4.1 Regulaciéon de ISGs dependiente de la ruta del JAK-STAT

Mediante el estudio de los mecanismos de induccion de expresion génica de 10s genes
inducidos por interferon, se definio una via de sefiales intracelulares que utiliza como
mecanismo de transmision de sefial la fosforilacion secuencial en residuos de tirosina
de dos grupos de proteinas denominadas JAK y STAT(Wilks, 1989; Wilks et al.,
1991).

La secuencia de activacion de la via JAK-STAT se inicia con la interaccion de las
citoquinas con sus receptores lo que induce la oligomerizacion de los mismos y apro-
ximacion de las JAK asociadas a ellos, que se fosforilan aumentando asi su actividad
quinasa. A continuacion, las JAK fosforilan residuos de tirosina en los dominios intra-
citoplasmicos de los receptores, creando puntos de anclaje para las STAT, que se unen
especificamente a los receptores, y son igualmente fosforiladas por las JAK. Al ser
fosforiladas las STAT se activan, dimerizan, se liberan de los receptores y pasan al
nucleo, donde se unen en el caso de haber sido inducida la sefial por el IFN tipo Iy II
a un factor regulatorio (IRF9) para formar un complejo de tres moléculas llamado
(ISGF3) el cudl se une a la secuencia especifica denominada elementos de respuesta
estimulados por IFN (ISREs; secuencia concenso TTCNNNGAA) de DNA, y activan
la transcripcion génica de ISGs. Otras citoquinas asi como IFN tipo II, activan un ho-
modimero de STAT el cual se une a una secuencia diferente denominada GAS (se-
cuencia concenso TTCNNNGAA) (Duarte & Frank, 2000; Ivashkiv & Donlin, 2014)
Una de las caracteristicas de la via JAK-STAT es su rapidez. La activacidon méaxima
de la expresion génica tras su estimulacion con interferon (IFN), se produce en tan s6lo
15 a 30 min (Silvennoinen, lhle, Schlessinger, & Levy, 1993).

Tres de las cuatro JAKSs conocidas (JAK1, JAK2 y tirosina quinasa 2 (TYK2)) funcio-
nan en la senalizacion IFN(Kawamura et al., 1994). Hay siete proteinas STAT en los
mamiferos, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb y STAT®6, todos los
cuales desempefan algun papel en la sefializacién inmune innata. Sin embargo, cuando
se trata de sefializacion a través de cualquiera de los complejos de receptores de IFN,

STAT1 y STAT2 son los mas importantes(Levy & Darnell, 2002).
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STAT1 se fosforila en respuesta de IFN en el sitio Tyr701, Ser708 y Ser727 y STAT?2
se activa una vez se fosforila en la tirosina 690 (Tyr690). La quinasa TNK1(Tirosin-
quinasa) y RIG-I(Gen inducible de acido retinoico) potencian la fosforilacion de la
tirsosina (Tyr701) y serina(Ser727)(J. Hou et al., 2014). La CDKS8 (ciclina nuclear de-
pendiente de quinasa 8) también fosforila la serina(Ser727) de STAT1(Bancerek et al.,
2013; Staab, Herrmann-Lingen, & Meyer, 2013). Senales de estrés también pueden
inducir la fosforilacion de STAT1 en Ser727 via la ruta p38-MAPK(Ramsauer et al.,
2002).

A) IFN tipo | B) IFN tipo IlI C) IFN tipo I

Q@
IL-10R2 . . IFNLR1
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Figura 6.- Cascada de sefializacion de Interferon (IFN). Las tres clases de IFNs presentan distintos complejos re-
ceptores en la superficie celular A) IFN tipo I. B) IFN tipo I11. C) IFN tipo Il. Imagen (Schneider et al., 2014)

4.2 Regulacién transcripcional de los ISGs

La organizacion en niveles de orden superior de la cromatina, impiden la unién de
factores de transcripcion y la expresion génica de ISGs, su induccion por IFN requiere
de remodeladores de la cromatina, que necesita ser transformada en una estructura mas
flexible. En humanos, el complejo de remodelamiento de nucleosomas BAF y PBAF
mantienen un estado abierto de la cromatina, permitiendo una induccién de ISGs des-

pués del estimulo por IFN(Cui et al., 2004; Yan et al., 2005). La acetilacion y desace-




tilacion de histonas, reacciones generalmente catalizadas por encimas como HAT (his-
tona acetiltransferasa) o HDAC(Histonas des-acetilasas) son esenciales en el modula-
cion de la cromatina. La actividad de HAT transforma la cromatina en una estructura
mas relajada, siendo un regulador positivo de la activacion transcripcional de los
ISGs(Bhattacharya et al., 1996; Paulson, Press, Smith, Tanese, & Levy, 2002). Uno de
los mecanismos de silenciamiento se encuentra regulado por un complejo formado por
FOXO03, NCOR2(corepresor nuclear 2) y HDAC3, complejo que participa en la for-
macion de una estructura cerrada de la cromatina, limitando de esta manera la trans-
cripcion de los ISGs en condiciones basales(Litvak et al., 2012).

Otros coactivadores y corepresores también participan en la regulacion transcripcional
al interactuar con ISGF3 o STATL. Entre estos tenemos Nmi(Interactor N-Myc) y
DRIP150 que facilitan la activacion transcripcional de ISGs. Por el contrario, recien-
temente se describid un corepresor, es el caso de TAF-1 (Kadota & Nagata, 2014) asi
como proteinas inhibidoras de la actividad de STAT como son PIAS1 y PIASg (Tahk
et al., 2007), los cuales limitan la transcripcion de ISGs.

En los Gltimos afios varios factores de regulacion de la transcripcion de ISGs han sido
identificados (Figura 7). Estos esfuerzos contribuyen a la mejor comprension de los
ISGs(Mostafavi et al., 2016).

Factoresy complejos de represion

Figura 7.- Regulacion transcripcional de los ISGs (genes estimulados por IFN). Se describen varios coactivadores
y corepresores. Después de la estimulacion con IFN, ISGF3 o STAT] se une a la region promotora de ISG, reclu-
tando varios remodeladores de cromatina BAF, PBAF, p300/CBO, GCN5, HAT, HDAC, MCM3, MCM5, NMi y
DRIP15. Por el contrario, entre los corepresores tenemos FOXO3, TAF-I, HDACS3, entre otros. Imagen (Wang,
Xu, Su, Peppelenbosch, & Pan, 2017)
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4.3 I1SGs con atividad antiviral

Teniendo en cuenta el gran nimero de ISGs activados mediante la sefalizacion de IFN,
es probable que exista redundancia considerable en el sistema, asi como en su activi-
dad antiviral. Con el fin de clasificar en grupos y definir la actividad individual de cada
ISGs, varios estudios se han realizado. A través de un “screening” se validaron varios
grupos de ISGs, en los cuales se observo que reducian la replicacion viral significati-
vamente comparada con el control, en total fueron 45 genes cuyos transcritos presen-
taron efecto antiviral, entre estos genes tenemos
IFI6, IFITM3, RTP4,DDIT4, NT5C3, IFI44L, MAP3K14, IRF2,IRF7, IRF1, MDAS5,
RIG-I, OASL(Schoggins et al., 2011) . Ademas, se han disenado analisis para mirar
el efecto antiviral de los 1ISGs mediante el uso de virus infecciosos que puedan cumplir
todo su ciclo viral. En los screening realizados los ISGs GBP1, IFI6, IFI27, IRF1,
IRF9, 1SG20, MX1, OASL1, PKR redujeron significativamente la actividad del repli-
con(ltsui et al., 2006).
Muchos de los ISG han sido bien caracterizados, son los que muestran la actividad
antiviral mas potente. A continuacion, se describen brevemente varios de ellos, su ac-
tividad antiviral, y en algunos casos su rol como sensores en la sefializacion de la res-
puesta inmune innata. Estos ISG representan s6lo un pequefo grupo del nimero total
de ISG producidos durante la infeccion (Figura 8)
Por ejemplo, CH25H (colesterol-25-hidroxilasa) afecta los virus tempranamente, pre-
sumiblemente en el evento de fusion membrana-huésped, asi como en la maduracion
proteica de proteinas estructurales viricas Y de enzimas de replicacion viral. La familia
IFITM (Proteinas transmembranales inducidas por IFN) inhiben el proceso de fusion
endocitica de un amplio espectro de virus. TRIM5a (Proteina tripartita de motivo 5a)
inhibe el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1) deshaciendo la estructura
de los complejos de la capside del virus. Mx1 (La proteina de resistencia al mixoma
1) inhibe una amplia gama de virus al bloquear el trafico endocitico de particulas viri-
cas entrantes. Algunos ISG inhiben los virus degradando el RNA viral o blogueando
la traduccion de los RNAm virales, como lo hace OAS (Oligoadenilato sintasa),
PKR(la proteina quinasa R) y la ZAP (proteina antivirica dedo de zinc). Las proteinas
de la familia de IFIT(inducidas por IFN con repeticiones tetratricopeptidicas) inhiben

la traduccion de proteinas y también han estado implicadas en la degradacion del RNA
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viral. TRIM22 inhibe la transcripcion viral, la replicacion o el desplazamiento de pro-
teinas virales a la membrana plasmatica. ISG15 puede inhibir la traduccion, replica-
cion o salida viral. Se ha demostrado que la viperina inhibe la replicacion viral en la
membrana plasmatica. Finalmente, Tetherin atrapa particulas de virus maduras en la

membrana plasmatica y por lo tanto inhibe la liberacion viral(Schneider et al., 2014)

"".-
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Figura 8.- VVarios ISGs (estrellas) que interfieren en distintas etapas del ciclo viral. Imagen (Schneider et al., 2014)
4.3.1 Familia de las MX

Las proteinas Mx pertenecen a la superfamilia de las dinaminas con actividad de
GTPasa. Estas proteinas no estdn presentes constitutivamente en las células normales
pero son inducidas por los IFN tipo I. Las Mx poseen actividad antiviral contra varios
RNA virus. La Mx1 humana se acumula en el citoplasma de las células tratadas con
IFN, asociada parcialmente con el reticulo endoplasmatico. Se asocia con las nu-

cleocapsides, inhibe su transporte y altera sus propiedades y bloquea en consecuencia
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la replicacion viral. Estos componentes virales son atrapados y redirigidos a otros lu-
gares donde resultan inviables para la generacion de nuevas particulas virales(Fain-
boim & Geffner, 2005).

4.3.2 1SG15

ISG15 es un gen que se induce fuertemente por el estimulo de IFN, dsRNA y virus.
Codifica una proteina de 15 kDa de tipo ubiquitina. ISG15 se adhiere covalentemente
a su proteina diana a través de su dominio C-terminal, gracias a la participacion se-
cuencial de tres encimas que también son inducidas por IFN. La primera evidencia que
ISG15 tiene actividad antiviral fue realizada con una proteina no estructural del virus
de la influenza B, y se observo que ISG15 se unia a dicha proteina. Estudios posterio-
res, confirmaron que la conjugacion de ISG15 inhibia una gran cantidad de virus, entre
los que estan, los virus de la influenza A y B, HIV-1, Herpes 1. Por el contrario, no se
ha visto efecto protector frente al virus de la estomatitis vesicular (VSV) y contra el
virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)(Lenschow et al., 2007; Pincetic,
Kuang, Seo, & Leis, 2010; Yuan & Krug, 2001).

433 IFITM

La familia IFTM en humanos estd compuesta por cuatro miembros IFITM1, IFITM2,
IFITM3 e IFITMS. Estas proteinas han mostrado ser potentes inhibidores de la infec-
cion del virus de la influenza A(Brass et al., 2009). Varios estudios han observado que
estas proteinas tienen un amplio espectro de inhibicion antiviral, lo que sugiere que
posiblemente su efecto inhibitorio no es a nivel de receptor(Huang etal., 2011;
Schoggins et al., 2011).

Las proteinas IFITM se acumulan en el endosoma y en los lisosomas. De acuerdo con
esto, los virus mas afectados por IFITM son aquellos que requieren transitar por estos
compartimentos, sin embargo, el mecanismo es hasta la actualidad discutido. IFITM1
inhibe al coronavirus-SARS con gran eficiencia. IFITM3 tiene una gran potencia de
inhibicién frente al virus de la influenza A. Por otra parte, la infeccion por HCV es
inhibida por IFITM1, esta especificidad existente en la familia de IFITM ha sido ex-

plicada en parte por las diferencias en la localizacion celular de sus miembros. Como
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mecanismo alternativo de actividad antiviral se ha propuesto que IFITM puede actuar
un paso antes de la hemifusion viral, al afectar fisicamente las propiedades de la mem-
brana, cambiando su fluidez, la membrana tiene que ser atravesada por la particula

viral y cambios fisicos de la membrana pueden impedir este proceso(K. Li et al., 2013)

4.4 Sensores de reconocimiento de patégenos

PRRs y muchos IRFs estan presentes de forma basal para la deteccion de patogenos,
pero su expresion génica puede ser reforzada y sobre-regulada por IFN. Varios de los
PRRs también son genes inducidos por interferdn, dando lugar a que tras la induccion,

este conjunto de ISGs acttian reforzando la sefializacion de IFN.

Existen varios PRR, cada uno especializado en la deteccion de patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs), a continuacion, se describen algunos de ellos, espe-

cialmente los PRRs involucrados en el reconocimiento de virus.

4.4.1 Sensores de RNA

Receptores del tipo Toll (TLRs)

Los receptores del tipo Toll, son sensores innatos que detectan PAMPs de una variedad
de patogenos. Muchos TLRs se expresan en la superficie celular, algunos se expresan
en los endosomas, y participan en el reconocimiento de genomas virales asociados con
viriones. Tras la endocitosis de los virus, los TLRs endosomicos detectan genomas
virales y activan la transcripcion de IFN tipo I. TLR7 detecta los genomas virales
sSRNA. TLR3 es un sensor de los virus dsSRNA. TLR8 es filogenéticamente y funcio-
nalmente cercano a TLR7, reconoce sSRNA. Los sensores descritos reconocen el RNA
viral en el endosoma (lwasaki, 2012).

La sefializacion de la cascada de TLRs , dependiendo de las circunstancias, requiere
principalmente de receptores y adaptadores, entre los que se incluye el factor 88 de
diferenciacion mieloide (MyD88). A continuacion, ocurre la activacion de una cascada
de quinasas intracelulares y ubiquitin-ligasas, que ocasionan la transferencia de facto-

res de transcripcion incluyendo NF-kB, AP-1 y factores reguladores de IFN (IRFs).
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Estos factores de transcripcion se uniran a los elementos de respuesta de los genes que

codifican para IFN tipo | y citoquinas(O’Neill, Golenbock, & Bowie, 2013).

Receptores del tipo RIG-1 (RLRs)

Los receptores RLRs son proteinas citosolicas que reconocen las especies de RNA
virico. Expresados por la mayoria de las células humanas, los RLR incluyen tres miem-
bros de relevancia: RIG-1, MDA5 y LGP2. RIG-I(EI gen inducible por acido retinoico
I) reconoce y contiene un dominio C terminal de enlace para sSRNA/dsRNA.
MDAS5(Gen asociado a la diferenciacion del melanoma 5), reconoce a fragmentos de
dsRNA y puede iniciar la produccion de IFN tipo I a través de MAVS. Finalmente,
LGP2 que es un modulador de la respuesta inmune innata a una infeccion viral y no
un sensor de PAMPs.

Después del reconocimiento de los SSRNA/dSRNA, RIG-1 y MDADS activan el adapta-
dor de sefial MAVS, el cual desencadena una cascada de sefializacion. La activacidon
de MAVS provoca la formacion de un agregado de MAVS, ocasionando una amplifi-
cacion en gran escala de la cascada de sefializacion. Esta cascada conlleva el recluta-
miento de adaptadores citosolicos de moléculas, seguido de la activacion de quinasas,
entre ellas TBK e IKK. Finalmente, factores de transcripcion especificos, como IRF3,
NF-kB y dependiendo del tipo celular IRF5 y IRF7, son transferidos al nticleo donde
actuan como promotores de los genes de IFN tipo I y de citoquinas proinflamatorias
(F. Hou et al., 2011)

Familia OAS

La familia OAS incluye a 4 1SGs llamados OAS1, OAS2, OAS3 y OASL (el cual co-
difica OAS-like protein). Las proteinas OAS1, OAS2 y OAS3 son todas enzimas que
se activan al reconocer moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA). Cuando la OAS
se activa cataliza la sintesis de 2’-5’ oligoadenilatos, responsables de la activacion de
una RNAsa latente, denominada la RNAsa L. Esta RNAasa degrada el RNA e inhibe
de esta forma la replicacion viral. Por otra parte, el sistema OAS-RNAsa L, puede
también conducir a la apoptosis en células infectadas. OASL esta desprovista de acti-

vidad ligada a la 2'-5'-oligoadenilato sintasa. Sin embargo, OASL tiene una actividad
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antiviral potente, que puede atribuirse a su funcidon reguladora positiva en la sefializa-

cion RIG-I(Fainboim & Geffner, 2005).

PKR

La expresion de la proteinquinasa dependiente de RNA de doble cadena (PKR) es in-
ducida también por los IFN tipo I. La activacion de la PKR durante la infeccion viral,
inducida principalmente por RNA de doble cadena, provoca la fosforilacion e inacti-
vacion del factor de traduccion Elf-2a, dando lugar al bloqueo de la sintesis de protei-
nas y la inhibicion de la replicacion viral. La activacion de PKR puede conducir, ade-
mas a la fosforilacion de otros sustratos menos caracterizados, capaces de activar fac-
tores de transcripcion como NF-Kb. Estas vias alternativas podrian explicar la activi-
dad proapoptotica de la PKR, importante en su actividad antiviral(Fainboim &
Geffner, 2005)

Familia IFITs

La familia de proteinas inducidas por interferon con repeticiones del tetratricopéptido
(IFITs), incluyen a IFITL, IFIT2 e IFITS.

Mediante estudios estructurales y usando modelos en células HEK293T infectadas con
virus de la enfermedad de Newcastle han demostrado su capacidad de reconocer
sSRNA (Pichlmair et al., 2011).

Ademas de su posible rol como sensor, se ha descrito que l10s miembros de la familia
IFIT tiene un papel importante en el control del RNA invasivo. IFITs junto a otro ISGs
actian en conjunto para restringir la replicacion de virus, por ejemplo, se ha observado
que IFIT2 puede limitar la replicacion del virus de la estomatitis vesicular

(VSV)(Fensterl et al., 2012)

4.4.2 Receptores de DNA

Los receptores de DNA son moléculas que detectan DNA y activan vias de transmiso-
ras de sefiales que inician respuestas antimicrobianas, como la produccion de interfe-

ron del tipo 1.
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CcGAS (Enzima sintasa del GMP-AMP ciclico)

cGAS reconoce DNA citosolico, una vez reconoce el DNA, sintetiza un dinucledtido
ciclico llamado GMP-AMP ciclico(GAMPc). La GAMPs interactua con STING (Es-
timulador de genes de IFN) y estimula su translocacion a membranas derivadas de
Golgi, donde promueve la fosforilacion de IRF3. El IRF3 fosforilado pasa al niicleo e

induce la expresion del gen de interferén del tipo 1.

IFI116

IFI16 es una proteina nuclear y citoplasmatica, se ha demostrado que se une al DNA
viral, para inducir citoquinas antivirales, se ha observado que la deteccion de DNA
viral ocurre en la periferia nuclear. Los modelos actuales afirman que, al unirse al
DNA viral, IFI16, al igual que otros sensores de DNA tales como cGAS, usa la cascada
de senalizacion a través de STING / TBK-1/ IRF3(Fensterl et al., 2012)

4.4.3 Otros receptores de DNA

DAI: El activador dependiente del DNA de los factores reguladores del IFN (DAI) se
une al DNA de varias fuentes microbianas y activa el IRF3, lo que conduce a una
respuesta del IFN del tipo 1. EI DAI también activa la via NF-kB.

AIM2: AIM2 es otro detector de DNA que reconoce dsDNA citosolico.

TLR9: Reconoce genomas virales de DNA de doble cadena y cadena sencilla
(dsDNA; ssDNA) en el endosoma. El reconocimiento a través de TLR9 no requiere

replicacion viral ni una secuencia motivo especifica

4.4.4 Otros sensores de RNA y DNA

DDX60: Es una helicasa, que recientemente ha sido propuesta como un sensor pro-
motor de la respuesta antiviral (Miyashita, Oshiumi, Matsumoto, & Seya, 2011). Su
expresion no es constitutiva es inducida por IFNs, al igual que los RLRs. Estudios por
co-inmunoprecipitacion demostraron que DDX60 se une a dSRNA y DNA. Finalmente
es importante mencionar que el rol de DDX60 en la ruta de Interferon tipo I, todavia

se encuentra en discusion (Vabret & Blander, 2013)
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Familia HMGBs: La familia de proteinas de alta movilidad del grupo de caja
(HMGBSs) han sido propuestas como centinelas universales de dcidos nucleicos. A tra-
vés de ensayos de Knock Out (KO) verificaron que estas células, después de ser esti-
muladas con DNA o RNA viral, perdieron gravemente su capacidad de induccion de
interferdn tipo I y la induccion de citoquinas. La ausencia de HMGBs también afectd
la activacion de TLR3, TLR7 y TLR9 (Yanai et al., 2009).

V\/ﬂ) sSDNA

DNA TLR9,
HMGB
ssRNA-RT D
TLR7, TLRS, dsONA

HMGB V\/—- /\j\ — mzo TLR3, TLR9, RIG-I, IFI16,
+ RNA DNA + DNA

HMGB, cGAS, STING...

wW FAYAN W) — .W‘D dsRNA
+ RNA RNA mRNA + RNA TLRS, RIG'I,
SSRNA (1) o MDA-5, OAS,
TLR7, MDAS, PKR, DDX60,
RIG-I, HMGB HMGB
Mo

ssRNA (-)

TLR7,RIGL,

HMGB

Figura 9.- Clasificacion de los virus segtin (Baltimore, 1971)grupos del I-V1. Los grupos de virus son clasificados
dependiendo de la combinacion o caracteristicas del genoma(DNA, RNA) viral, cadena (sencilla, doble), sentido(+
sentido, - antisentido), y modo de replicacion (retro virus RT). Los sensores que reconocen los respectivos grupos
de virus estan indicados. Imagen (lwasaki, 2012)
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OBJETIVOS
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1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de la deplecion de la histona H1 en células de cancer de

mama: proliferacion y respuesta a interferén

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefiar RNA interferentes inducibles (shRNA) estables para la deplecion simul-
tanea de distintas variantes de H1 en células de cancer de mama.
Investigar los efectos de la deplecion de distintas variantes de histonas H1 sobre la
proliferacion:

e Velocidad de crecimiento celular

e Capacidad de formar colonias dependientes de anclaje

e Capacidad de formar colonias independientes de anclaje (Soft-agar)

Analizar los efectos de la inhibicion simultanea de variantes de la histona H1 sobre
la respuesta a interferon.

Verificar si los efectos provocados sobre la respuesta a interferon son compensados
al reestablecer la expresion de la histona H1.

Determinar a través de inhibidores y knock-downs constitutivos cuales son los po-
sibles mecanismos por los cuales la deplecion de H1 ocasiona la respuesta a inter-

feron.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las condiciones y lineas celulares usadas en el presente trabajo se resumen en la

siguiente tabla.

Linea celular

T47D-MTVL

Caracteristicas de la linea celular

Linea celular derivada de un derrame
pleural de un carcinoma ductal de seno,
Ileva una copia integrada estable del gen
indicador de luciferasa dirigida por el
promotor MMTV

Medio de cultivo

RPMI 1640; 10% de suero
fetal bovino (FBS); 1% de
penicilina y estreptomicina
(P/S); 1% de glutamina.

MCF7

Linea celular derivada de un derrame
pleural tomada de un paciente con can-
cer de seno metastasico.

MEM; 10% FBS; 1% de P/S;
1% de glutamina; 1% ami-
noacidos no esenciales; 1%
de piruvato de sodio

HelLa

Linea celular derivada deriva de una
muestra de cancer cérvico-uterino

DMEM glutamax; 10% FBS;
1% P/S

MCF10A

Linea celular epitelial de seno, la mas
comun usada como modelo de células
normales de seno

DMEM glutamax; 10% FBS;
1% P/S; 16ng/ml de factor de
crecimiento epidermal
(EGF); 0.5ug/ml de hidrocor-
tisona; 10ug/ml de insulina.

Hek (293T)

Linea celular embrionaria de rifidén hu-
mano, también conocidas como HEK
293.

DMEM glutamax; 10% FBS;
1% P/S

Tabla 3.- Lineas celulares utilizadas, descripcion de sus principales caracteristicas y el medio de cultivo

2. Extraccion de acidos nucleicos

2.1 Plasmidos

Se usaron varios plasmidos para generar c¢lulas derivadas de T47D, MCF7 y Hela.

Didier Trono (Universidad de Ginebra) nos proporciond los plasmidos necesarios para

el sistema inducible por farmacos de RNA de interferencia, sistema mediado por los
vectores lentivirales pLVTHM, ptTR-KRAB-Red, pCMC-R8.91(Dr. Trono) y

pVSVG(Clontech). Se utilizaron ademas plasmidos disefiados previamente que con-

tienen variantes etiquetadas H1-HA, para ser expresadas establemente en lineas celu-

lares.
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2.2 Transformacion de DNA plasmidico

El primer paso es la transformacion de los plasmidos y se realiza utilizando la cepa de
E.coli STBL2 electrocompetente. En 100 ul de células competentes se afiaden 10ul de
DNA plasmidico, se incuba la mezcla durante 15 minutos en hielo, posteriormente se
incuban las células a 37°C durante 15 minutos para provocar un choque térmico que
permita que las células incorporen el DNA. Rapidamente se incuba durante 2 minutos
en hielo y luego se afiade 800 uL de SOC[2% triptona, 0.5% extracto de levadura, 25%
1M KCI, 1% 1M MgClz, 1% 1M MgSOs, 0.2% 5 M NacCl]. En el siguiente paso, se
realiza la seleccion de las bacterias transformadas, para lo cual se incuba a 37 °C du-
rante 30 minutos y se siembra en placas con medio selectivo LB agar con antibiotico
[1% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 1% cloruro sodico, 2% agar, 50 ug/ml
de ampicilina].

Las placas obtenidas se utilizan para picar colonias aisladas e inocularlas en medio de
cultivo LB en fase liquida [1% bactotriptona, 0.5% extracto de levadura, 1% NaCl, 50
ug/ml de ampicilina]. Una vez inoculados se incuban a 30 °C durante 12horas con agi-
tacion constante de 200 rpm

Finalmente, se realiza la obtencion del plasmido a pequeiia(minipreps), mediana(mi-

dipreps) o gran escala(maxipreps), utilizando el kit correspondiente.

2.3 Obtencion de plasmidos a pequeiia, mediana y gran escala

La obtencion de DNA plasmidico se realiz6 utilizando el kit Genopure Plasmid (mini,
midi o maxi) kit de Roche, basado en el método de lisis alcalina, donde se rompe la
pared bacteriana utilizando cambios de pH, se sigue el protocolo indicado por el co-

rrespondiente Kit.

2.4 Sistema farmaco-inducible y constitutivo de RNA de interferencia

Para la inhibicion constitutiva de SET, TLR3, STING, MAVs, MDAS e IFNAR, se
usaron shRNAs clonados en el vector pLKO.1 de la biblioteca MISSION (Sigma-Al-
drich).

Las lineas celulares T47D-MTVL con los Knock-Downs inducibles para las distintas

variantes de H1, se establecieron como se describid previamente(Sancho et al., 2008).
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Inicialmente, se gener6 una linea celular que expresaba el represor KRAB, sensible a
Dox y con fluorescencia RedFP (ptTR-KRAB-Red). A continuacion, esta linea celular
se infectd con virus para la expresion de los diferentes sShRNAs (pLVTHM). Las lineas
celulares inducibles se seleccionaron a través de separacion por citometria de flujo
[FACSvantageSE (Becton Dickinson) o MoFlo (DakoCytomation, Fort Collins, Colo-
rado, EE. UU.)] El parametro de fluorescencia para la seleccion fue el de células RFP
y GFP positivas, después de 3 dias de tratamiento con Dox. A continuacion, se ampli-
ficaron las células en ausencia de Dox durante 12 dias, tiempo estimado necesario para
que el sistema inducible y la expresion de H1 sShRNASs se silencie.

Las secuencias diana para cada plasmido se encuentran en la siguiente tabla.

shRNA ‘ Gen diana ‘ Vector Secuencia diana
156sh H1.2 pLVTHM AGAGCGTAGCGGAGTTTCT
555 sh H1.3 pLVTHM CTGCCAAGAGTCCAGCTAA
120sh H1.4 pLVTHM GTCCGAGCTCATTACTAAA
75sh H1.5 pLVTHM GGCAACTAAGAAGGCTGCC
225sh mH1 pLVTHM GAACAACAGCCGCATCAAG
190 sh H1.0 pLVTHM CGCTGACTCGCAGATCAAG
pLKO.1-puro vacio ninguno pLKO.1 Ninguno
161052sh STING pLKO.1 GCTGGCATGGTCATATTACAT
163296sh STING pLKO.1 GCCCGGATTCGAACTTACAAT
146651sh MAVs pLKO.1 CCTTACTTTATCTTGTGCCTT
149112sh MAVs pLKO.1 GCATTTACCAAGGGTTGGATA
50848sh MDAS5 pLKO.1 CGCAAGGAGTTCCAACCATTT
50849sh MDAS5 pLKO.1 CCAACAAAGAAGCAGTGTATA
59013sh IFNAR1 pLKO.1 GCCAAGATTCAGGAAATTATT
59014sh IFNAR1 pLKO.1 CCTTAGTGATTCATTCCATAT
56849sh TLR3 pLKOL | SSRSTTCACAARGACAGCTC:
pAIVA00 (A) SET pLKO.1 GCGATTGAACACATTGATGAA
pAJV401 (B) SET pLKO.1 CCACCGAAATCAAATGGAAAT

Tabla 4.- RNA de interferencia utilizados con su respectivo vector, diana y secuencia diana.
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2.5 Geles de agarosa para el analisis de DNA

Técnica utilizada para el analisis de DNA plasmidico, de esta manera se distinguen las
tres formas posibles en que se encuentran los plasmidos tras su extraccion, segun el
enrollamiento del DNA: superenrollado (plasmido intacto), nickado(plasmido con un
nick en una de sus cadenas) y lineal (plasmido con las dos cadenas rotas). Por sus
diferencias al correr en el gel de agarosa, se verifica el estado del DNA plasmidico.
Se utiliza concentraciones entre 2-5% agarosa y se tifie el gel durante 10 minutos con
bromuro de etidio (0.5 ug/ml) con TBE 1X.

2.6 Extraccion de RNA total

La obtencion de RNA total se realizo utilizando el High Pure RNA Isolation Kit (Ro-
che), el cual posee un tratamiento con DNasas en columna, para eliminar posibles con-
taminaciones con DNA genomico, siguiendo el protocolo y las espicificaciones del

producto.

2.7 Sintesis de cDNA

La obtencion de cDNA se realiza utilizando 100ng de RNA total y se sintetiza con The
Invitrogen SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit, el cDNA se utiliza en PCR a
tiempo real (QPCR)

2.8 PCR

La expresion genética se analiza por qPCR, el ensayo requiere el uso de SYBR Green
master mix(Invitrogen), al cual se afiade los oligonucleotidos especificos (forward y
reverse) a una concentracion de 10uM, para cada gen a ser analizado, la placa prepa-
rada es tratada y analizada en la maquina Roche 480 Light Cycler. Cada valor se co-
rrige para el gen humano GAPDH vy es representado como unidades relativas de ex-
presion. Cada experimento se realiza por duplicado.

Todos los oligonucledtidos para los ensayos de RT-PCR se encuentran descritos en la

siguiente tabla.
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Gen Nombre Sentido Secuencia de 5’ a 3’
H1.0 RT2 H1.0 fw forward CCTGCGGCCAAGCCCAAGCG
) RT2 H1.0 rev reverse AACTTGATCTGCGAGTCAGC
H11 H1.1 up forward CTCCTCTAAGGAGCGTGGTG
) H1.1 low reverse GAGGACGCCTTCTTGTTGAG
H1.2 H1.2 fw forward GGCTGGGGGTACGCCT
) H1.2 rv reverse TTAGGTTTGGTTCCGCCC
H13 H1.3RT1 fw forward CTGCTCCACTTGCTCCTACC
) H1.3RTm rev reverse GCAAGCGCTTTCTTAAGC
H14 H1.4RT(3) fw forward GTCGGGTTCCTTCAAACTCA
' H1.4RT(3) rv reverse CTTCTTCGCCTTCTTTGGG
H15 H1.5RT(3) fw forward CATTAAGCTGGGCCTCAAGA
) H1.5rt(3) rv reverse TCACTGCCTTTTTCGCCCC
H1X Hix_up forward TTCCTTCAAGCTCAACCG
Hix low reverse TGCCTTCTTCGCTTTGTG
GAPDH gapdh fw forward GAGTCAACGGATTTTGGTCGT
gapdh rv reverse TTGATTTTGGAGGGATCTCG
MAVs F: MAVS forward GGAGCAGCAGAAATGAGGAG
R: MAVS reverse AAGGCCCCTATTCTCAGAGC
MDAGS F: MDA5S forward TCTGGGGCATGGAGAATAA
R:MDAS5 reverse AAGGCCTGAGCTGGAGTTCT
STING F:STING forward CAGGCACTGAACATCCTCCT
R:STING reverse GTTATCAGGCACCCCACAGT
IENARL F: IFNAR1 forward GCTCAGATTGGTCCTCCAGA
R: IFNAR1 reverse CCATCCAAAGCCCACATAAC
IENbeta F:IFNbeta forward AGCACTGGCTGGAATGAGAC
R:IFNbeta reverse TCCTTGGCCTTCAGGTAATG
IENa F: IFNa forward CAAAGACTCTCACCCCTGCT
F: IFNa reverse CACAGTGTAAAGGTGCACATGA
IL-29 F: IL-29 forward AATTGGGACCTGAGGCTTCT
R: IL-29 reverse AGCTGGGAGAGGATGTGGT
DDX60 DDX60_F forward AAGGTGTTCCTTGATGATCTCC
DDX60 R reverse TGACAATGGGAGTTGATATTCC
SET F SET forward TGGTTCCCGATATGGATGAT
R SET reverse ATCCTCATCCCCTTCTTCGT
IE127 F: IFI27 forward TGCTCTCACCTCATCAGCAGT
R: IFI27 reverse CACAACTCCTCCAATCACAACT
IFITL F:IFIT1 forward GCCTCCTTGGGTTCGTCTATAA
R:IFIT1 reverse TCAAAGTCAGCAGCCAGTCTCA
IFIT2 F: IFIT2 forward ACGGTATGCTTGGAACGATTG
R: IFIT2 reverse AACCCAGAGTGTGGCTGATG
IFIT3 F: IFIT3 forward CGGAACAGCAGAGACACAGA
R: IFIT3 reverse ATGGCATTTCAGCTGTGGA
IEI6 F: IFI6 forward CTGTGCCCATCTATCAGCAG
R: IFI6 reverse GGGCTCCGTCACTAGACCTT
STATL F: STAT1 forward GTTTTCATGACCTCCTGTCAC
R: STAT1 reverse GTGGACTCCTCCATGTTCATC
IRE7 F: IRF7 forward GAGTGGCCATAGGTGGCTC
R: IRF7 reverse ACCACTTCGTGAACAGACAGA
IRE9 F: IRF9 forward CCGTGATAATCGTGTCCTGAAA
R: IRF9 reverse CCTGGGTTCACACCATTTGG
TLR3 F: TLR3 forward TCACTTGCTCATTCTCCCTT
R: TLR3 reverse GACCTCTCCATTCCTGGC
IEIH1 F: IFIH1 forward ACCAAATACAGGAGCCATGC
R: IFIH1 reverse GCGATTTCCTTCTTTTGCAG
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OASL F: OASL forward GGGACAGAGATGGCACTGAT
R: OASL reverse AAATGCTCCTGCCTCAGAAA
RSAD2 F: RSAD2 forward GTGAGCAATGGAAGCCTGAT
R: RSAD?2 reverse TCCCTACACCACCTCCTCAG
MX1 F: MX1 forward ACCTACAGCTGGCTCCTGAA
R: MX1 reverse CGGCTAACGGATAAGCAGAG
OAS?2 F: OAS2 forward GAGTGGCCATAGGTGGCTC
R: OAS2 reverse ACCACTTCGTGAACAGACAGA
1SG15 F: ISG15 forward TGTCGGTGTCAGAGCTGAAG
R: 1ISG15 reverse GCCCTTGTTATTCCTCACCA
IRF1 F: IRF1 forward TTTGTATCGGCCTGTGTGAATG
R: IRF1 reverse AAGCATGGCTGGGACATCA

Tabla 5.- Oligonucledtidos utilizados con sus respectivas secuencias

3. Extractos proteicos y analisis por inmunodeteccion.

3.1 Extraccion acida de histona H1

La histona H1 se purificé de acuerdo al método establecido por Banks et al., 2001. Se
realiza la lisis celular con una solucion de acido perclorico al 5% durante 1h a 4°C, el
lisado se centrifuga a maxima velocidad (>12000rpm) a 4°C por 15 minutos (min),
posteriormente se precipita al afiadir dcido tricloroacético (TCA) hasta una concentra-
cion final del 30%, solucion que se incuba durante la noche (ON) a 4°C.

A continuacion, se realizan dos lavados con 0,5ml de acetona fria (-20°C), la proteina
precipitada se seca 10min a temperatura ambiente (RT) y finalmente se resuspende en

100 pl de agua. Por ultimo, se cuantifica a 230nm (NanoDrop) y se almacena a -80°C.

3.2 Extraccion acida total de histonas

Se basa en la solubilidad de las histonas en acidos, condiciones bajo las cuales la ma-
yoria de las otras proteinas nucleares precipitan.

El pellet de células se resuspende en 1ml de solucion hipotonica [ 10mM Tris-HCI (ph
8.0), ImM KCI, 1.5mM MgClz, 1mM de DTT, 20uM de fenilmetilsulfonil fluoruro
(PMSF)] y se incuba por 30 min. El pellet nuclear se obtiene al centrifugar a 10000 x
g por 10 min a 4 ° C. Al pellet nuclear se le afiade 400 ul de acido sulfurico
(H2S04)(0.2M) para extraer las histonas, se realiza un vortex y se incuba 30 min a 4 °
C. La solucion se centrifuga a 16000 x g a 4 ° C por 10min y se recolecta el sobrena-
dante. Al sobrenadante se le afaden 132ul de TCA al 100%, gota a gota, se mezcla

ligeramente la solucion y se incuba una hora en hielo para precipitar las histonas. El

46



precipitado se centrifuga a 16000 x g a 4 ° C por 10 minutos y se realiza un lavado del
pellet con acetona fria por dos ocasiones. La histona precipitada y lavada se seca por
exposicion al aire, y se resuspende en agua. La concentracion proteica se cuantifica a

230nm (NanoDrop) o mediante un analisis Bradford.

3.3 Extracto total de proteinas por lisis celular (RIPA)

Las células se lavan por dos ocasiones con PBS 1X, se realiza un scraper con lisis
bufer (RIPA) con inhibidores [ImM PMSF, lug/ul Aprotinina, 1ug/ul de Pepstatina
A, PIC 1X (coctel de inhibidores de proteasas), 1mM NaVO4 y 20mM de b-Glycerol-
fosfato]. La solucion de células con lisis bufer se incuban con agitaciéon a 4 © C por
20min. El sobrenadante con el extracto proteico se obtiene al centrifugar a 12000rpm
a4 ° C por 20min y se cuantifica a través del ensayo Micro BCA (Pierce).

Ripa Bufer: 10 mM Tris-Cl (pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Triton
X-100, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 140 mM NacCl.

3.4 Fraccionamiento celular

El fraccionamiento celular se llevo a cabo utilizando el método descrito por Andersen
et al., 2017, con algunas modificaciones.

Alrededor de 30 millones de células se resuspenden en 1ml de Bufer A [10 mM HE-
PES-KOH, pH 7.9, 1.5 mM MgCI, KCI, 0.5 mM DTT, e inhibidores de proteasas: 1
mM PMSF, 10g/ml leupeptina, 0.1 unidades/ml aprotinina, 1ImM ortovanadato, and
50 mM NaF] y se incubaron por 10 min en hielo. La suspension de células se homo-
geniza pasandola a través de una aguja de calibre 23, alrededor de 15 veces y poste-
riormente a través de una aguja calibre 25, por alrededor de 10 veces. En este punto se
recoge una porcion de la muestra que corresponde a la fraccion total obtenida. A con-
tinuacion, la suspension homogenizada se centrifuga a 228 x g ‘por Smin a 4°C, se
recoge el sobrenadante que corresponde a la fraccion citoplasmatica. El pellet restante
se resuspende en el denominado Bufer B [0.25M sucrosa, 10 mM MgCI e inhibidores
de proteasas] y se homogeniza nuevamente al pasar la suspension a través de una aguja
calibre 23 en 10 ocasiones. Posteriormente se centrifuga a 1439 x g, Smin a 4°C utili-

zando un colchon de sacarosa [Buffer C: 0.35M sacarosa, 0.5 mM MgClI: e inhibidores
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de proteasas]. El pellet obtenido se resuspende con el Bufer C y se sonifica por 6 ciclos
de 10 segundos en hielo. Inmediatamente la muestra sonicada se centrifuga con un
colchon de sacarosa [Bufer D: 0.88 M sacarosa, 0.5 mM MgCl: e inhibidores de pro-
teasas] a 2800 x g por 10min a 4°C. La fraccion obtenida se recoge y corresponde a la
fraccion del nucleoplasma. A continuacion, el pellet que contiene los nucléolos se lava
con Bufer C, para lo cual se centrifuga a 200 x g por 2 min a 4°C. Finalmente se
resuspenden los nucléolos con bufer de lisis [2% SDS, 67mM Tris-HCI, ph 6.8] y la

concentracion de proteina se puede cuantificar por Micro BCA.

3.5 SDS-PAGE Western Blot

La electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (Laemmli, 1970) permite separar las
proteinas de acuerdo a su tamafio. El detergente SDS desnaturaliza las proteinas y les
confiere carga negativa, las proteinas se separan en un gel de poliacrilamida al aplicar
un campo eléctrico.

El gel de SDS-poliacrilamida consta de dos secciones, un gel concentrador en su parte
superior denominado stacking (4% acrilamida), que alinea las proteinas de las mues-
tras y un gel separador llamado running, con un porcentaje de acrilamida, de acuerdo
al tamafo de la proteina que se desea separar.

Los extractos o purificados de proteinas se someten a la electroforesis en gel (SDS-
PAGE) y se transfiere a una membrana FL-Immobilon (polyvinylidene fluoride
(PVDF)). Después se realiza el bloqueo de la membrana durante 1h a RT con Odyssey
blocking buffer (LICOR Biosciences) para evitar la union inespecifica de los anticuer-
pos que se van a utilizar para la deteccion de la proteina de interés. En el siguiente
paso, se incuba la membrana con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C y con
agitacion, posteriormente se incuba con el anticuerpo secundario durante 1h RT con
agitacion. Finalmente, la membrana es revelada mediante Odyssey Infrared Imaging

System.
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3.6 Anticuerpos primarios y secundarios

Anticuerpos policlonales especificos para el estudio de las distintas variantes de H1,

asi como otros anticuerpos usados en los distintos ensayos, se encuentran citados en la

Tabla 6.
O O amano vanda

- °Tho D¢ omp nefere ada (WB Da
Anticuerpos primarios
anti-H1.0 Mouse Abcam ab11079 1/1000 30
anti-H1.2 Rabbit Abcam ab4086 1/500 25
anti-H1.3 Rabbit Abcam ab24174 1/500 27
anti-H1 phospho-T146 Rabbit Abcam ab3596 1/1000 32
anti-H1.5 Rabbit Abcam ab18208 0.5ug/ml 32
anti-H1X Rabbit Abcam ab31972 Lug/ml 35
anti-H3 Rabbit Abcam ab1791 1/1000 17
Anti-H3K9me3 Rabbit Abcam ab8898 Lug/ml 17
Anti-H3K27me3 Rabbit Millipore 07-449 0.4ug/ml 17
anti-HA tag Rabbit Abcam ab9110 1/4000 -
anti-total H1 (clone AE-4) | Mouse Millipore 05-457 Lug/ml 32-34
anti-cleaved PARP Rabbit Abcam ab32064 1/1000 25
Anti-active+pro caspase 3 | Rabbit Abcam ab184787 1/2000 32y 17
Anti-Caspase-1 Rabbit Abcam ab108362 1/1000 45
Anti-nucleolin Rabbit Abcam ab22758 Lug/ml 76
Anti-nucleophosmin mouse Abcam ab15440 1/500 38
Anti-beta-tubulin mouse Sigma T8328 1/5000 50
Anticuerpos secundarios
Anti-rabbit cabra Li-Cor 925-68071 1/5000 -
Anti-mouse cabra Li-Cor 925-68070 1/5000 -

Tabla 6.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunodeteccion

4. Ensayos de proliferacion celular, fluorescencia y ciclo celular

4.1 Analisis de proliferacion celular

Las células que expresan el correspondiente sShRNA (GFP positivo) se mezcla en la

proporcion 1:1 con la célula parental (GFP negativa) y se siembran en placa. Cada tres

dias, se cambia el medio de cultivo, y de acuerdo al tiempo requerido se cuantifica por

FAC:s los porcentajes relativos de células GFP positivas y GFP negativas.

4.2 Analisis clonogénico dependiente de la adherencia a la superficie

El ensayo clonogénico, se basa en el cultivo altamente diluido de las células, de modo

que se pueden detectar células individuales. La capacidad proliferativa viene determi-

nada por la capacidad de las células individuales de dividirse y formar colonias. En
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este ensayo se cultivan 17x103 células en una placa de 100mm de didmetro por dupli-
cado. Después de 24h, se afiade doxiciclina en las lineas que presentan el sistema in-
ducible para el knock-down de las distintas variantes de H1, el medio de cultivo, asi
como el tratamiento con doxiciclina se reemplaza cada 72h. Al final del ensayo, las
colonias celulares se lavan con PBS 1X y se realiza una tincién con una solucion de
cristal violeta (0.06% cristal violet-Sigma, 10% etanol, 10% acido acético). Final-
mente, las placas son escaneadas y las colonias son contadas con ImageJ, los datos se
reportan como el nimero total de colonias en relacion al nimero de colonias de los

cultivos no tratados (Brown and Wouters, 1999).

4.3 Analisis de formacion de colonias, independiente de la adherencia a la super-

ficie (agar blando)

El ensayo de formacion de colonias en agar blando se puede utilizar para estudios en
los que se evalua la capacidad invasiva de las células cancerosas. La técnica se basa
en que la matriz semi-solida, favorece selectivamente el crecimiento de células que
pueden proliferar en una manera independiente de anclaje. Este rasgo se presenta prin-
cipalmente por las células cancerosas, pero no por las células normales o con poca
capacidad invasiva(Horibata, Vo, Subramanian, Thompson, & Coonrod, 2015). En
este ensayo, se utilizan placas de 12 pocillos los cuales se preparan con una capa base
que contiene 0.5% de agar (0.6ml), una vez solidificada, sobre esta capa se afiade una
segunda capa superior, que contiene 0.3% de agar y 1.2x10° células en suspension (0.6
ml), asi como el tratamiento con doxiciclina en los casos requeridos. Se afiaden 200ul
de medio de cultivo sobre las capas, asi como doxiciclina si fuera el caso. Cada tres
dias se reemplaza el medio y la doxiciclina. Al final del ensayo, se lava con PBS 1X 'y
se realiza una tincion con 0.5mg/ml de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-di-
feniltetrazol (MTT). Las colonias tefiidas son escaneadas y posteriormente contadas
con ImageJ. Los resultados se reportan como el nimero de colonias formadas en las

células tratadas en relacion al namero de colonias formadas en las células no tratadas.
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4.4 Clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACs)

Esta técnica permite clasificar y seleccionar células provenientes de una muestra que
contiene varias poblaciones de células, basandose en las diferencias particulares de
dispersion y fluorescencia de cada célula.

Las muestras se fijan en PBS 1X : Paraformaldehido 1%, y las muestras se procesan
utilizando la maquina FACS Calibur (Becton Dickinson) y se analizan los resultados

usando el programa CellQuest.

4.5 Ciclo celular

Técnica basada en la tincion con yoduro de propidio (PI) y analisis por citometria de
flujo. Esta tincion permite caracterizar la distribucion de células a lo largo de las dife-
rentes fases del ciclo celular (proporcion de células en GO/1, S, G2+M, —células muer-
tas- y poliploides)

Las células se tripsinizan, posteroirmente se lavan con PBS 1X y se fijan con etanol al
70% durante toda la noche a -20°C. Después de dos lavados con PBS 1X, se les incuba
con RNasa A (Img/ml), 1h a 37°C y se afiade PI (20ug/ml) durante toda la noche o 3-
4h a 4°C. Por ultimo, se afiade 300ul PBS 1X y nuevamente PI(20ug/ml), se protege

las muestras de la luz y se analiza en el citometro de flujo.

5. Produccion de virus e infeccion

Técnica que permite generar particulas viricas que presenten el plasmido que codifica
para un shRNA. Para ello se utilizan células 293T (con una eficiencia de transfeccion
de mas del 80%), se purifican las particulas viricas y se infectan las lineas celulares en
las que se desea generar un knock-down de una determinada proteina. Este procedi-
miento inicia con la transfeccion de los plasmidos [Spug pCMV-VSV-G(plasmido de
envoltura), 15ug pCMV-R8.91(vector de empaquetamiento, codifica para gag, pol, tat
y rev) y 10ug shRNAs(plKO.1) o shH1 (pLVTHM)], mediante el uso de fosfato de
calcio en 2.5x10° células 293T. En este punto, el ion Ca+2 se asocia

al grupo fosfato del DNA que junto al HBS (Hepes-Buffered Saline) forman un fino

precipitado que facilitara la union del complejo a la superficie celular y su posterior
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entrada por endocitosis. Se afiade el precipitado a las células lentamente y se incuba
durante 6-10h. A continuacion, se retira el medio, se lava con PBS 1X y se afiade
medio nuevo. El medio se recoge cada 24h durante 2 dias, se realiza un filtrado para
eliminar restos celulares (tamafio del poro del filtro: 0,45um) y se ultracentrifuga a
4°C por 1h 30min a 26000rpm, en un gradiente de sacarosa. El pellet se resuspende en
Iml de medio. Para la infeccion se emplean distintas dosis viricas y se espinocula 2h
a 1200 rpm (RT).

Tras una incubacion de 24h, se seleccionan las células mediante tratamiento con 2
ug/ml de puromicina (Sigma) o mediante seleccion por fluorescencia (sorting) depen-

diendo del caso.

6. Tratamientos

Las moléculas con su respectiva concentracion, tiempo y su mecanismo de accion se

reporta en la tabla 7.

Nombre de la molécula Efecto esperado del tratamiento

utilizadas tratamiento

Concentraciones | Tiempo del‘

Doxiciclina (Sigma-Al- l_,lg eI Farmaco para la induccion del sistema de Knock-
. 2.5 ug/ml Tipicamente
drich) ; down para H1.
6 dias

Inhibe la sintesis de proteinas liberando las cade-

Puromicina (Thermo- nas p(?hpep.tl.dlcas naciente, aptes de corflpletar su
- 2ug/ml 3d sintesis. Utilizada para seleccionar las células que

Fisher) . . . .

han incorporado la resistencia Puromicina (Pu-

roR)
el (- 1uM 12h, 3d Inhibidor de JAK1 y JAK2,
ckchem)

Inhibidor de la actividad catalitica de TBKI1 /
AL ) Gl 42, €l IKKe bloqueando su fosforilacion.
2-Aminopurina 10mM 3d Inhibidor de la proteina quinasa (PKR), activada
(Santa Cruz) por RNA de doble cadena (dsRNA)

Inhibidor de la topoisomerase I, interfiere con la
Camptotecina 10uM ah funcion esencial de la topoisomersas en la repli-
(Sigma-Aldrich) cacion del DNA, induce apoptosis por meca-

nismo no bien establecidos.

Estaurosporina es un potente inhibidor no especi-
Estaurosporina fico de quinasas, incluyendo la quinasa C. Esta

. . 1uM 4h , . . .

(Sigma-Aldrich) molécula induce apoptosis por mecanismos poco

conocidos.
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Interferon Beta (IFNP
Sigma)

0.15 ug/ml

8h

Biomolécula que mediante la union con recepto-
res especificos en la superficie de las células hu-
manas inicia una cascada de eventos intracelula-
res que llevan a la expresion de numerosos genes
(ISGs), importantes en la repuesta inmunitaria.

Tabla 7.- Moléculas utilizadas con sus respectivas concentraciones, tiempo de exposicion al tratamiento y efectos

esperados.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Estudio del efecto de la deplecion simultanea de distintas va-
riantes de la histona H1 sobre la respuesta a interferon.

1.1 Diseiio de RNA interferentes (ShRNA) estables inducibles para inhibir distin-
tas variantes H1 en lineas celulares de cancer de mama.

Hemos generado lineas celulares estables en las células de cancer de mama T47D y
MCF7 que inhiben la expresion simultanea de variantes de la histona H1, con el fin de
estudiar el efecto de dicha inhibicion a nivel celular y en la expresion génica. Se utilizo
un sistema de expresion inducible, el cual contiene un vector regulador (Lv-tTR-
KRAB-Red) y el vector pPLVTHM, que codifica la expresion de los shRNAs de las
distintas variantes, asi como de un marcador fluorescente GFP. El vector ptTR-KRAB
produce el represor tTR fusionado al dominio KRAB de Kox1 en humanos (Deuschle
et al 1995). tTR-KRAB puede modular la transcripcion de un vector que tenga inte-
grado en su promotor una secuencia tetO. En la ausencia de doxiciclina (Dox), tTR-
KRAB se une especificamente al tetO y suprime la transcripcion llevada a cabo por la
polimerasa Il y polimerasa 11, a una distancia de hasta 3kb desde su sitio de union, a
través de la formacion de heterocromatina (Bellefroid et al 1991, Deuschle et al 1995,
Senatore et al 1999 y Maciej y Didier 2003). Por otra parte, en la presencia de doxici-
clina (Dox), tTr-KRAB es desplazado de tetO, permitiendo la expresion del corres-
pondiente ShRNA y el marcador GFP.

Los shRNA para inhibir H1.0, H1.2, H1.3 y H1.5 han sido previamente elegidos, di-
sefiados, y validados en un estudio previo en nuestro laboratorio (Sancho 2008)
Dichos shRNAs constan de 19 0 21 nucle6tidos reversos homologos complementarios
de las regiones mas divergente de los diferentes genes dianas que codifican las distintas
variantes de H1 como se indica en los materiales y métodos.

En la tesis doctoral llevada a cabo por Lluis Millan en el afio 2013 en nuestro labora-
torio se disefid un shRNA especifico para inhibir la variante H1.4, ademas de un RNA
interferente con la capacidad de inhibir a nivel de proteina las variantes H1.2 y H1.4
denominado mH1 shRNA.

Para establecer los dobles knock-down, hemos infectado con un segundo RNA de in-
terferencia a células previamente seleccionadas para inhibir una variante. En el caso
de las células H1.4/H1.2 shRNA y H1.4/H1.5 shRNA las células de origen infectadas
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fueron las células H1.4 shRNA en ambos casos y para establecer las células H1.2/H1.5
shRNA se infecto las células H1.2 shRNA.

Para establecer los triples knock-downs, se infectaron los dobles knock-downs previa-
mente disefiados, siendo infectados H1.2/H1.5 shRNA y H1.4/H1.5 shRNA con el
RNA interferente H1.3sh para obtener las células H1.2/H1.5/H1.3 shRNA vy
H1.4/H1.5/H1.3 shRNA.

Los respectivos shRNAs utilizados y las combinaciones realizadas se resumen en la
Tabla 8.

Linea celular | Simple knock-down | Doble knock-down Triple knock-down
H1.2 sh H1.2/H1.5 sh H1.2/H1.5/H1.3 sh

H14 sh H1.4/H1.2 sh n/a
H1.4/H1.5 sh H1.4/H1.5/H1.3 sh
mH1 sh
T47D H1.3 sh
H1.5 sh
H1.0 sh
H1X
CTRL (Rd) sh n/a
H1.2 sh
H1.4 sh
H1X
mH1 sh
H1.2 sh
H1.4 sh

n/a

MCF7

HelLa

Tabla 8.- shRNAs establecidos y utilizados para inhibir las distintas variantes de H1.

1.1.1 Inhibicién de multiples variantes en células T47D con el ShRNA multi H1
inducible.

Las inhibiciones de las diferentes variantes se analizaron por ensayos western blot
usando anticuerpos especificos. Los analisis de los extractos de histona total de mues-
tras correspondientes a distintos dias de tratamiento con Dox, revelaron que 10s niveles
de proteina en las células mH1shRNA muestran una fuerte reduccion de H1.2 y H1.4
a partir de los tres dias de tratamiento con Dox. Se observo que H1.3 sufre una ligera
inhibicion en los primeros dias evaluados, alcanzando una inhibicion superior a partir
del dia 9 de tratamiento con Dox. Ademas, se advirtié que H1.5 mantiene sus niveles
de proteina estables mientras que, H1X y H1.0 presentaron una tendencia a incremen-
tarse, indicando un posible efecto compensatorio en el caso de estas variantes (Figura
10A)
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Los efectos de la deplecion de mH1 shRNA sobre la expresion génica de las variantes
de histona H1 se cuantificaron a través de retro-transcripcion y posterior real-time (RT-
gPCR)(Figura 10B). Las variantes H1.2 y H1.3 presentaron inhibiciones cercanas al
80% y 70% respectivamente, por otra parte, H1.4 y H1.5 redujeron su expresion en un
50%, por otra parte, H1X sufrié una ligera reduccion de su expresion, mientras que

H1.0 mostrd un incremento cercano al 50%.
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Figura 10.- Analisis por western blot y RT-qPCR de extractos totales de histonas y RNA A) Las células mH1
shRNA fueron tratadas con Dox por 12 dias, los analisis de inmunodeteccion se realizaron con los anticuerpos
indicados. B) Anali-sis de expresion de los genes que codifican para ciertas variantes de H1.

Con el proposito de determinar si existe una reduccion del contenido global de histonas
H1 al inducir con doxiciclina el mH1 shRNA por 6 dias, se realizo una cuantificacion
aproximativa de extractos total de histonas, separados en un gel SDS-page, posterior-
mente tefiidos con coomassie y cuantificados con ImageJ software (Figura 11).

Los resultados mostraron, que los perfiles de cuantificacion de bandas presentan tres
picos bien diferenciados en las células no tratadas (dia 0), a los tres dias de tratamiento
con Dox, el pico correspondiente a H1.2 decrecié claramente, al igual que se not6 una
ligera disminucion del pico denominado rest H1s(Incluyen: H1.5, H1.4, H1.3 y H1X),
se observo que el comportamiento de estos dos picos siguen una tendencia decreciente

en el tiempo. Por el contrario, el pico correspondiente a H1.0, se incrementd después

59



de tres dias de tratamiento con Dox, este incremento mantuvo una tendencia creciente.
(Fig 11A)

Al cuantificar con el software ImageJ, se confirmé que los porcentajes de H1.2 dismi-
nuyeron al igual que el conjunto de variantes rest H1s y se verifico el incremento del
porcentaje relativo de H1.0. Finalmente, los resultados indicaron que el porcentaje de
la suma total del contenido de H1 se redujo entre un 20-40% en las células en las que

se deplecion6 multiples variantes con el mH1 shRNA.
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Figura 11.- Tincion Coomassie de extractos totales de histonas de células T47D mH1 shRNA separadas en un gel
SDS-page. A) Perfiles de las bandas correspondientes a H1, obtenidas con ImageJ. B) Cuantificacion porcentual
de contenido total de H1

1.1.2 Inhibicion de H1.4 y H1.2 en células T47D con el shRNA H1.4/H1.2 induci-
ble.

Con el proposito de determinar si los efectos sobre la expresion del grupo de genes
inducidos por IFN, es debido a una reduccion del contenido global de las histonas H1
0 es un efecto especifico acontecido por la deplecion de un grupo de variantes en con-
creto, se establecieron dobles knock-down, de las parejas de subtipos mas probables
por ser las que presentaron reduccion en el mH1shRNA, conjuntamente con otras com-

binaciones de variantes.
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Entre los sistemas inducibles establecidos de dos variantes tenemos a las células T47D
H1.4/H1.2 shRNA. Los analisis de los extractos de histona total de muestras corres-
pondientes a seis dias de tratamiento con Dox, revelaron que los niveles de proteina
en las células H1.4/H1.2 shRNA muestran una reduccion de H1.2 y pH1.4. Se observo
que el nivel de proteina de H1.3 se redujo ligeramente mientras que H1.0 y H1.5 in-
crementaron sus niveles de proteina, indicando un posible efecto compensatorio en el
caso de estas variantes (Figura 12A)(Izquierdo et al, en revision).

Se cuantifico también la expresion génica de las distintas variantes a través de RT-
gPCR(Figura 12B). Los niveles relativos de expresion después de seis dias de trata-
miento con Dox mostraron que H1.2 y H1.4 se inhibieron mas de un 50%, por otra

parte, H1.0, H1.3 y H1.5 se incrementaron debido posiblemente a efectos compensa-

torios.
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Figura 12.- Analisis por western blot y RT-qPCR de extractos totales de histonas y RNA A) Las células T47D
H1.4/H1.2 shRNA fueron tratadas con Dox por 6 dias, los analisis de inmunodeteccion se realizaron con los anti-
cuerpos indicados(Izquierdo et al, en revision). B) Analisis de expresion de los genes que codifican para ciertas
variantes de H1.

Ademas, extractos totales de histonas se separaron en un gel SDS-page, posteriormente
se tifleron con comassie y se cuantificaron usando el software ImageJ (Figura 13).

Los resultados mostraron que los perfiles de cuantificacion de bandas presentan tres
picos bien diferencias en las células no tratadas (-Dox). En las células tratadas con
Dox, el pico correspondiente a H1.2 decrecio claramente, mientras que el pico corres-

pondiente a H1.0 se increment6 considerablemente (Figura 13A)
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Coomassie

La cuantificacion con ImageJ confirmo que el porcentaje de H1.2 disminuye y se ve-
rifico el incremento del porcentaje relativo de H1.0, ambos comparados con los por-
centajes obtenidos en muestras de células no tratadas(-Dox). Finalmente, los resulta-
dos indicaron gue el porcentaje de la suma total del contenido de H1 se redujo un 15%

en las células en las que se deplecion6 H1.4 y H1.2.
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Figura 13.- Tinciéon Coomassie de extractos totales de histonas de células T47D H1.4/H1.2 shRNA separadas en
un gel SDS-page. A) Perfiles de las bandas correspondientes a H1, obtenidas con ImageJ B) Cuantificacion por-
centual de contenido total de H1

1.1.3 Inhibicién de H1.2 y H1.5 en células T47D con el shRNA H1.2/H1.5 induci-
ble.

Las células T47D H1.2/H1.5 shRNA se establecieron con el fin de inhibir las variantes
H1.2 y H1.5. La deplecion a nivel de proteina de las variantes dianas se determind a
través de andlisis por western blot con sus anticuerpos especificos.

Los analisis de los extractos de histona total revelaron que los niveles de proteina de
H1.2 y H1.5 en las células tratadas con doxiciclina es menor que los niveles reportados
en las células no tratadas (Figura 14A).

Los analisis de expresion génica por RT-qPCR mostraron que las variantes H1.2 y
H1.5 de células tratadas con Dox decrecieron su expresion alcanzando valores inferio-
res al 50% en comparacion con sus respectivas expresiones relativas en células no

tratadas. (Figura 14B).
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Figura 14.- Anélisis por western blot y RT-qPCR de extractos totales de histonas y RNA A) Las células T47D
H1.2/H1.5 shR-NA fueron tratadas con Dox por 6 dias, los anélisis de inmunodeteccion se realizaron con los anti-
cuerpos indicados. B) Andlisis de expresion de los genes que codifican para H1.2 y H1.5.

Extractos totales de histonas se separaron en un gel SDS-page, posteriormente se tifie-
ron con comassie y se cuantificaron usando el software ImageJ (Figura 15).

Los resultados mostraron que los perfiles de cuantificacion de bandas presentan tres
picos bien diferencias en las células no tratadas (-Dox). En las células tratadas con
Dox, el pico correspondiente a H1.2 decrecio claramente, mientras que el pico corres-
pondiente a H1.0 se increment6 considerablemente (Figura 15A)

La cuantificacién con ImageJ confirmo que el porcentaje de H1.2 disminuye y se ve-
rifico el incremento del porcentaje relativo de H1.0, ambos comparados con los por-
centajes obtenidos en muestras de células no tratadas(-Dox). Finalmente, los resulta-
dos indicaron que el porcentaje de la suma total del contenido de H1 se redujo un 13%

en las células en las que se depleciono H1.2 y H1.5(Figura 15B).
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Figura 15.-Tincién Coomassie de extractos totales de histonas de células T47D H1.2/H1.5 shRNA separadas en un
gel SDS-page. A) Perfiles de las bandas correspondientes a H1, obtenidas con ImageJ B) Cuantificacion porcentual
de contenido total de H1
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1.1.4 Inhibicion de H1.4 y H1.5 en células T47D con el shRNA H1.4/H1.5 induci-
ble.

Las células T47D H1.4/H1.5 shRNA se establecieron con el fin de inhibir las variantes
H1.4 y H1.5. Los analisis por western blot de los extractos de histona total revelaron
que los niveles de proteina de H1.4 y H1.5 en las células tratadas con doxiciclina es
menor que los niveles reportados en las células no tratadas (Figura 16A).

Los analisis de expresion génica por RT-qPCR mostraron que las variantes H1.4 y
H1.5 de células tratadas con Dox decrecieron su expresion alcanzando valores inferio-
res al 50% en comparacidén con sus respectivas expresiones relativas en células no

tratadas. (Figura 16B)
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Figura 16.- Analisis por western blot y RT-qPCR de extractos totales de histonas y RNA A) Las células T47D
H1.2/H1.5 shR-NA fueron tratadas con Dox por 6 dias, los analisis de inmunodeteccion se realizaron con los anti-
cuerpos indicados. B) Analisis de expresion de los genes que codifican para H1.4y H1.5.

Extractos totales de histonas se separaron en un gel SDS-page, posteriormente se tifie-
ron con comassie y se cuantificaron usando el software ImageJ (Figura 17)

Los resultados mostraron que los perfiles de cuantificacion de bandas presentan tres
picos bien diferencias en las células no tratadas (-Dox). En las células tratadas con
doxiciclina(+Dox), el pico correspondiente a H1.2 no se vio alterado, mientras que el
pico correspondiente a H1.3, H1.4 y H1.5 se redujo considerablemente (Figura 17A)
La cuantificacion con Image] confirmé que el porcentaje de H1.2 y H1.0 no sufren
cambios importantes, mientras que el picd correspondiente a H1.3, H1.4 y H1.5 se
redujo considerablemente comparado con los porcentajes obtenidos en muestras de

células no tratadas(-Dox). Finalmente, los resultados indicaron que el porcentaje de la
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suma total del contenido de H1 se redujo aproximadamente un 40% en las células en

las que se deplecion6é H1.4 y H1.5 (Figura 17B).
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Figura 17.- Tincion Coomassie de extractos totales de histonas de células T47D H1.4/H1.5 shRNA separadas en
un gel SDS-page. A) Perfiles de las bandas correspondientes a H1, obtenidas con ImageJ B) Cuantificacion por-
centual de contenido total de H1

1.1.5 Inhibicién de multiples variantes en células MCF7 con el ShRNA multi H1
inducible.

Con el fin de verificar si los efectos observados sobre el grupo de genes inducidos por
IFN se reproducen en una linea celular diferente a T47D, se afiadio el sistema inducible
de knock-down mH1 shRNA a la linea celular MCF7, posteriormente se verifico la
inhibicion proteica a través de ensayos de inmunodeteccion western blot. Los resulta-
dos obtenidos indicaron que H1.2 y pH1.4 disminuyen, mientras que H1.5 y H1.0
muestran un aumento en sus correspondientes sefiales, por otra parte, el nivel de H1.3
se mantuvo estable (Figura 18A)

La expresion génica de las distintas variantes de H1, después del tratamiento con Dox,
fue semicuantificada a través de RT-gPCR. Los niveles relativos mostraron que los
valores de expresion de H1.1, H1.2 y H1.5 sufren una disminucion superior al 50% al
compararlos con los niveles de expresion que muestran las células no tratadas (Figura

18B)

65



A B

MCF mH1 shRNA
Dox (6 dias) -+
4 0,4
H1.3 .. Pr——— M _Dox
- T 3 T 0,3 +Dox T
pH1.4 -— o
<
H1.5 — 3?2 0,2
2
H1.0 J— o1 il 0,1 -
Coomassie | s 0 - 0 i - -
—— H1.2 H1.0 H1.1 H1.3 H1.4 H1.5 H1X

Figura 18.- Analisis por western blot y RT-qPCR de extractos totales de histonas y RNA A) Las células MCF7
mH1 shRNA fueron tratadas con Dox por 6 dias, los anélisis de inmunodeteccion se realizaron con los anticuerpos
indicados. B) Anélisis de expresion de los genes que codifican para ciertas variantes de H1.

Los datos obtenidos demostraron que la linea celular MCF7 mH1 shRNA inhibe efi-
cientemente a nivel de proteina las variantes H1.2 y H1.4, ademas que se produce un

incremento en la senal de H1.0 y H1.5.

1.2 La inhibiciéon de multiples variantes de H1 con el mH1 shRNA induce la ex-
presion de genes estimulados por IFN(ISGs)

Como se ha descrito previamente, se ha desarrollado un shRNA con la capacidad de
reducir la expresion de varias variantes, mientras que a nivel de proteina las variantes
H1.2 y H1.4 se vieron deplecionadas al ser analizadas por ensayos de inmunodeteccion
western-blot. H1.3 también se ha visto deplecionada en algunas ocasiones. E1 mH1
shRNA causa una sobreexpresion de H1.0, tanto a nivel de mRNA como también a

nivel de proteina (Figura 10-11)

La induccion del mH1 shRNA afect6 un sinniimero de genes, entre los que se encon-
traron sobreregulados muchos genes inducidos por IFN(ISGs). Analisis por Micro-
arrays y mediante comparaciones con bases de datos de Interferoma(Contienen micro-
arrays de células tratadas con interferén) se confirmé que 36% de los genes sobrere-
gulados y 18% de los genes deprimidos en el mH1 knock-down se encontraban des-
critos como genes que responden a cortos o largos periodos de tratamiento con IFN

(Izquierdo et al, en revision).
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Primero se confirm¢6 por RT-qPCR la induccién de varios ISGs en mH1sh después de
seis dias de tratamiento con Dox, como control de este analisis se utilizaron muestras
obtenidas de células que contienen un shRNA random (RDsh) con igual tiempo de

tratamiento de Dox (Figura 19).
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Figura 19.- Induccién de los ISGs en células T47D mH1 shRNA A) Expresion de ISGs cuantificado por RT-qPCR,
en células mH1 shRNA, asi como en el control RD shRNA, tra-tadas con Dox por 6 dias. Los valores reportados
corresponden a la expresion del gen corregido por GAPDH vy relacionados a las células no tratadas. B) Expresion
de variantes de H1 e ISGs a lo largo de distintos tiempos de tratamiento de doxiciclina. Los valores indicados se
encuentran corregidos por GAPDH vy relacionados al punto mas alto de expresion.

Varios de los ISGs analizados muestran altas inducciones, IFI27 (300 veces), OASL
(190 veces) e IFIT2(100 veces). El resto de 1SGs analizados presentan valores de in-
duccion de entre 3-50 veces por sobre los valores de expresion sobre las muestras de
células no tratadas. (Figura 19A).

Con el fin de analizar la dinamica del efecto de induccion de los ISGs, se realizon
curvas de expresion a diferentes tiempos durante 3 dias de tratamiento con dox, se
observo que H1.2 y H1.4 fueron significativamente inhibidos a partir de las 12h (Fi-
gura B). La sobreregulacion de los ISGs se observaron inicialmente a las 48 horas de
tratamiento con dox y sigue una tendencia creciente hasta las 72 horas, entre los genes
analizados tenemos IFI27, IF16, IFIT2, IRF1, IRF7, ISG15 y STAT1. En el caso del
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gen que codifica para IFN-B(IFNB) mostr6é una sobreregulacion a las 12 horas, para
posteriormente mostrar otro pico de induccioén a las 48 horas. (Figura 3B)

En curvas de tiempo de 12 dias de tratamiento con dox, la expresion de ISGs se incre-
mento6 progresivamente (Figura 19B)

La induccion de ISGs no fue observado en KDs individuales de las variantes como se
muestra en los analisis realizados por RT-gPCR. La Figura 20B muestra la ausencia
de induccion de los ISGs en las lineas establecidas para el KD inducible de H1.2 en
T47D, MCF7 y Hela. Asi como también no existio induccion en las células control
con el RD shRNA evaluado. Los valores de la expresion del gen que codifica para
H1.2 se reportan como control del correcto funcionamiento del sistema inducible de
los distintos ShRNAs. Se observo que los niveles de expresion de H1.2 se reducen de
acuerdo a lo esperado, en todas las muestras de las lineas celulares evaluadas, a excep-
cion de las muestras correspondientes a las células control donde no existid inhibicién

(Figura 20A).
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Figura 20.- Expresion del gen H1.2 y de los ISGs en las lineas T47D, HeLa y MCF7 sefialadas A) Niveles relativos
de expresion de H1.2 corregido por GAPDH. B) Niveles relativos de expresion de ISGs corregido por GAPDH
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1.3 La deplecion combinada de H1.2 y H1.4 en células T47D con shRNAs especi-
ficos es suficiente para promover la induccion de los genes estimulados por
IFN(ISGs)

Los ISGs no se vieron sobreregulados al deplecionarse individualmente la variante
H1.2 y no fue observado al inhibirse la variante H1.4(Figura 21A). El efecto de sobre-
regulacion se reportd en células mH1 shRNA que deplecionan simultaneamente a nivel
de proteina al menos las variantes H1.2 y H1.4. Con el fin de confirmar la especificidad
funcional de estas dos variantes, el shRNA inducible para H1.2 se introdujo en las
células T47D originarias para inhibir la variante H1.4, para obtener una nueva linea

celular H1.4/H1.2sh como se ha descrito y caracterizado previamente.
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Figura 21.- Induccion de los ISGs en células T47D H1.4/H1.2 shRNA, H1.2 shRNA y H1.4 shRNA A) Expresion
de ISGs cuantificado por RT-qPCR, en las células indicadas, tratadas con Dox por 6 dias. Los valores reportados
corresponden a la expresion del gen corregido por GAPDH y relacionados a las células no tratadas correspondien-
tes. B) Expresion de variantes de H1 e ISGs a lo largo de distintos tiempos de tratamiento de doxiciclina en células
T47D H1.4/H1.2 shRNA. Los valores indicados se encuentran corregidos por GAPDH y relacionados al punto mas
alto de expresion.

Los ISGs fueron fuertemente inducidos después del correspondiente tratamiento con
doxiciclina(Dox) en las células H1.4/H1.2 shRNA (Figura 21A). Se reportan valores
de grandes incremento en los genes evaluados, en el caso de IFI127 alrededor de (380
veces) , IFI6(160 veces), IFIT1(94 veces), MX1(89 veces), OASL(28 veces) y
IFIT2(12 veces).Los valores de induccion obtenidos son semejantes a los valores de

expresion relativa correspondientes a las células T47D mH1 shRNA en varios de estos
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genes, existen variaciones en la intensidad de la induccion de los distintos ISGs eva-
luados, pero en general el grupo de ISGs son altamente inducidos tanto en el caso de
las células mH1 shRNA como en las células H1.4/H1.2 shRNA.

Con el fin de analizar la dinamica del efecto de induccion de los ISGs y la reduccion
de H1.2 y H1.4, se realizaron curvas de expresion a diferentes tiempos durante 3 dias
de tratamiento con Dox, se observo que H1.2 y H1.4 fueron notablemente inhibidos a
partir de las 12h (Figura 21B). La sobreregulacion de los ISGs se observaron inicial-
mente a las 48 horas de tratamiento con Dox y sigue una tendencia creciente hasta las
72 horas, entre los genes analizados tenemos IFI27, IFIT2. En el caso del gen que
codifica para IFN-B(IFNB) muestra una sobreregulacion a las 72 horas.

Esto indica que la combinacion del KD de H1.2 y H1.4 en células T47D, es suficiente
para promover la respuesta a IFN y validan los resultados obtenidos en las células con
el mH1 shRNA.

1.4 La deplecion simultinea de H1.2 y H1.5 causa la sobreregulacion de los ISGs,
pero a niveles inferiores de los obtenidos en las células H1.4/H1.2 shRNA.

La deplecion simultanea de H1.2 y H1.5 causo la sobreregulacion de los ISGs (Figura
22B). Sin embargo, los valores obtenidos de incremento de la induccion son menores
a los observados al inhibir las variantes H1.4 y H1.2. (Figura 22A). No se observo

sobreregulacion al combinar la deplecion de las variantes H1.4 y H1.5 (Figura 22A)

Estos resultados sugieren que la deplecion de H1.2 es fundamental pero no suficiente
para inducir la respuesta a IFN. Por otro lado, el contenido total de histonas H1 en las
células que inhiben H1.4/H1.5 o H1.2/H1.5 no mostr6 una relacion causal del efecto
de induccidn de los ISGs, debido a que por ejemplo en el caso de las células en las que
se depleciond H1.4 y H1.5 su contenido total de histonas fue inferior al contenido total
de H1 de las células en las que se deplecion6 H1.2 y H1.4, sin embargo, dichas células

no indujeron la respuesta a IFN.

Esta caracteristica indica que la induccion de la respuesta a IFN presenta una posible

especificidad de variante y no es producto de una reduccion del contenido total de H1.
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Figura 22.- Niveles relativos de expresion de los ISGs después de 6 dias de tratamiento con Dox en células A)
TA47D H1.4 shRNA, H1.4/H1.2 shRNA, B) H1.2/H1.5 shRNA y H1.4/H1.5 shRNA. Valores de A) y B) corregidos
por GAPDH y relacionados a sus correspondientes células no tratadas.

Finalmente, las células con el sistema inducible H1.4/H1.5 shRNA y H1.2/H1.5
shRNA fueron infectadas con el ShRNA inducible para inhibir la variante H1.3(Figura
23A). Al analizar la expresion de los ISGs se observo que en el caso de las células que
tienen las variantes H1.4/H1.5/H1.3 inhibidas, la expresion de los ISGs se mantiene
inalterada, por otra parte en el caso de las células que tienen las variantes
H1.2/H1.5/H1.3 inhibidas sufrieron un incremento de la expresion de los ISGs en com-
paracion a las células que tienen inhibidas las variantes H1.2/H1.5, pero los valores

obtenidos se mantienen por debajo de los reportados en la células que tienen deplecio-

nadas las variantes H1.2 y H1.4(Figura 23B).
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Figura 23.- Expresion del gen que codifica para H1.3 y de varios ISGs cuantificado por RT-qPCR, en las células
indicadas, tratadas con Dox por 6 dias. A) Expresion génica relativa de H1.3. B) Niveles relativos de expresion de
los ISGs indicados. Los valores reportados en A) y B) corresponden a la expresion del gen corregido por GAPDH
y relacionados a las células no tratadas correspondientes.
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1.5 MCF7 mH1 shRNA induce la respuesta a IFN.

Con el fin de observar si el efecto sobre la expresion de ISGs, de la multiple inhibicion
de variantes de H1 a través del mH1 shRNA es exclusivo de las células T47D, se
establecid en otra linea celular el sistema inducible para inhibir las multiples variantes

de H1 como se mencion0 anteriormente.

Se comprobo que la induccion de los ISGs debido a la deplecion de al menos H1.4 y
H1.2 simultaneamente, no es un efecto unico de las células T47D al observarse en las
cé¢lulas MCF7 la inducciéon de varios ISGs después del tratamiento con doxiciclina

(Figura 24).
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Figura 24.- Niveles relativos de expresion de los ISGs indicados en células MCF7 mH1 shRNA. Los valores re-
portados co-rresponden a la expresion del gen después de 6 dias de tratamiento con Dox corregido por GAPDH y
en relacion a las células no tratadas(-Dox).

1.6 Ensayo de recuperacion por sobreexpresion de distintas variantes de H1 re-
establecen parcialmente los niveles basales de los ISGs

Para verificar si la induccion de los ISGs en las células T47D mH1 shRNA puede
revertirse mediante la sobreexpresion de variantes de H1, se infectd estas células con
lentivirus expresando GFP y las variantes H1.2, H1.3 y H1.4 marcadas con el péptido

hemaglutinina(HA). La eficiencia de la infeccion se confirmo por andlisis de citome-
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tria de flujo FACS, se obtuvo valores de células GFP positivas entre el 89-98%. Ejem-
plo de dicho analisis de las células mH1sh sobreexpresando H1.3HA se indica en la
Figura 25A.
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Figura 25.- Analisis de FACs, RT-qPCR y western blot en células que expresan las variantes de H1 etiquetadas HA
y con el gen marcador GFP-fluorescente A)El ejemplo muestra la doble fluorescencia de las células mH1
SHRNA/H1.3HA. RFP-positivas por el sistema inducible reprimido(sin Dox) mH1 shRNA y GFP-positivas por el
marcador de fluorescencia acoplado a la variante etiquetada de H1.3HA. B) Expresion génica corregida por
GAPDH de las variantes de H1 y de IFI27. C) Inmunodeteccion de HA, de extractos totales de histonas de las
muestras indicadas.

La expresion de las variantes de H1 (Figura 25B) mostré que las variantes se sobre-
expresaron adecuadamente, se observé que las variantes sobre-expresadas son sensi-
bles a la inhibicion al mH1 shRNA, sin embargo, la expresion se mantuvo por niveles
similares a los observados en células parentales, lo que produjo una compensacion
parcial del efecto del multiH1 KD sobre la induccion de IFI27, uno de los ISGs con

mayor induccion observado (Figura 27B). Ensayos de inmunodeteccion confrimo6 la
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presencia de las variantes de H1 sobre-expresadas marcadas HA incluso después de la
induccion del knock-down (Figura 25C)

El efecto de sobreexpresion de ISGs fue parcialmente complementado con todas las
variantes analizadas, incluso mediante la sobreexpresion de H1.3, indicando que la
induccion de respuesta a interferén por deplecion de H1 no es totalmente especifica de

variantes.

1.7 Los niveles basales de los ISGs se reestablecen después de la inactivacion del
sistema inducible mH1 shRNA a través del lavado y remocion de doxiciclina.

Con el fin de determinar si el efecto de induccion de la respuesta a interferon es rever-
sible con la recuperacion de la expresion de los niveles basales de expresion de las
variantes de H1, se retir6 y lavo la doxiciclina en células mH1 shRNA, a las que se
hizo un tratamiento previo de 3 dias con doxiciclina, posteriormente se afiadio medio
de cultivo y se mantuvo en crecimiento dichas células durante varios dias. En paralelo
otro grupo de células se mantuvo en crecimiento y bajo tratamiento de doxiciclina. Se
tomaron muestras a diferentes dias de crecimiento de ambos grupos de células y se
evaluaron las muestras por RT-qPCR.

La recuperacion de la acumulacion del transcrito de las variantes de H1 se observo al
dia 9 de crecimiento sin doxiciclina (Figura 26A). Después de esta recuperacion, los
ISGs reestablecieron eficientemente sus valores basales de expresion (Figura 26B), lo
que indica que la induccidn de la respuesta a IFN puede ser revertido por la recupera-

cion de expresion de la histona H1.
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Figura 26.- Expresion de variantes de H1 e ISGs a lo largo de distintos tiempos de tratamiento de doxiciclina (linea
negra) y después del lavado y remocién de la doxiciclina (linea gris) en células T47D mH1 shRNA. A) expresion
de las variantes de H1 y B) Expresion de los ISGs. En A) y B) los valores indicados se encuentran corregidos por
GAPDH y relacionados con el valor reportado al tiempo 0.

1.8 Sintesis de interferén después de la deplecion de multiples variantes (mH1
ShRNA)

La deplecion de H1 sugiere que se reproduce o induce la respuesta a IFN, por ejemplo,
mediante la produccion de interferon. Esta respuesta se induce a nivel celular cuando
DNA o RNAs extrafios, son reconocidos por sensores citosolicos o endosomales los
cuales desencadenan una cascada de sefializacion, llevando a la activacion y transcrip-
cion de factores de respuesta a IFN(IRFs), que posteriormente se transfieren al nucleo.
Estos IRFs se unen y regulan los promotores de genes que codifican la transcripcion
de interferon y de otros genes que contienen regiones ISRE. El IFN es secretado al
medio extracelular, donde se une y activa receptores superficiales, para activar la ruta
de sefializacion de la quinasa JAK-STAT y posterior activacion de genes inducidos
por IFN tipo I (ISGs), o la activacion de genes por IFN tipo II a través de sitios acti-
vados por gamma(GAS). La induccion de ISGs dan como resultado una respuesta an-
tiviral y tiene efectos antitumorales a través de ciertos ISGs que producen efectos an-
tiproliferativos y proapoptéticos.

Como se reportd anteriormente, la induccion del gen que codifica para interferon-

B(IFNB) se indujo a poco tiempo de la adicion de Dox(Figura 19B), se analiz6 también
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la expresion de interferon alfa(IFNA), y no se observd sobreexpresion de dicho

gen.(Figura 27)
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Figura 27.- Niveles de expresion relativos del gen que codifica para interferdn alfa a distintos tiempos de trata-
miento con doxiciclina, corregido por GAPDH en relacion a las células no tratadas (-).

A continuacion, se probo si existe produccion de IFN y con la consiguiente liberacion
al medio extracelular, para lo cual el medio de cultivo de células mH1 shRNA tratadas
3 dias con doxiciclina se transfirio y anadié a células wild-type T47D, finalmente se

cuantifico la expresion de los ISGs (Figura 28).
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Figura 28.- Niveles de expresion relativos de varios ISGs en las células indicadas. T47D célula wild-type,
T47D+media (co-rresponde a las células wild-type a las que se les transfirié el medio de cultivo de células T47D
mH1 shRNA tratadas por 3 dias con Dox).

Los datos de expression de los ISGs mostraron que el medio de cultivo proveniente de
células mHs shRNA tratadas con doxiciclina fue capaz de estimular la sobreexpresion

de los ISGs en las células T47D wild-type. El nivel de expresion alcanzado en el caso
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del gen IFI27 fue superior al observado en las células mH1 shRNA tratadas con dox
por 3 dias, pero fue inferior a la expresion registrada en las células tratadas con inter-

feron-p comercial (0.15ug).

En los otros ISGs analizados, la sobrexpresion inducida por el medio transferido a las
células T47D es menor que los niveles de expresion de las células mH1 shRNA trata-

das con dox y tratadas con interferéon-f comercial (0.15ug).

1.9 La combinacion de IFN-B comercial y la deplecién simultanea de las variantes
H1.2 y H1.4 muestran un efecto sinérgico en la sobreexpresion de los ISGs.

Con el fin de indagar si la produccién y secrecion de interferon-f previamente descrito
es el tinico mecanismo por el cual la inhibicion de multiples variantes de HI produce
el efecto de la respuesta a interferon, se disefid un ensayo en el cual se combino la
inhibicion de las variantes H1.2 y H1.4 junto al tratamiento con interferén-3 comercial

(0.15ug).

Primero se confirmoé que las células T47D son sensibles al interferén-p(0.15 ug/ml)
comercial provocando una induccién de la expresion de los ISGs comparable a la so-

breexpresion ocasionada al deplecionar las variantes H1.4 y H1.2 (Figura 29).

La induccion de los ISGs no se increment6 al tratar las células con una concentracion
superior (1.2 ug/ml) lo que indic6 que la sefial de induccion por la ruta de sefializacion

del interferon-p se encontraba saturada (Figura 29)

Por otra parte, se combind el tratamiento con IFN-B junto a la inhibicion simultanea
de H1.2 y H1.4(Dox), se observé que existe un efecto sinérgico en la induccion de los
genes ISGs, lo que nos sugirid que la sobreexpresion de los ISGs no es unicamente
debido a la sintesis de interferon y que existen otros mecanismos de induccion involu-

crados (Figura 29).

Finalmente, se verifico que al combinar la inhibicion individual de H1.2 junto al tra-
tamiento con IFN-f no se potencia el efecto de induccion de ISGs, resultado similar al
obtenido al combinar la inhibicion individual de H1.4 junto al tratamiento con IFN-f3
(Figura 29).
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Figura 29.- Niveles de expresion relativos de IFI27 e IF16 en las células indicadas. T47D (H1.2 shRNA, H1.4
shRNA y H1.4/H1.2 shRNA). Las células indicadas han sido tratadas con IFN-B(+)(0.15ug/ml) o (++)(1.2ug/ml)
por 8 horas. El tratamiento de doxiciclina en las células sefialadas tuvo una duracion de 6 dias.

1.10 Los inhibidores 2-aminopurine, BX795 y Ruxolitinib disminuyen la res-
puesta interferon inducida por la inhibicion multiple de variantes de H1.

Se realizé estudios con inhibidores con el fin de analizar si el bloqueo en distintos
puntos de la cascada de reconocimiento y sefalizacion de la respuesta a interferén
ocasionan cambios en el efecto observado al inhibir multiples variantes de la histona
H1.

Los resultados previamente expuestos nos indicaron que la inhibicion de multiples va-
riantes ocasioné la secrecion de interferon al medio de cultivo, probablemente IFN-3
debido a su sobreexpresidn observada a nivel transcripcional, y que dicho medio te-
nia la capacidad de estimular células T47D wild-type. Por este motivo se utilizé el
inhibidor Ruxolitinib, conocido inhibidor de JAK1 y JAK?2, a través de este bloqueo
Ruxolitinib inhibe la transduccion de senales de JAK-STAT vy la consiguiente trans-
cripcion de los ISGs cuando son estimulados por interferon del tipo I (Ostojic,
Vrhovac, & Verstovsek, 2011; Stewart, Randall, & Adamson, 2014) (Figura 30). El
resultado de este tratamiento con el inhibidor y la deplecion de H1 combinada ocasiono
que la induccién de los genes inducidos por IFN decrezca en relacion a las células que
fueron tinicamente deplecionadas sus multiples variantes de H1, lo que comprueba que
la estimulacion por IFN es parte del efecto observado y sugiere un rol importante de

la histona H1 en la regulacion de la transcripcion del gen que codifica para IFN-B.
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A continuacion, se evalud a través del inhibidor BX795 si el efecto ocasionado de la
deplecion de H1 presenta algin evento clave previo a la ruta JAK-STAT. Este inhibi-
dor es especifico de TBK1, asi como la consiguiente fosforilacion, transferencia al
nucleo y actividad transcripcional de IRF3, el cual es un factor regulador de IFN
(Clark, Plater, Peggie, & Cohen, 2009)(Figura 30). Al combinar la deplecion de las
multiples variantes y el tratamiento con BX795, se encontrd que los valores de expre-
sion relativa de los genes inducidos por interferon son notablemente menores que 10s
reportados en los valores de expresion en células tinicamente deplecionadas, sugi-
riendo que el efecto en la induccion de los ISGs son ocasionados no solamente por la
estimulacion por IFN, existe ademads algun acontecimiento previo entre los que pueden
estar involucrados el reconocimiento y sefializacion de dsRNA, ssRNA, ssRNA,
dsRNA, RNA:DNA o dsDNA. Para profundizar en el estudio de las distintas etapas
previas a la estimulacion con interferdn en las que H1 puede cumplir un rol, utilizamos
otro inhibidor llamado 2-aminopurina, descrito como inhibidor de PKR (Proteina qui-
nasa dependiente de RNA de doble cadena) (Figura 30), se menciona que la activacion
de esta enzima ocurre mediante la interaccion de RNA de doble hebra(dsRNA) con
sus dominios de dsRBD(dominios de union a dSRNA). La inhibicion de PKR y su
consiguiente union a dSRNA, bloquea eventos de transcripcion en la expresion del gen
humano que codifica para IFN-B en células estimuladas por virus o por dsRNA sinté-
tico poly(I):poly(C). Lo que ha sido sefialado como evidencia que 2-aminopurine in-
hibe la expresion de genes activados por dsRNA en varias lineas celulares(Marcus &
Sekellick, 1988; Wathelet, Clauss, Paillard, & Huez, 1989; Zinn, Keller, Whittemore,
& Maniatis, 1988). Los resultados al combinar la deplecion de las multiples variantes

de H1 con el tratamiento con 2-aminopurine

79



ssRNA, dsRNA,

y QT .
Sen'linelas @

Sensores dﬁ) e

.ﬂw o=
J <>
Adaptores I

N, 2-aminopurfne
N

rFTTTTTTT NBX795 — N

\ D
I Il
: J Dox —++++  — —F
. Y

]
o

gen/GAPDHrel. no tratada

4 I
LA i IFI127 IFI6 IFIT3

—— o o

! Ruxolitinib
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shRNAtiH1sh fueron tratadas o no con Dox, 0.5uM BX795, 1uM ruxolitinib 0 10mM 2-aminopurine. La expresion
génica esta corregida por GAPDH y en relacion a su respectiva muestra no tratada.

1.11 Knock downs constitutivos de sensores de DNA y RNA citosélicos afectan en
diferente medida la respuesta a interferon inducida por la deplecion de multiples
variantes de H1

Se introdujeron shRNAs en las células mH1 shRNA para deplecionar varios de los
sensores y adaptadores involucrados en el reconocimiento o sefializacion de la res-
puesta a DNA o RNA citosdlicos, entre los que tenemos MDAS, TLR3, MAVS y
STING.

MDAS5 (Gen asociado a la diferenciacion del melanoma 5), reconoce a fragmentos de
dsRNA ¢ inicia la produccion de IFN tipo I a través de MAVS, los resultados del knock
down de dicho sensor junto a la simultanea inhibicion de las multiples variantes de H1
ocasiono una reduccion en el efecto obtenido por la inhibicion de multiples variantes
de H1, lo que sugiere que este sensor forma parte del mecanismo que se induce al

inhibir las variantes de H1 (Figura 31A)
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Otro sensor de dsRNA al que se depleciond conjuntamente con las multiples variantes
de H1 fue TLRS3, los resultados confirmaron que al igual que MDADS, el reconoci-
miento de dsSRNA se encuentran implicados en el efecto que ocasion6 la deplecion de

H1 en la sobre-regulacion de los ISGs (Figura 31B)
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Figura 31.- Niveles relativos de expresion de ISGs en células T47D mH1 shRNA sin y con deplecion A) STING,
MAVS, MDAS. B) T47D mH1 shRNA con deplecion de TLR3. En A) y en B) las células fueron tratadas con Dox
por 6 dias. La expresion génica esta corregida por GAPDH y en relacion a Su respectiva muestra no tratada.

Se realizaron los Knock down de un intermediario y un adaptador de sefial denomina-
dos MAVS y STING respectivamente, involucrados en la senalizacion de reconoci-
miento de RNA y DNA respectivamente. Los resultados mostraron que al inhibir las
multiples variantes de H1 en células con un Knock down de MAVS, se redujo el in-
cremento en la expresion de los ISGs en comparacion con el incremento reportado en
células sin deplecion de MAVS. Por otro lado, al inhibir las multiples variantes en
células con el adaptador STING deplecionado, los valores de expresion relativos de
los ISGs son menores al compararlos con las células sin deplecion de STING (Figura
31A)

Si los resultados se analizan en conjunto, se puede mencionar que la deplecion de
MDAS es el evento que mas disminuye el efecto en el incremento de la expresion de
los ISGs por la inhibicién de multiples variantes, mientras que la deplecion de STING
evitd menos la sobreexpresion de los ISGs (Figura 31A-B). Esto nos sugiere que pro-

bablemente la estimulacion de los sensores viene dada principalmente por dsRNA.
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Ademas, se realizo un pathway analysis con el software IPA (Ingenuity Pathway
Analysis, licencia IPA trial)(Figura 32). El analisis indic6 que la ruta RIG-I/MDAS
conocida ruta de reconocimiento de moléculas de RNA y que promueve la induccion
de interferon del tipo I fue significativamente enriquecido, lo que refuerza la idea que
el reconocimiento de RNA es un evento implicado en el efecto observado al inducir la
inhibicion de multiples variantes.

Finalmente, los datos nos permiten concluir que la deplecion de H1 induce la respuesta
a IFN con la participacion de sensores citosolicos y transductores de sefial con la sub-
siguiente sintesis de interferon, lo que nos sugiere que acidos nucleicos citosolicos son
producidos de manera endégena en el citosol como consecuencia de la deplecion de

H1.
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Figura 32.- RIG-I/MDAS5 induce la expression de interferon del tipo | y activa la respuesta in-mune innata, los
genes expresados en forma diferencial se encuentran en purpura.
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2. Efectos de la deplecion de la histona H1 en células de cancer
de mama: proliferacion.

2.1 La deplecion simultanea de multiples variantes de H1 (mH1sh) afecta drasti-
camente el crecimiento celular.

Se analizo6 el efecto de la deplecion de varios subtipos de la histona H1 sobre la proli-
feracion celular, primero se cuantifico la velocidad de crecimiento en relacion a células
wild-type para lo cual se mezclaron en una relacion 1:1, células con el sistema induci-
ble para la inhibicion de la correspondiente variante[RFP-positiva(-Dox);
RFP/GFP(+Dox)] con células T47D wild-type(RFP-negativas y GFP-negativas) y se
evaluo el porcentaje entre las dos poblaciones a través del tiempo bajo la presencia de
doxiciclina (Figura 33). Si la deplecion de las distintas variantes afecta la proliferacion,
el porcentaje de células fluorescentes(shRNAs) se reduce en relacion a las células pa-

rentales que no tiene fluorescencia.
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Figura 33.- Representacion grafica de los porcentajes de variacion de las proporciones RFP/GFP-positivos frente a
RFP/GFP negativos (Radio KD/wt) de las distintas variantes indicadas. Los datos han sido obtenidos a diferentes
tiempos de tratamiento con Dox

Una reduccion dréstica en la velocidad de crecimiento se observo en las células mH1
shRNA a partir de los 6 dias de tratamiento con doxiciclina y contintia hasta el dia 12,
en el caso de las células H1.3 shRNA redujeron su proporcion a partir del dia 9; por
otra parte, la deplecion de H1.4 y H1.2 disminuyeron la proliferacion celular a partir
del dia 12. No se observaron diferencias notables entre las proporciones de las células
Rd shRNA y H1.0 shRNA en relacion a la proporcion de células parentales durante el

tratamiento con doxiciclina (Figura 33).
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2.2 La deplecion de miltiples variantes de H1 (mH1 shRNA) asi como la deple-
cion de H1.2 de forma individual afectan drasticamente el crecimiento indepen-
diente de anclaje.

La mayoria de las células de mamiferos prefieren adherirse a una superficie, general-
mente las células son capaces de regular su proliferacion a través de una dependencia
al anclaje pero este mecanismo de control se pierde en células malignas. Por este mo-
tivo el crecimiento independiente del anclaje es considerado un indicador de tumori-

génesis y capacidad invasiva de varios tipos celulares.

El ensayo utilizado para medir el efecto de la deplecion de las distintas variantes de
H1 sobre la capacidad tumorigénica fue el denominado crecimiento celular en agar

blando (soft agar)(Figura 34)
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Figura 34.- Formacion de colonias independientes de anclaje en células T47D. Las lineas celulares indicadas fueron
sembradas en soft-agar, tratadas o no con doxiciclina. Las células fueron contadas después de 21 dias con ImageJ.
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Nuestros resultados indicaron que la deplecion de H1.2 afect6 drasticamente la forma-
cion de colonias en soft-agar al igual que la deplecion multiple de histonas H1 de las

células mH1 shRNA que también inhibe la variante H1.2.

Por otra parte, la deplecion individual de H1.3, H1.4 y H1.5 afecta la capacidad de
crecimiento pero en menor medida, mientras que efectos leves fueron los observados
en el caso de H1.0 y H1X.

Con el fin de verificar si este efecto se reproduce en otras lineas celulares, el ensayo

de soft-agar se llevo a cabo en células MCF y HeLa (Figura 35).
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Figura 35.- Formacion de colonias independientes de anclaje de células A) MCF7 y B) HeLa. Las lineas celulares
indicadas fueron sembradas en soft-agar, tratadas o no con doxiciclina. Las células fueron contadas después de 21
dias con Imagel.

85



Se observo que la deplecion de H1.2 tanto en células MCF7 (Figura 35A) como en
HeLa(Figura 35B) afectd notablemente la capacidad de crecimiento en agar blando en

similar medida a lo observado en células T47D.

En conclusion, se sugiere que H1.2 podria ser requerida en el mantenimiento de la

capacidad tumorigénica de las células T47D, MCF7 y HeLa

2.3 La deplecién individual de H1.2 y H1.3, asi como la inhibicién combinada
mH1sh, afectaron intensamente la capacidad de formacion de colonias depen-
dientes de anclaje en células T47D.

Se evaluo el efecto de la deplecion de distintas variantes de H1 sobre la habilidad in-
dividual de una célula de continuar su replicacion y por consiguiente formar una colo-

nia anclada a una superficie.

El ensayo utilizado para medir el efecto de la deplecion de las distintas variantes de

H1 sobre la capacidad de formar colonias dependientes de anclaje fue el llamado clo-
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nogenic assay (Figura 36)
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Figura 36.- Formacion de colonias dependientes de anclaje en células T47D. Las lineas celulares indicadas fueron
tratadas o no con doxiciclina. Las células fueron contadas después de 21 dias con ImageJ y los valores representan
el nimero de colonias en relacion a las células no tratadas.
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Se encontrd que la deplecion de H1.2 y H1.3 en células T47D afectaron drasticamente
la capacidad individual de replicacion. El knock down de H1.0 también afecto nota-
blemente la formacion de colonias. Ademas, la deplecion de multiples variantes
(mH1sh) impidi6 la formacion de colonias en concordancia al hecho de presentar in-
hibida la variante H1.2. Finalmente, las depleciones del resto de variantes evaluadas

reportaron ligeros efectos sobre dicha capacidad de crecimiento celular.

Con el fin de verificar si este efecto se reproduce en otras lineas celulares, el ensayo
de formacion de colonias dependientes de anclaje se llevo a cabo en células MCF y

HeLa(Figura 37)
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Figura 37.- Formacion de colonias dependientes de anclaje en células A) MCF7 y B) HeLa. Las lineas celulares
indicadas fueron tratadas o no con doxiciclina. Las células fueron contadas después de 21 dias con ImageJ y los
valores representan el nimero de colonia

Se observo que la deplecion de las variantes de H1 evaluadas en células MCF7 afec-
taron ligeramente la capacidad de crecimiento en este tipo de ensayo y el efecto es

considerablemente menor al observado en células T47D(Figura 37A).

87



En HeLa(Figura 37B) la deplecion no afecto la capacidad de crecimiento celular bajo

estas condiciones de estrés.
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. Conclusiones

Los RNA interferentes inducibles (ShRNA) estables disefiados han permitido
por primera vez estudiar el efecto de la deplecion simultanea de distintas va-
riantes de la histona H1 sobre la expresion génica y proliferacion en células de
cancer de mama.

La deplecion de maltiples variantes de HI (mH1sh) afectd drasticamente la
proliferacion celular, mientras que la inhibicion de H1.0 afecté levemente la
proliferacion celular.

La variante H1.2 es la variante que se muestra mas esencial para el crecimiento en forma
de colonias de las distintas lineas celulares testadas, tanto en condiciones dependiente o
independiente de anclaje, lo que sugiere que al inhibir dicha variante las células pierden
su capacidad metastasica.

La deplecion simultanea de H1.2 y H1.4 indujo una fuerte respuesta a interfe-
ron (IFN) y la induccion de genes estimulados por IFN (ISGs), efecto que no
se observo en depleciones individuales de variantes de histonas H1.

La deplecion combinada de H1.2 y H1.4 produjo la sobreexpresion y sintesis
de Interferon, el IFN sintetizado indujo la respuesta a IFN en células T47D y
activo la ruta JAK-STAT, principal ruta involucrada en la activacion de la
transcripcion de ISGs.

La inhibicién de H1.2 y H1.4 junto al tratamiento con IFNf comercial mues-
tran un efecto sinérgico en la sobreexpresion de ISGs, lo que sugiere que exis-
ten otros mecanismos de induccion de los ISGs ademas de la estimulacion por
el IFN sintetizado.

Andlisis con inhibidores y knock downs constitutivos de sensores de acidos
nucleicos y adaptadores de la respuesta a IFN nos sugieren que la deplecion de
H1.2 y H1.4 desencadena la activacion de la ruta IFN aguas arribas(upstream)
de los genes ISGs o IFN, posiblemente por la aparicion de acidos nucleicos

extrafios en el citoplasma.
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