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ABREVIATURES

APS: ammonium persulfate (persulfat amonic).

Apc: anaphase promotor complex subunit (subunitat del complex promotor
d’anafase).

APCI/C: anaphase-promoting complex/cyclosome (Ciclosoma/complex
promotor de I'anafase).

ASK: Apoptosis signal-regulating kinase (quinasa reguladora del senyal
d’apoptosi).

ATAC-seq: assay for transposase-accessible chromatin with sequencing
(assaig d’accesibilitat de cromatina a transposasa i seqlienciacio).

ATCC: american Type Culture Collection (banc de cél-lules america).
ATM: ataxia-telangiectasia mutated (ataxia-telangectasia mutada).
ATP: Adenosine 5'-triphosphate (adenosina-5'-trifosfat).

ATR: ATM and Rad3-related (proteina relacionada amb ATM i Rad3).
ATRIP: ATR-interacting protein (proteina que interacciona amb ATR).
BIR: break-induced replication (replicacié induida per trencament).
bp: base pairs (parells de bases).

BRCA1/BRCAZ2: breast cancer type 1/ breast cancer type 2 (Cancer de
mama tipus 1/2).

BrdU: 5-bromo-2’-desoxiuridina.
BSA: bovine serum albumin (albdimina de sérum bovi).

Bub3: budding uninhibited by benzimidazole 3 (gemmacié no inhibida per
benzimidazol 3).

BubR1: budding uninhibited by benzimidazole-related 1 (proteina relacionada
amb bub 1).

CAK: CDK-activating kinase (quinasa activadora de CDK).

Cdc: cell division cycle (cicle de divisio cel-lular).

CDK: cyclin-dependent kinase (quinasa depenent de ciclina).

Cdt1: Cdc10-dependent transcript 1 (Transcrit 1 depenent de Cdc10).
CFS: common fragile site (Llocs fragils comuns).

Chk1/Chk2: checkpoint kinase 1/ checkpoint kinase 2 (Quinasa del
checkpoint 1/2).

21
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Cip/Kip: CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein (proteina que
interacciona amb CDK/proteina quinasa inhibidora).

CKI: CDK inhibitory subunit (subunitat inhibidora de CDK).

CKs: Cdc kinase subunit (subunitat cdc quinasa).

CK1y1: casein kinase 1 gamma 1 (caseina quinasa 1 gamma 1).
CK: Keratin, type | cytoskeletal (queratina citoesquelética de tipus ).
CldU: 5-cloro-2’-desoxiuridina.

CMG: Cdc45 MCM GINS.

CRL: cullin RING ligase (Ligasa culling RING).

CTCF: CCCTC-binding factor (factor d’'unié a CCCTC).

CtIP: CtBP-interacting protein (Proteina que interacciona amb CtBP).
CTR: constant timing regions (regions amb timing constant).

DDK: Dbf4-dependent kinase (Quinasa depenent de Dbf4).

DDR: DNA damage response (Resposta al dany al DNA).

D-loop: displacement loop (Llag de desplagament).

DNA-PK: DNA-dependent protein kinase (Proteina quinasa depenent de
DNA).

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (medi d’Eagle modificat per
Dulbecco).

DNA: deoxyribonucleic acid (acid desoxiribonucleic).

DNA-PK: DNA-dependent protein kinase (proteina quinasa depenent de
DNA).

DNAZ2: DNA replication helicase/nuclease 2 (helicasa/nucleasa 2 de la
replicacio del DNA).

dNTP: deoxyribonucleoside triphosphate (trifosfat de desoxiribonucleosid).

DUE-B: DNA unwinding element binding protein (proteina que s’uneix a
I'element de desenrotllament del DNA).

DSB: double-strand break (Trencament de doble cadena).
dsDNA: double-stranded DNA (DNA de doble cadena).

DTT: dithiothreitol (Ditiotreitol).
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ABREVIATURES

DUB: deubiquitylating enzyme (deubiquitinasa).

DUE-B: DNA unwinding element (element que desenrotlla el DNA).

EdU: 5-etinil-2’-desoxiuridina.

Emi1: early mitotic inhibitor (inhibidor de la mitosi prematura).

ERFS: Early replication fragile site (lloc fragil amb replicacié primerenca).

ETAA1: Ewing tumour-associated antigen 1 (Antigen 1 associat al tumor
d’Ewing).

EXO1: exonuclease 1 (exonucleasa 1).
FA: Fanconi anemia (anemia de Fanconi).

FANCM: FA complementation group M (proteina M del grup de
complementacio de la FA).

FANCD2: FA complementation group D2 (proteina D2 del grup de
complementacié de la FA).

FBS: foetal bovine serum (Sérum bovi fetal).
FBH1: F-box DNA helicase 1 (DNA helicasa amb domini F-box).

FBWT7: F-box and WD repeat domain-containing 7 (Proteina 7 amb dominis
F-box i repeticio WD).

FEN1: flap endonuclease 1 (endonucleasa flap 1).
G1/G2: gap 1/gap2 (interval 1/2).

GC: Guanina Citosina.

GEM: gemcitabina.

GEMC1: geminin coiled-coil domain containing protein 1 (proteina 1 de la
familia geminina que conté el domini coiled coil).

GINS: goichinisan (512 3).
GSK3: Glycogen Synthase Kinase 3 Beta (quinasa 3 de la glicogen sintasa).
h: hora/hores.

HLTF: Helicase-like transcription factor (factor de transcripcié semblant a
helicasa).

HR: homologous recombination (Recombinacié homologa).

HU: hidroxiurea.
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H2AX: Histone 2A X (histona 2A variant X).

ICL: interstrand crosslink (entrecreuament entre cadenes).
IdU: 5-iodo-2’-desoxiuridina.

INK4: inhibitors of CDK4 (inhibidors de CDK4).

iPOND: isolation of proteins on nascent DNA (aillament de proteines del DNA
naixent).

Kb: kilobase.

Kd: constant de dissociacio.

KDa: kilodalton.

LINE1: long interspersed nuclear element (Element nuclear llarg intercalat 1).
LADs: lamina-associated domains (dominis associats a la lamina).

Mad: Mitotic spindle assembly checkpoint protein (proteina del checkpoint de
'ensamblatge del fus mitotic).

Mat1: ménage a trois 1 (trio 1).

Mb: megabase.

MCC: mitotic checkpoint complex (complex del checkpoint mitotic).
MDa: Megadalton.

MDC1: mediator of DNA damage checkpoint 1 (mediador 1 del checkpoint de
dany al DNA).

MCM: minichromosome maintenance protein complex (complex proteic de
manteniment de minicromosoma.)

Min: minut/minuts.

MRN: Mre11-Rad50-Nbs1.

Myt1: Myelin Transcription Factor 1 (factor de transcripcié 1 de la mielina).
NADs: nucleolus-associated domains (dominis associats al nucleol).

NHEJ: non-homologous end-joining (uni6é d’extrems no homolegs).

ORC: origin-recognition complex (complex de reconeixement de I'origen).
ORF1p: open reading frame 1 protein (proteina del marc obert de lectura 1).

OZF: only zinc-finger (només dits de zinc [dominis dits de zinc]).
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PARP1: poly(ADP-ribose) polymerase 1 (polimerasa poli[ribosa-ADP] 1).
PBS: phosphate buffered saline (tamp¢ fosfat sali).

PBS-T: phosphate buffered saline Tween 20 (tampo fosfat sali amb Tween
20).

PCA: principal component analysis (analisi de components principals).

PCNA: proliferating cell nuclear antigen (antigen nuclear de cél-lula
proliferant).

PCR: polymerase chain reaction (reacci6é en cadena de la polimerasa).
PI: propidium iodide (iodur de propidi).

PLK1: polo-like kinase 1 (quinasa 1 semblant a polo [gen de Drosophila]).
PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride (Fluorur de fenilmetilsulfonil).

PP1: protein phosphatase 1 (proteina fosfatasa 1).

PP2A: protein phosphatase 2A (proteina fosfatasa 2A).

Rb: Retinoblastoma.

RBX1: ring-box 1.

rcf: Relative centrifugal force (forga centrifuga relativa).

RhoBTB3: Rho related BTB domain containing 3 (proteina 3 amb domini
familiar a Rho i domini BTB).

Rif1: Replication Timing Regulatory Factor 1 (Factor regulador 1 del timing de
replicacio).

RNF: Ring finger protein (proteina amb domini ring).

RING: really interesting new gene (nou gen realment interessant).
ROS: reactive oxygen species (espécies reactives d’oxigen).
RPA: replication protein A (proteina de replicacié A).

RRM2: ribonucleotide reductase regulatory subunit M2 (subunitat reguladora
M2 de la ribonucledtid reductasa).

RT-gPCR: reverse transcription-quantitative PCR (transcripcio reversa-PCR
quantitativa).

SCF: Skp1 Cul1 F-box-protein (skp1 Cul1 proteina amb F-box).

SDS: sodium dodecil sulphate (Dodecilsulfat sodic).
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Skp1: S-phase kinase associated protein 1 (proteina 1 associada a quinasa
de fase S).

SMARCAL1: SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator
of chromatin, subfamily a like 1.

SMC: structural maintenance chromosomes protein (proteina del
manteniment estructural dels cromosomes).

SN: Sobrenadant.

SSB: single-strand break (trencament en una cadena).

ssDNA: single-stranded DNA (DNA monocatenari).

TA: Temperatura ambient.

TAD: topologically associating domain (domini topoldgicament associat).
TBS: tris buffered saline (tampé tris sali).

TBS-T: tris buffered saline Tween 20 (tamp¢ tris sali amb Tween 20).
TDP: Timing decision point (punt de decisié del timing).

TEMED: tetrametiletilendiamine (Tetrametiletilendiamina).

TLS: translesion synthesis (Sintesi de translesio).

TopBP1: topoisomerase-binding protein 1 (proteina 1 d’unié a la
topoisomerasa).

TPR: tetratricopeptide repeat.

TTR: timing transition regions (regi6 de transicid en el timing).

Tyr: Tirosina.

UBC: ubiquitin conjugating enzyme (enzim conjugador d’ubiquitina).
WB: Western blot.

ZRANB3: Zinc finger RANBP2-type containing 3.

53BP1: p53-binding protein 1 (proteina 1 que s’uneix a p53).
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EL CICLE CEL-LULAR

1. EL CICLE CEL-LULAR

El mateix any que es va presentar al mén I'estructura del DNA, Howard
i Pelc van postular el que seria el naixement del concepte de cicle
cel-lular tal com el coneixem. Varen incubar plantes amb fosfor
radioactiu i monitorar la seva incorporacio al DNA. Aixi varen demostrar
com el fosfor radioactiu només s’incorporava durant 6 hores, 8 hores
despres les cél-lules entraven en mitosis i 12 hores despreés tornaven a
incorporar-lo, i per tant, replicar el DNA "2,

Fins al moment, gracies al treball de Flemming, el cicle cel-lular només
s’havia dividit en: interfase, on no es marcaven els cromosomes, i
mitosi, on els cromosomes es marcaven i es podia seguir la seva
distribucié entre les cél-lules filles 3.

El cicle cel-lular es defineix com el conjunt de processos que deriven
en la duplicacié d’'una ceél-lula *. Com hem pogut veure, durant el
desenvolupament d’aquest concepte el DNA ha tingut un paper
fonamental, ja que el cicle cel-lular es divideix i s’organitza en fases
segons la replicacié del DNA, la condensacié en cromosomes i la
posterior segregacio dels cromosomes *°.

Durant lafase S, la cél-lula replica el DNA. Les dues fases que es troben
abans i després della s’anomenen G1 (Gap 1) i G2 (Gap 2)
respectivament. Durant la G1 la cél-lula es prepara per a la duplicacio
del DNA i durant la G2 es controla que la replicacié del DNA s’hagi
completat de manera satisfactoria, i la cél-lula es prepara per a la mitosi.
En aquests dos gaps, la cél-lula sintetitza les estructures necessaries
per a la duplicaci6 i la distribucié del genoma entre les dues cél-lules
filles. Aquestes sén les 3 fases en les quals, ja I'any 1953, Howard i Pelc
van dividir la interfase 245,

Després de la fase G2 la cél-lula entra en la fase M, que es pot separar
en mitosi, on es produeix la divisio del nucli, i citocinesi, on es produeix
la divisio del citoplasma i es finalitza el cicle cel-lular. Com a resum,
durant la interfase, la cél-lula duplica totes les estructures necessaries i
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es prepara per a distribuir-les entre les cél-lules filles durant la fase M 4
6

No totes les cél-lules es troben en el cicle cel-lular. La majoria de les
cél-lules d’un organisme pluricel-lular adult es troben fora d’aquest, ja
que estan en un estat on no proliferen. Aquest estat es coneix com a
GO0. Les cél-lules poden mantenir-se irreversiblement dintre d’aquest
estat, com és el cas de les cél-lules senescents o les completament
diferenciades. En canvi, les cél-lules quiescents, poden tornar a
entrar dintre del cicle. Aquestes reben senyals continuament per
mantenir-se fora del cicle, perd quan reben els estimuls necessaris
poden tornar a entrar per dividir-se .

Aixi doncs, la correcta regulacié del cicle cel-lular és fonamental per tal
que es pugui mantenir ’lhomeostasi de teixits.

1.1. REGULACIO DEL CICLE CEL-LULAR

Tant la progressio entre una fase i una altra com I'entrada en el cicle
cel-lular estan controlades pels complexos CDK-ciclina. Les quinases
dependents de ciclina (CDK) son serina-treonina quinases que
necessiten d’'una subunitat reguladora anomenada ciclina . En
Saccharomyces cerevisiae hi ha 6 CDK i 15 ciclines ''. Les CDK es
poden dividir en les que es poden unir a més d’'una ciclina i regulen el
cicle, i les que només es poden unir a una ciclina i regulen la
transcripcié. Les CDK d’aquest segon grup s’uneixen a ciclines que no
estan regulades de manera depenent del cicle cel-lular. El fet que les
CDK que regulen el cicle es puguin unir a diverses ciclines confereix
una regulacid6 més dinamica, i fa que es puguin fosforilar diversos
substrats 1°.

En humans podem trobar 20 CDK i fins a 29 ciclines diferents. Durant
I'evolucio s’ha incrementat el nombre de CDK i hi ha hagut un augment
notable de les CDK relacionades amb el cicle cel-lular. En humans les
CDK es poden agrupar en 8 subfamilies, de les quals només la
subfamilia CDK1/2/3, la CDK4/6 i la CDK5 estan relacionades amb el
cicle cel-lular ", No obstant aix0, la CDK5 es considera una quinasa
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especifica de teixit neuronal, tot i que actualment també es relaciona
amb altres teixits '2. Per altra banda les ciclines que controlen el cicle
s’agrupen en quatre tipus amb les seves isoformes corresponents: les
D (D1,D2iD3),lesE (E1iE2),les A(A1,iA2)iles B (B1, B2 i B3)

10,11

La regulacio del cicle per part dels complexos CDK-ciclina i els nivells
de ciclines que hi ha a cada fase es troben resumits a la figura 1. Al
costat de cada complex hi trobam el seu inhibidor, que descriurem més
endavant.

icoKa/si Expressié de les ciclines

(Ogiclina A OciclinaE
CDK2 i i
G; OCchma B ‘Clchna D

rrrrrrr Punt de restriccié ; ;
CoK1 ! ! /
(s @ N/ A
Ciclina B CDK2 ' ~
— (27 : ;

o = ) / WAN

G S G M
. .

Figura 1. Cicle cel-lular. Adaptat de Cyclins: Cell Cycle Regulators (BioRender.com).

Durant la G1 és quan la cél-lula ha de decidir entrar al cicle per dividir-
se o sortir d’ell, podent entrar en quiescéncia, senescéncia o
diferenciacio cel-lular. La decisié d’entrada en el cicle esta determinada
al final de la G1, per l'activacié d’'un programa de transcripcié de gens
regulat pels factors de transcripcié E2F, que estan relacionats amb la
duplicacio del DNA i la progressio en el cicle '™, Un cop s’activa la
transcripcié d’aquests gens la cél-lula queda compromesa a dividir-se.
Aquest moment del cicle cel-lular es coneix com a punt de restriccid,
i si la cél-lula el supera esta predestinada a continuar amb el cicle tot i
que deixi de rebre mitogens.
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En el model més acceptat, al principi de la fase G1, els complexos
CDK4/6-ciclina D son els que controlen i promouen I'entrada en el cicle.
Mentre que al final de la G1 és el complex CDK2-ciclina E el que promou
el pas del punt de restriccid i la progressio a la fase S, suposant I'entrada
definitiva en el cicle *'7. Més endavant aprofundirem més sobre el
model més recolzat actualment de la progressio en la fase G1 i 'entrada
en el cicle. Hi ha revisions com la de Rubin, Sage i Skotheim que
integren i exploren altres models més alternatius 7.

Un cop en fase S la ciclina A substitueix la E, i el complex CDK2-ciclina
A controlara la progressié de la fase S '8'9. Aquest complex es
mantindra fins al final de la G2 i la ciclina A gradualment s’unira també
a la CDK1 fins entrada la mitosi. Alla, la ciclina B substituira la A, i el
complex CDK1-Ciclina B sera el que controlara la mitosi °.

No obstant aix0, tot i haver moltes CDK que intervenen en el cicle, en
estudis on han eliminat les CDK de manera combinada, s’ha vist que de
totes elles només CDK1 és imprescindible per a la progressio del cicle
cel-lular. L’eliminacié de les altres CDK no impedeix la progressio en el
cicle, i per tant, es postula que CDK1 pot suplir a les altres 2'22,

1.2. REGULACIO DE LES CDK-CICLINA

Els complexos CDK-Ciclina es regulen a diferents nivells:

1.2.3. NIVELLS DE CICLINES

Els nivells de les CDK es mantenen estables durant el cicle cel-lular, en
canvi, el nivell de les diferents ciclines oscil-len al llarg del cicle. Els
factors de transcripcidé que controlen la seva expressio I'activaran o no
segons el moment del cicle cel-lular on estigui la cél-lula. De manera
que regulant I'expressid de les ciclines es pot activar la CDK
corresponent només a la fase del cicle que el complex hi participa %°.

A part de la seva transcripcid, la seva degradacié també es troba
altament regulada. Les ciclines que controlen el cicle es degraden pel
proteasoma i en el procés intervenen dos complexos E3 ubiquitina
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ligasa: SCF (Skp1/Cul1/F-box protein) i APCIC (Anaphase-promoting
complex/cyclosome). SCF ubiquitinitza a la ciclina D i a la E, mentres
que APC/C ubiquitinitza a la ciclina Ai a la B 2. Aquests complexos els
analitzarem en detall posteriorment.

1.2.4. REGULACIO PER FOSFORILACIO |
DESFOSFORILACIO

L’estructura de les CDK que regulen el cicle cel-lular és bilobulada, amb
un I6bul petit a I'extrem amino-terminal, que conté lamines beta, i un
I6bul més gran a la part carboxi-terminal format principalment per alfa
hélix. El centre catalitic es troba a la part central entre els dos Idbuls. En
funcié de la ciclina i la CDK, aquestes es podran unir a un Idbul, a I'altre
o als dos. El centre catalitic es troba bloquejat per un loop (llag) llarg i
flexible anomenat T-loop o loop d’activacié. Un cop la ciclina s’'uneix a
la CDK, es produeix una rotacié que reestructura la proteina fent el
centre actiu accessible, i exposa una treonina del T-loop que queda
disponible per a la seva fosforilacié. La unié de la ciclina a la CDK
nomeés produeix una activacio parcial, per tal que el complex CDK-
Ciclina s’estabilitzi i s’activi completament, a més de la unié de la ciclina,
s’ha de fosforilar la treonina exposada que hi ha al T-loop #1024,

El complex CAK és l'encarregat de fer aquesta fosforilacié. Esta
compost per les proteines CDK7, Ciclina H i Mat1. Al contrari que
I'expressio de les ciclines, I'activitat de CAK és elevada i no esta
regulada per cap via de control del cicle cel-lular. Es important destacar
que a més del seu paper a l'activacio dels complexos CDK-Ciclina, el
complex CAK també esta involucrat amb la transcripcid, ja que
s’associa a TFIIH, un factor de transcripcié general que s’uneix a la RNA
polimerasa Il .

També hi ha fosforilacions que inhibeixen l'activitat dels complexos
CDK-Ciclina. Es produeixen en dos residus conservats en les principals
CDK: la treonina 14 i la tirosina 15. A diferéncia del complex CAK, que
té sempre una activitat elevada, la fosforilacio o desfosforilacio
d’'aquests residus esta controlada per diverses quinases i fosfatases
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altament regulades durant el cicle cel-lular. Per una banda, Wee1
fosforila a la Tyr15 i Myt1 pot fosforilar els dos residus (Thr14 i Tyr15).
Per altra banda, la familia de fosfatases Cdc25 (Cdc25 A, B i C) poden
catalitzar la desfosforilacié d’aquests residus i, per tant, activar els
complexos CDK-Ciclina #1924, Aquestes 3 fosfatases es diferencien en
I'extrem N terminal, que és el domini de regulacio, mentre que el centre
catalitic es troba altament conservat 26,

1.2.5. PROTEINES INHIBIDORES O ACTIVADORES
DE L’ACTIVITAT DE LES CDK

CKI

Les CKI (CDK inhibitor) sén proteines que s’uneixen als complexos
CDK-Ciclina per a inhibir-los. La majoria d’'organismes eucariotes tenen
almenys una CKI potent que és capag d’aturar el cicle i aixi permetre
tenir una G1 estable o parar-lo quan hi ha algun problema, com per
exemple, dany al DNA 4527,

Hi ha dues families d’inhibidors, segons els complexos CDK-Ciclina que
afectin i el mecanisme d’accié. Podem distingir entre la familia INK4 i
la Cip/Kip.

Dintre de la familia INK4 podem trobar p16'NK4a p15INK4b ' n18INK4c j 19
INK4d - Aquesta familia d’inhibidors s’uneixen especificament a CDK4 i
CDK6 en forma monomeérica i redueixen l'afinitat de la ciclina al
distorsionar el seu lloc d’unié i el de 'ATP 2831,

A la familia Cip/Kip hi trobem p21 WAF1CiP1 027 Kip1 | 57 K2 Aquestes
proteines tenen dues regions claus, una més curta que interacciona
amb la ciclina i una altra més llarga que ho fa amb la CDK. La unié
distorsiona el centre catalitic inhibint la CDK. Aixi es pot inhibir I'activitat
de la CDK quan aquesta esta unida a la ciclina 3233,

Tot i que inhibeixen la CDK2 i la CDK1 amb les seves ciclines
corresponents, s’ha vist que els inhibidors de la familia Cip/Kip tenen
efectes activadors en complex CDK4-Ciclina D o CDK®6-Ciclina D. Aixo
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succeeix perque, a diferéncia de les altres CDK, CDK4 i CDK6 no tenen
una unié molt robusta amb la seva ciclina i requereixen d’altres
proteines com les de la familia Cip/Kip per mantenir la unid, ja que
aquestes son capaces de interaccionar tant amb la CDK com amb la
ciclina i no afectar el seu centre catalitic *'7.

A lafigura 2 resumim I'activacio i inhibicié dels complexos CDK-ciclina.
Aquests sén els activadors i inhibidors més coneguts i canonics, perd
actualment s’han trobat algunes altres proteines que funcionen com
activadors o inhibidors d’aquests complexos.

Inactiva

&
-
8 WEE1
Mm/'
Ciclina
Inactiva \ ,\% ./c:"czs
c

1

Cip/Kip _—

iclina

CKis

Ciclina

Activa

Figura 2. Regulacié de les CDKs. Adaptada de “The Cell Cycle” 3. Figura realitzada
amb BioRender.com.

FAMILIA DE PROTEINES RINGO/SPEEDY

Les ciclines son les activadores universals de les CDK, no obstant aixo,
s’ha vist com algunes proteines que no formen part de la familia de
ciclines també poden activar les CDK. En oocits de Xenopus es va
descriure com XRINGO, una proteina de la familia RINGO/Speedy era
capag d’'activar la CDK1 i la CDK2 sense necessitat de la uni6 de la
ciclina *5. Posteriorment, s’han trobat homolegs en humans: RingoA i
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RingoC i RingoD 363, L’activacié de la CDK1 i la CDK2 que fan les
proteines RINGO/Speedy no es veu afectada per l'activitat d’altres
reguladors, ja que es produeix independentment de la fosforilacié del T-
loop que fa el complex CAK i de la inhibicié per part de Myt1. També
s’ha vist com les CDK activades per les proteines RINGO/Speedy sén
menys sensibles als inhibidors p21 WAFYCiP1 | p27 Kip1 38 De manera que
aquestes proteines poden actuar quan I'activitat de la CDK1 i la CDK2
unida a la ciclina és baixa ¥'.

En odcits de Xenopus tenen un paper important en la maduracio
d'aquests. Els seus homolegs en mamifers s6n importants per a la
meiosi, perd no son necessaris en teixits somatics. De fet, en ratolins,
'eliminacié dels gens que codifiquen aquestes proteines produeix
esterilitat, pero no afecta la resta de I'organisme 37:°,

Tot i aix0, s’ha vist com en algunes linies tumorals com les U20S o
HEK293 si juguen un paper important en la progressio del cicle cel-lular.
A més els seus nivells sén oscil-lants i amb un patré molt semblant a la
ciclina A. La seva sobreexpressio produeix una fase G1 més curta 3740,

CKs

Les Cks (Cdc kinase subunit) son petites proteines que estan
evolutivament conservades des de llevats a mamifers, i que poden
interactuar amb la CDK1 i la CDK2 per modular la seva activitat . En
mamifers s’han identificat dues proteines Cks1 i Cks2 #'*3. S’ha vist
que son importants per a la progressid en el cicle i la seva
sobreexpressio esta relacionada amb el cancer 4?44, També juguen un
paper clau en la meiosi i el desenvolupament embrionari. La deplecié
del gen d’'una d’aquestes proteines produeix esterilitat i I'eliminacio dels
gens de les dues Cks produeix la mort en estat embrionari 2.
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PROTEASOMA

El proteasoma juga un paper important en la degradacié de proteines
relacionades amb el control del cicle cel-lular.

Per a qué el proteasoma degradi les proteines, és necessari que
aquestes es trobin marcades amb multiples unitats d’'una proteina petita
anomenada ubiquitina. Aquesta ubiquitinitzacié es produeix en tres
fases sequencials i hi intervenen tres enzims diferents: E1, E2 i E3.
Primer succeeix l'activacié de la ubiquitina on de manera depenent
d’ATP, aquesta s’uneix covalentment a I'enzim activador d’ubiquitina
(E1). Després, E1 interacciona amb I'enzim conjugador d’ubiquitina
(E2), que catalitzara la transferéncia de la ubiquitina d’'E1 a E2.
Finalment, la ubiquitina ligasa E3 és la que catalitza la transferéncia
de la ubiquitina I’E2 a la proteina diana. De manera que és E3 la que
confereix especificitat i fa que s’ubiquitinitzi la proteina en el residu
adient. Aquest fet és fonamental ja que el residu en el que es produeixi
la monoubiquitinitzacié o poliubiquitinitzacio pot indicar destins diferents
per a la proteina, des del reconeixement i degradacié per part del
proteasoma, a formar part de vies de senyalitzacié com la de reparacio
del DNA i traduccié. Es a dir, no sempre implica degradacio 2.

Hi ha varies E3 ubiquitina ligases que sén principals per a la regulacio
del cicle cel-lular: la familia de les CRL (Culling-RING ubiquitin ligase) i
APCIC (anaphase-promoting complex/cyclosome). Aquests enzims
formen part de la mateixa familia d’'E3 ubiquitina ligases, caracteritzada
perqué al centre actiu hi tenen una subunitat que conté un domini RING
finger, que és el que uneix i orienta de manera adequada a E2
carregada amb la ubiquitina.
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CRL

Aquesta familia d’E3 ubiquitina ligasa inclou 8 complexos diferents i
esta implicada en l'ubiquitinitzacio d’aproximadament el 20% de les
proteines cel-lulars. Aquests complexos enzimatics participen en
diversos processos com: el control del cicle cel-lular, la replicaci6 i
reparacio del DNA, i la remodelacio de la cromatina. Hi ha 8 complexos
CRL diferents, i el principal en el control del cicle és CRL1, també
conegut com SCF (Skp1-Cullin 1-F box) 245, Totes les CRL
comparteixen la mateixa estructura (figura 3).

Substrat

Figura 3. Components de la SCF. Adaptat de “Stat2 stability regulation: an intersection
between immunity and carcinogénesis” #’. Figura realitzada amb BioRender.com.

Aquesta estructura esta formada per 4 subunitats:

- Cullin: Forma [l'esquelet del complex, és una familia
evolutivament conservada i hi ha una subunitat Cullin diferent
per cada CRL 2345,

- Adaptador: Es una subunitat que es troba a I'extrem N terminal
de Cullin i 'enllaga amb el receptor 2345,

- Receptor: Es la subunitat que reconeix el substrat i 'uneix. Cada
CRL té diversos receptors i son els encarregats d’aportar
I'especificitat de 'enzim. Com n’hi ha més d’un, I'especificitat es
pot regular per adaptar-la a les necessitats de la cél-lula. Aquest
fet és el que permet que regulant només el receptor, es degradin
unes proteines o unes altres en funcié del punt del cicle cel-lular
on es trobi la cél-lula 3%,
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- RING: Es la subunitat que s’uneix a I'extrem C-terminal de Cullin
i 'acobla amb el complex E2 que té la ubiquitina conjugada.
Gracies a aquesta subunitat, s’enfronta la E2 amb el receptor,
que és on estara la proteina diana 234,

En el cas de SCF la subunitat Cullin és la Cullin 1, 'adaptador és Skp1,
la subunitat RING és RBX1 i el receptor sén les proteines F-box 2345,
Actualment, s’han detectat fins a 69 adaptadors F-box, que en funcié
dels diferents dominis es classifiquen en 3 families 4. Cal destacar que
generalment les F-box reconeixen motius de degradacié fosforilats
(anomenats phosphodegron) i bona part d’aquesta fosforilacié és
depenent de CDK. Aixi, gracies a aquest complex es pot establir una
relacié entre les CDK i la degradacié de proteines .

APC/C

APC/C també forma part de la familia de les RING E3 ubiquitina ligasa.
No obstant aixo, tot i també tenir una subunitat Cullin (Apc2) no forma
part de la familia de CRL. APC/C és un complex molt més gran i
complex que les CRL, esta format per 14 subunitats evolutivament
conservades i mesura aproximadament 1.2 MDa, fet que ha complicat
molt I'estudi de la seva estructura .

A la figura 4 es mostra la seva estructura i la posicié que ocupa cada
subunitat.
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Apc/Ccdczo Apc/Ccdhl

Modul catalitic Modul de Modul bastida

reconeixement de
substrat

Figura 4. Components d’APC/C. Extreta i modificada de “APC/C: current
understanding and future perspectives” 48,

Atés a la gran quantitat de subunitats, es divideix en 3 subcomplexos o
moduls diferents:

40

Modul catalitic: esta format per la subunitat RING (Apc11) i la
subunitat Cullin (Apc2). Aquest modul podria catalitzar per si sol
la ubiquitinitzacié dels substrats d’APC/C, pero tindria una
especificitat i possibilitats de regulacié baixa. S’ha vist com el
domini RING no només uneix la E2-ubiquitina, sind que també
participa en la ubiquitinitzacio dels substrats a través dels dos
ions de zinc que és capag d’unir aquest domini 4849,

Modul de reconeixement de substrat: és el que uneix el substrat
a APC/C. També es coneix com a com a Iobul TPR
(tetratricopeptide repeat). El formen 4 subunitats TPR (Apc?7,
Apc3, Apc6 i Apc8) que formen un homodimer estabilitzat per
Apc12, Apc13i Apc16. Hiha 2 subunitats que interaccionen amb
’homodimer: Apc10 i Cdc20 o be Apc10 i Cdh1. El
reconeixement del substrat es dona a través d’aquestes dues
subunitats, que reconeixen diversos motius de degradacio

(degrons) com la destruction box (D-box), la KEN-box o el motiu
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ABBA. La subunitat Apc15 també forma part d’aquest modul i
esta involucrada en lintercanvi de Cdc20 per Cdh1, ja que
només una d’aquestes dues proteines pot formar part d’APC/C.
Cdh1 té una especificitat més amplia que Cdc20, és a dir,
reconeix un major nombre de proteines.

- Modul bastida (scaffolding): Aquest modul uneix el subcomplex
catalitic i el de reconeixement. Esta format per Apc5, Apc4 i
Apc1. També regula I'activacio d’APC/C, ja que Apc1 es fosforila
per tal d’activar-la.

El domini Apc2 juntament amb el RING, que uneix una E2 conjugada
amb una ubiquitina, intervenen en la transferéncia de la ubiquitina a la
proteina diana. A més del domini RING, s’ha vist com Apc4 també és
capag¢ d’unir una altra E2-ubiquitina de manera independent de RING.
Aquesta altra E2-ubiquitina també interaccionara amb Apc2 per la seva
transferencia. La primera ubiquitinitzacid es produeix amb la E2-
ubiquitina unida a RING i l'altra pot allargar la cadena d’ubiquitina o
ubiquitinitzar altres residus de la proteina, fet que produeix un millor
reconeixement pel proteasoma i, per tant, una degradacié més rapida
de la proteina 485051,

Aixi, com en el cas de SCF, les proteines F-box son les encarregades
de reconéixer i unir el substrat que s’ubiquitinitzara, en APC/C Cdc20 i
Cdh1 no només reconeixen la proteina diana, siné que al unir-se a
APC/C també produeixen canvis conformacionals en tot el complex que
fan que estigui en una conformacio optima per a qué es puguin carregar
les E2-ubiquitina. Per aixd, Cdc20 i Cdh1 es consideren coactivadors
d’APC/C. Aquests es troben inhibits per fosforilacio i, per tant, per a qué
es puguin unir i activar a APC/C abans s’han de desfosforilar 48505253,

Per a qué puguin accedir els coactivadors APC/C s’ha de fosforilar en
la subunitat Apc1. Aquest fet produeix un canvi conformacional en la
subunitat que permet l'entrada dels coactivadors. En mitosi la
fosforilacio és depenent de CDK1-ciclina B. Primer, la CDK1-ciclina B
fosforila a Apc3 en multiples residus d’'un mateix loop. Les proteines CK
reconeixen les fosforilacions produint la unié del complex CK-CDK1-
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Ciclina B a APC/C. La uni6 estimula la fosforilacié d’Apc1 que permet la
entrada del coactivador Cdc20 4854,

L’activitat d’APC/C també es pot inhibir gracies a proteines com MCC
(mitotic checkpoint complex), Mad2B i Emi1 (Early mitotic inhibitor). El
complex MCC (format per Mad2, BubR1, Bub3 i Cdc20) actua inhibint
a APC/C quan es troba unit a Cdc20 (APC/C®%20 ) | Mad2B quan esta
unit a Cdh1 (APC/CC®). Ambdos inhibidors eviten I'alliberament de la
proteina diana bloquejant aixi 'enzim. En canvi, Emi1 pot inhibir tant a
APC/CC420 com a APC/CC®! al bloquejar I'activitat de I'enzim i aixi
inhibir la ubiquitinacié de les proteines diana 485557,

1.3. PROGRESSIO EN EL CICLE CEL-LULAR
1.3.1. FASE G1

Al principi de la G1 l'activitat CDK-ciclina és baixa, aixd es deu a que
APC/CC esta actiu i, per tant, degrada les ciclines A i B, que son les
que tenen major activitat durant la G2 i la mitosi respectivament 748,
Com s’ha esmentat anteriorment, la entrada i progressio en el cicle
cel-lular esta marcada per 'activacié de gens regulats per la familia de
factors de transcripcié E2F'+17°8 Aquests gens al principi es troben
fortament reprimits per la unié dels factors E2F amb proteines de la
familia Rb, també anomenades pocket proteins (pRB, p107 i p130).
Aquestes proteines funcionen com a frens en la progressio en el cicle
cel-lular, i fins que la cél-lula no rebi els estimuls adients per a dividir-
se, la mantindran fora d’aquest. La hiper-fosforilacié de les proteines
Rb promou la separacié completa dels complexos E2F-RB i indueix
I'expressio dels gens regulats per E2F. Aquests gens estan relacionats
amb la replicacioé del DNA i la progressié en el cicle cel-lular. La proteina
Rb conté fins a 15 residus fosforilables"7.

Al principi els nivells de ciclina D son baixos, i quan la cél-lula rep els
estimuls extracel-lulars per a qué es divideixi (mitdgens), s’activen
diverses vies de senyalitzacié que provoquen, entre altres efectes,
I'expressio de la ciclina D i la formacié del complex amb la CDK4 o
CDK6. A més a més, aquestes vies de senyalitzacié activades per
mitdgens, també inhibeixen a GSK3[3, un enzim que té una elevada
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activitat en cél-lules quiescents. GSK3p fosforila la ciclina D, i aixi
'expulsa del nucli al citoplasma, on una CRL E3 ubiquitina ligasa la
ubiquitinitza per a qué la degradi el proteasoma. Aquesta fosforilacié la
poden reconeéixer diverses F-box de SCF (SKP2, FBXWS8, FBXO4,
FBXO25, FBXO31) i CRL7 (FBXWS8), depén de la F-box que estigui
activa en aquell moment 23:°59€0,

A banda dels mitdbgens també hi ha antimitdgens, que sén molécules
que activen vies de senyalitzacidé que actuen de manera oposada a les
estimulades pels mitdgens, derivant per exemple I'expressio de
proteines com p15™NK4 que inhibeix els complexos CDK4/6-ciclina D.
Per tant, per a qué la cél-lula entri en el cicle cel-lular i assoleixi nivells
elevats d’activitat CDK4/6-Ciclina D, els mitobgens han de mantenir i
crear unes condicions favorables per a la divisid cel-lular que
contrarestin els efectes negatius dels antimitdogens *°'.

CDK4/6-Ciclina D fosforila a Rb (monofosforilacié), i [linactiva
parcialment, permetent I'expressié d’alguns dels gens controlats per
E2F, entre ells el de la ciclina E °8¢2. Durant la G1, I'activitat del complex
CDK2-ciclina E augmenta progressivament, fins que al final, produeix la
hiperfosforilacié de Rb i I'activacié6 completa dels gens que promouran
la replicacio del DNA i la progressio en el cicle. Un cop activats aquests
gens, la proporcié de mitdbgens i antimitbgens ja no és important, la
cél-lula queda compromesa a dividir-se, tot i que deixi de rebre estimuls
per a la divisio cel-lular 1783,

Durant la G1 és fonamental I'activitat d’APC/C®', que juntament amb
Rb, mantenen aquesta fase del cicle. APC/Cc" ubiquitinitza les ciclines
A i B, importants en fases posteriors, i també a Cdc25A, que és la
fosfatasa que activa a CDK2 i CDK1. APC/C®" a més d'estar
involucrat en la degradacié de proteines importants per les fases
seguents, també esta involucrat en esdeveniments propis de la G1, com
la carrega dels complexos de prereplicacio, procés que tractarem en
major profunditat en seccions posteriors. Per la transicié a la fase S, a

part de la inactivacié completa de Rb també s’ha d’inactivar APC/ CCd’
64-66
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La transicio a la fase S requereix una elevada activitat de CDK2-ciclina
E, i aquesta no arriba fins al final de la G1. Durant la G1 els complexos
CDK2-ciclina E es troben inhibits per p21 i p27. A més a més, la
fosfatasa Cdc25A és important per a I'activitat de CDK2-ciclina. Durant
la G1 els nivells de Cdc25A soén reduits, perqué, per una banda, E2F
regula la seva expressio i per I'altra, APC/ C®! |a ubiquitinitza, fent que
el proteasoma la degradi 67:8,

Els inhibidors Cip/Kip (p21 i p27) inhibeixen I'activitat de CDK2-Ciclina,
pero en canvi al unir-se a CDK4/6-Ciclina D promouen la seva activitat.
Aixd implica que a l'augmentar I'expressio de ciclina D, i per tant la
quantitat de complexos CDK4/6-Ciclina D, aquests s’uniran a p21ip27.
De manera que disminueix la quantitat de p21 i p27 que queda lliure i
aixi es redueix progressivament la inhibicié que fan en CDK2-Ciclina E
41789 A més a més, CDK2-ciclina E, és capag de fosforilar a p27, fent
que en el moment que s'activi 'expressio de Skp2, SCFS? pugui
ubiquitinitzar-la i aixi el proteasoma la pugui degradar 423

Entre els gens regulats per E2F també es troben Emi1 i Skp2. Aixo fa
que quan s’activen aquests gens, per una part, Emi1 inhibeix a
APC/CC" gvitant la degradacio de la ciclina A i Cdc25A, i per I'altra, es
produeix l'activacié de SCFS**2 que derivara en la degradacio de p21,
p27 i ciclina D. APCC®" també reconeix i ubiquitinitza a Skp2, de manera
que fins que no hi ha aquesta activacido completa de I'expressié dels
gens regulats per E2F, i I'activacié de SCFS%2, no es pot materialitzar la
inhibicio d’APC® | ’activacio completa d’E2F i la inhibicid irreversible
d’APCC es considera el punt de no retorn en la entrada en el cicle, ja
que és imprescindible per fer la transicié de G1 a S 7647071,

1.3.2. FASES

Un cop es dona la transici6 a la fase S, el proteasoma degrada la ciclina
E. Aixd succeeix per dues vies dependents de les E3 ubiquitina ligasa
CRL. Per una part CRL3R"BTB3 reconeix la ciclina E no unida a CDK2, i
per una altra, SCF™"’ reconeix la ciclina E fosforilada a diversos
residus >4, A més a més s’ha vist que SCFSKP2 també pot ubiquitinitzar
la ciclina E quan esta fosforilada en el residu tirosina 380 7°.
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La reduccié de la ciclina E i 'increment de la ciclina A afavoreix el canvi
de CDK2-ciclina E per CDK2-ciclina A, que promoura la replicacio del
DNA durant la fase S 7677, L’activitat CDK2-ciclina A es manté elevada
ja que APC/CC continua inactiu gracies a I'expressio d’'Emi1 i a la
propia activitat CDK2-ciclina A. A més a més, SCF es troba actiu i manté
la degradacioé dels inhibidors p21 i p27 4234870,

La replicacio del DNA és la que controlara el moment d’inici de la mitosi.
Quan la cél-lula finalitza la replicacié del DNA s’activaran les quinases
Plk1 i CDK1, que durant la G2 prepararan i conduiran la cél-lula a la
mitosi 7879,

1.3.3. FASESG2I1M

Quan la cél-lula ja ha replicat el DNA, el complex CDK1-Ciclina A
fosforila a Bora, un cofactor de la proteina Aurora A i aixi indueixen

l'activacié de Plk1, que fosforilara el factor de transcripcio FoxM1 7880~
82

De la mateixa manera que la replicacié del DNA es promou gracies a
'activaciéo dels gens regulats per E2F durant la G1, el factor de
transcripcié FoxM1 és I'encarregat d’activar la transcripcié de gens clau
en la mitosi. FoxM1 es troba inactiu fins que Plk1 el fosforila per tal
d’activar-lo 8'.

El complex CDK1-Ciclina B és el que indueix i controla la mitosi. Al
principi de la G2 aquest es troba inhibit gracies a la fosforilacié que fa
la quinasa Wee1. Quan s’activa FoxM1 s’activa la transcripcié de gens
com ciclina B, la fosfatasa CDC25 o Plk1. De manera que quan els
nivells d’aquestes proteines és elevat, la fosfatasa CDC25 pot activar el
complex CDK1-ciclina B en eliminar la fosforilacioé que la inhibia.

Tot i la importancia del complex CDK1-Ciclina B, és important destacar
que en abséncia de ciclina B, la ciclina A la pot compensar i promoure
'entrada en mitosi. De fet, durant la G2, la ciclina A és essencial per
induir la mitosi &84, Els complexos CDK1-Ciclina A i CDK1-ciclina B
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fosforilen més de 1000 proteines que intervenen en la mitosi, i en la
majoria de fosforilacions hi pot participar qualsevol d’aquests dos
complexos 8. A més a més, altres quinases com Plk1, Aurora A i Aurora
B també participen en la fosforilacié de proteines necessaries per la
mitosi 8.

CDK1 afavoreix la seva propia activacié gracies a que fosforila a Wee1.
Aquesta fosforilacié produeix la sortida de Wee1 del nucli al citoplasma,
on es podra unir a SCFPTC? que I'ubiquitinitzara per a qué la degradi el
proteasoma 8:88, Per altra banda, la fosfatasa PP2A:B55 és una de les
fosfatases antagoniques principals de CDK1. Es imprescindible per a la
sortida de la mitosi, quan l'activitat de CDK1 és baixa. Aixi que per a
I'activacio i funcionament de CDK1 és important que es trobi inhibida.
La inhibicié de PP2A:B55 també és depenent de CDK1, de manera que
a mesura que s’activi i augmenti la seva activitat, la fosfatasa s’anira
inhibint i es podran contrarestar els seus efectes .

Aixi doncs, es pot veure com al principi de la G2 I'activacié de la CDK1
es troba reprimida a diferents nivells: nivells de ciclina B i CDC25 baixos
i una elevada activitat de Wee1 i PP2A:B55. Aquestes inhibicions es
poden reduir en part per la propia activitat CDK1, fent que al final de la
G2 els nivells siguin prou elevats com per revertir de manera eficient
aquestes inhibicions i conduir la cél-lula a la mitosi 8.

Un cop la cél-lula entra en mitosi, aquesta progressa fins a la metafase,
i quan tots els cinetocors es troben units als microtubuls es produeix
I'activacio de 'APC/CC%2° que degradara proteines claus com la ciclina
B i la securina, promovent la separacio de les cromatides germanesiila
transicio de metafase a anafase .

Aquesta activacié es deu en part a I'activitat CDK1, que fosforila i
inhibeix a Emi1, i per altra banda també fosforila a APC/C activant-lo.
No obstant aixd, CDK1 també fosforila a Cdh1 i Cdc20 inhibint-los. Aixd
implica que el complex APC/C 420 gsta format pero inactiu fins que la
fosfatasa PP2A elimina la fosforilacié de Cdc20 i activa definitivament
el complex 4891,
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Quan Cdh1 es troba fosforilat es desplaga al citoplasma, per aixo, al
principi de la mitosi, APC/C %20 ¢s el complex predominant. Un cop
s'inactiva la CDK1 per la degradacié de les ciclines i incrementa
l'activitat de les fosfatases, Cdh1 es pot defosforilar i es produeix el
canvi en APC/C de Cdc20 per Cdh1 489294 APC/CCdM estara actiu
durant el final de la mitosi i la seguient G1, on si la cél-lula torna a entrar
al cicle cel-lular, s’inhibira al final de la G1 4.
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2. REPLICACIO DEL DNA

Els llocs del genoma on es pot iniciar la replicacio es coneixen com a
origens de replicacié. En eucariotes -amb I'excepcié d’alguns llevats
com S. Cerevisiae- els origens de replicacid no tenen una sequeéencia
consens, a diferéncia dels de procariotes, que si la tenen %, Aixi
doncs, els origens no depenen de la sequencia, perd si que estan
condicionats per la combinaci6 de diversos factors com el
posicionament dels nucleosomes o la riguesa en guanines, ja que s’ha
vist que es troben a zones lliures de nucleosomes o properes a G-
quadruplexs %9100,

2.1. HABILITACIO DELS ORIGENS

Durant el final de la mitosi i la fase G1, hi ha proteines que s’uneixen a
'origen de replicacié i formen el complex de pre-replicacid. Aquest
primer pas d’habilitzacié dels origens és el que es coneix com a origin
licensing °1.

La primera proteina que s’uneix als origens és ORC (Origin Recognition
Complex), format per sis subunitats conservades en eucariotes 97102103,
ORC promou la carrega del complex Mcm2-7. Aquest complex é€s una
helicasa necessaria durant la replicacio, composta per sis subunitats
que formen un hexamer. Als origens de replicacio es carreguen dos
complexos de Mcm2-7 de manera sequencial i que queden enfrontats
un amb l'altre. Aixi, durant la fase S es pot iniciar la replicacié de manera
bidireccional a partir d’'un mateix origen 19410°,

Per a carregar les dues helicases, no és suficient amb la unié d’'ORC a
la cromatina. ORC actua de manera conjunta amb dos cofactors Cdc6
i Cdt1. Cdc6 interacciona amb ORC i Cdt1 amb MCM2-7 per poder
carregar I'helicasa al DNA. Un cop es carrega la segona unitat de
MCM2-7 és quan es forma del tot el complex de pre-replicacid, que no
es podra activar fins a la fase S 194106,

A la figura 6 es mostren els diferents passos i les proteines
involucrades en la carrega de les helicases.
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Figura 6. Carrega dels origens de replicacié. Adaptada de “Single-Molecule Studies
of Origin Licensing Reveal Mechanisms Ensuring Bidirectional Helicase Loading” .
Figura realitzada amb BioRender.com.

Aquesta separacio entre I'habilitacié (fase M-G1) i I'activacio (fase S) és
fonamental per a evitar la re-replicacié, que derivaria en inestabilitat
gendmica '%. La separacié s’aconsegueix gracies a que al final de la
mitosi i durant la fase G1 APC/C es troba actiu i els origens es poden
habilitar perd no activar. Amb l'entrada en fase S, APC/C s’inactiva,
afavorint I'activacié dels complexos de pre-replicacié perd impedint que
se’n carreguin de nous .

La inhibicié de la formacié del complex de replicacié es fa a través de la
geminina i CDK2-Ciclina A. La geminina s’uneix a Cdt1 segrestant-la. A
més a més, CDK2-ciclina A fosforila a Cdt1 -fent que SCFSK"2|a pugui
reconéixer- i a Cdc6, fent que surti del nucli. Aixi doncs, si la geminina i
el complex CDK2-Ciclina A es troben actius, no es poden carregar les
MCM2-7 als origens de replicacié. Durant la G2 la formacié de
complexos de pre-replicacio també esta inhibida, perqué SCFCicina F
degrada la Cdc6 que hi hagi al nucli. 198112,

APC/C® reconeix i ubiquitinitza tant a geminina com la ciclina A, fent
que el proteasoma les degradi. D’aquesta manera permet la formacié
dels complexos de pre-replicacio. Aixi que amb APC/C®" actiu (fase
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G1) es poden habilitar els origens de replicacié. A més a més, com que
I'activitat CDK2-Ciclina A és necessaria per I'activacié dels origens de
replicacio, els origens habilitats a la G1 no es podran activar. Quan a la
entrada en la fase S s'inactiva a APC/CC' es permet que els
complexos de replicacié s’activin i s'inicii la replicacio, perd no se’'n
podran formar de nous %13, Aquest eix oposat entre geminina i ciclina
A amb APC/C és el que permet que un cop comenci la replicacio no es
puguin tornar a habilitar nous origens.

2.2. ACTIVACIO DELS ORIGENS

Per que es formi el replisoma, primer s’ha de desenrotllar el DNA a
I'origen de replicacio, i aixi es puguin carregar totes les proteines que el
formaran. Durant la G1 les MCM2-7 carregades es troben inactives. Un
cop la cél-lula entra en fase S, I'activitat de la DDK (Dbf4-dependent
kinase) augmenta i fosforila les MCM2-7 a les subunitats Mcm2, Mcm4
i Mcm6, per tal d’activar-les. EI complex DDK esta format per dues
proteines: la quinasa Cdc7 i la subunitat reguladora que I'activa, que és
la proteina ASK (en llevats Dbf4), i assoleix el seu maxim d’expressio a
la fase S 114116

Les fosforilacions en MCM2-7 permeten que es reclutin altres proteines
que conformaran I'helicasa activa. L’helicasa activa es forma quan
s’uneixen Cdc45 i el complex GINS, format per SId5, Psf1, Psf2 i Psf3.
El conjunt d’aquestes proteines s’anomena CMG (Cdc45-MCM-GINS).
CMG té una activitat helicasa robusta i cada CMG (format a partir de
cada una de les dues Mcm2-7) es moura en la direccié oposada a l'altre
i aixi es podra replicar el DNA de manera bidireccional.

Aixi com en el complex de pre-replicacio Mcm2-7 es troba unit a les
dues cadenes de DNA, CMG només esta unit a la cadena lider i es mou
en direccié 3'>5’ 117118,

La replicacid requereix d’altres proteines a més del CMG, aixi que
durant l'activacio, a banda d’aquestes proteines que constitueixen el
CMG, s'uniran altres elements del replisoma. El conjunt de totes
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aquestes proteines és el que es coneix com complex de preinici de
replicacié 7677,

A més de les fosforilacions de les DDK, per activar els origens de
replicaci6 CDK2 també fosforila proteines que formen part del
replisoma. Per a qué es carreguin Cdc45 i GINS a les Mcm2-7
fosforilades per les DDK, abans aquestes proteines s’han d’associar per
carregar-se de manera conjunta. Per a aquesta associacid és
imprescindible l'activitat CDK2. En eucariotes superiors aquesta
agrupacié de proteines esta mediada per TopBP1, que actua com a
plataforma on s’uneixen diverses proteines com Treslin, DUE-B,
GEMC1 i RecQ4. Aquestes proteines formen part del replisoma i actuen
com a nexe d'unié entre CMG i la polimerasa ¢, ja que s’acoblen a
Cdc45, GINS i la polimerasa ¢, i les uneixen a les Mcm2-7 formant el
complex de preinici de replicacio. 7677,

La formacié del complex de preinici de replicacié s’ha estudiat més en
profunditat en llevats que en eucariotes superiors i entre ells s’ha vist
que hi ha diverses diferéncies. En llevats les fosforilacions de CDK2 a
SId3 i Sld2 promouen la seva interaccio amb Dbp11 i formen el complex
amb Cdc45 i GINS, ja que SId3 interacciona amb Cc45 i Sld2 amb
GINS. Les proteines homologues en eucariotes superiors sén: Treslin,
RecQ4 i TopBP1 respectivament 7577,

Tot i que en eucariotes superiors CDK2 també fosforila a Treslin per tal
que pugui interaccionar amb TopBP1, també hi ha altres proteines
involucrades en el reclutament de Cdc45 ''9120, En eucariotes superiors
el reclutament de Cdc45 el fan conjuntament Treslin, DUE-B i GEMC1

121,122

DUE-B és important per a la formacié del complex de preinici, i
interacciona amb TopBp1, Treslin i Cdc45. En canvi, a diferéncia de
Treslin, no s’ha descrit que CDK2 la fosforili 1224, Per altra banda,
GEMC1 també interacciona amb TopBP1 i Cdc45. Malgrat que no és
imprescindible per la interaccié, quan CDK2 fosforila a GEMC1 I'afinitat
per TopBP1 augmenta 76125,
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En llevats Sld2 ('homoleg de RecQ4) interacciona amb Dbp11
(rhomoleg de TopBP1) gracies a la fosforilacio de CDK2. A més a més,
també s’uneix a GINS i a una subunitat de la polimerasa €. En canvi, en
eucariotes RecQ4 interacciona amb TopBP1 i Mcm2-7, perd aquesta
no depén de fosforilacid ni tampoc és essencial per a la interaccié de
GINS amb Mcm2-7. No obstant aixd, és una proteina rellevant per a
l'inici de la replicacié, ja que a part de contribuir a la unié d’aquestes
proteines (tot i no ser essencial), gracies a la fosforilacié que fan les
CDK, afavoreix l'activitat helicasa del complex, que és important per a
I'obertura de la doble helix que fan MCM2-7. Les MCM2-7 passaran
d’englobar les dues cadenes de DNA (complex de pre-replicacid) a
només unir-se a la lider (complex de preinici). RecQ4 també promou la
carrega de la polimerasa a a la cromatina en Xenopus "18:126-129,

A banda d’aquest complex, en la formacié del complex de preinici també
hi participa Mcm10. Aquesta proteina s’uneix a Mcm2-7 i intervé en
I'obertura inicial del DNA a l'origen de replicacio. També estabilitza
'associacio de MCM2-7 a Cdc45 i GINS. A més a més, s’ha vist que
interacciona directament amb RecQ4 i promou la seva unié a les Mcm2-
7. Quan CDK2 fosforila a RecQ4, Mcm10 deixa d’interactuar amb
RecQ4 i s’estimula I'activitat helicasa 13034,

A la figura 7 es detalla la formacié del complex de preinici i les
fosforilacions que realitzen les DDK i CDK2.
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Figura 7. Formacié del complex de preinici. Adaptada de “GEMCT is a novel
TopBP1-interacting protein involved in chromosomal DNA replication” 7° i “DNA
Replication from Old Principles to New Discoveries” 0. Realitzada amb
BioRender.com.

2.3. FORMACIO DEL REPLISOMA | REPLICACIO

Un cop format el complex de preinici, el DNA es desenrotlla a I'origen
de replicacio, es carreguen les ultimes proteines que formaran part del
replisoma i s’inicia la replicacié. Entre aquestes proteines trobem la
polimerasa a, que genera fragments curts de RNA anomenats
encebadors. A partir dels encebadors canvia a la seva activitat de DNA
polimerasa i sintetitza un petit fragment de DNA "'83°, Mcm10 i AND-1
son les proteines que intervenen en el reclutament de la polimerasa a
136 AND-1 funciona com a centre organitzador, interacciona i uneix a
varies proteines al replisoma 35137138 En aquest cas constitueix un pont
entre CMG i la polimerasa a, ja que interacciona amb les dues
proteines. S’ha vist que podria unir fins a dues polimerases millorant
aixi la eficiéncia en I'inici de la replicacié 3°'° En llevats també s’ha
descrit que Mcm10 estabilitza la polimerasa a a la cromatina, i que pot
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interaccionar amb ella i amb CMG, igual que AND-1 (en aquest cas el
seu homoleg, Ctf4) 118141142,

Amb la sintesi dels encebadors, RFC (Replication factor C) hidrolitza
ATP i carrega a PCNA (Proliferating Nuclear Antigen). PCNA és una
proteina que té forma d’anell i funciona com una abragadora que envolta
el DNA i es mou al llarg d’ell. També s’uneix a la polimerasa que
sintetitza el DNA i augmenta la seva processivitat '18143-14°,

La replicacio del DNA es realitza en sentit 5> 3’, aix0 implica que una
cadena es sintetitza de manera continua (cadena lider) i I'altre ho ha de
fer per fragments, ja que la sintesi del DNA es produeix en sentit oposat
al de la progressio de I'helicasa CMG (cadena retardada) '°'.1"8,

La cadena lider la replica la polimerasa €, que es troba unida a CMG,
i, per tant, la polimerasa replica mentre avanga I'helicasa . La replicacio
de la cadena retardada la controlen la polimerasa a i la polimerasa &.
La polimerasa a és la que sintetitza els encebadors de RNA, i
posteriorment replica un petit fragment de DNA. A partir d’aquest
fragment, la polimerasa & replica la resta que queda fins arribar al
seglient encebador %610 Aquests segments que es generen
s’anomenen fragments d’Okazaki. L’activitat de la polimerasa & pot
desplagar els encebadors de RNA del DNA del fragment anterior i
replicar aquella zona, per aixi tenir tot el fragment format per DNA.
Després la ligasa | sera I'encarregada d’unir els fragments i les
nucleases degradaran els encebadors de RNA desplagats 151152,

Amb la formacio de la bombolla de replicacio, el DNA de doble cadena
s’obre i durant el procés s’exposa DNA de cadena senzilla (ssDNA), que
és més fragil que quan esta en doble cadena (dsDNA). Aixd ocorre
sobre tot amb la cadena retardada, que com que es sintetitza en
fragments durant la seva replicacio s’exposa ssDNA. Per protegir
aquest ssDNA varies molécules d’'RPA s’uniran a ell 118193,

A la figura 8 es mostra I'estructura del replisoma durant la replicacié
explicada en aquesta secci6.
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Figura 8. Estructura del replisoma. Adaptada de “Spotlight on the Replisome:
Aetiology of DNA Replication-Associated Genetic Diseases” '%*. Realitzada amb
BioRender.com.
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3. ESTRES REPLICATIU

Un cop avanca la forqueta de replicacid, aquesta es pot alentir o parar.
Aquest fenomen és el que es coneix com estrés replicatiu. El que
succeeix és que fruit d’aquest alentiment o parada s’exposa ssDNA, i
com que és més fragil i susceptible de ser degradat per les nucleases,
comporta un perill per I'estabilitat gendmica. En funcio de la severitat i
el temps que duri la parada, la cél-lula activara diferents mesures de
resposta, dirigides a preservar la integritat del genoma %16,

Les causes d’aquest estrés replicatiu son molt diverses i poden ser tant
exogenes com endogenes. Si s’eliminen les causes/obstacles que
provoquen l'estrés, la forqueta pot progressar.

3.1. CAUSES DE L’ESTRES REPLICATIU
3.1.1. BARRERES FiSIQUES

En aquest grup s’engloben els obstacles que redueixen o aturen la
progressié de la forqueta. Aquests obstacles poden produir estrés
replicatiu alterant la capacitat de les helicases per desenrotllar el DNA
o també afectant directament les polimerases. Es coneixen com a
barreres per la forqueta de replicacié '57:1%8,

També estan incloses les lesions al DNA, que es poden produir de
diferents maneres com espécies reactives d’oxigen (ROS), radiacio
ultraviolada, mutagens quimics o productes del metabolisme. La
polimerasa no reconeix aquestes lesions com a un motlle valid per
sintetitzar la cadena nova i es para 761,

Aquestes lesions poden ser tant trencaments simples o dobles en la
cadena de DNA (single strand break [SSB] o double strand break
[DSB]), com els adductes o I'encreuament (cross-link) entre cadenes.
També hi ha agents endogens, ambientals o utilitzats en quimioterapia
que poden produir 'encreuament entre proteines i DNA, formant també
una barrera per a la progressié de la replicacio 162164,

En aquests casos s’activaran mecanismes de reparacid per poder
recuperar la replicaci¢ 97:158.161,
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Per altra banda, no només les lesions al DNA formen barreres per a la
forquilla de replicacié. Hi ha estructures secundaries del DNA que
poden actuar com a tal. Entre aquestes estructures podem trobar les
forquilles, les estructures cruciformes, els G-quadruplexos, que es
poden trobar tant per la composici6 de la seqiéncia de DNA
(sequencies altament repetitives) com per processos fisiologics com la
transcripcio i la reparacio 16567,

La condensacié de la cromatina també és un factor clau en l'estrés
replicatiu. La disminucié d’heterocromatina pot produir estrés replicatiu
en incrementar la possibilitat de transcripcio i activacié d’origens. Aixi
doncs, la pérdua d’activitat de complexos de la cromatina pot induir
estrés replicatiu 158168,

3.1.2. COL-LISIONS REPLICACIO-TRANSCRIPCIO

També pot océrrer que la maquinaria de replicacié col-lideixi amb la de
transcripcio, provocant que aquesta es pari. S’ha vist com, fruit d’aquest
fenomen, es pot produir una reestructuraci6 cromosomica o
recombinacié associada a la transcripcié 6.

Les topoisomerases sén essencials per desfer el superenrotllament
positiu que es genera en aquests encontres, i aixi protegir la integritat
del genoma '7°. Després de les col-lisions entre les dues maquinaries
es poden produir R-loops, que son estructures on interacciona el RNA
transcrit amb una cadena del DNA i per tant, s’exposa el ssDNA de
l'altre. Els R-loops resultants poden produir recombinacié associada a
la transcripcio 71172,

Per a prevenir i protegir dels efectes de les col-lisions entre replicacid i
transcripci6, a part de la intervencié de topoisomerases, també actuen
complexos implicats en la maduraciéo de mRNA. A més a més, la cél-lula
té altres estratégies per prevenir aquestes col-lisions. La major part de
la transcripcié ocorre durant la G1 i els gens que es transcriuen en fase
S estan fisicament separats de les forquetes de replicacio. Tot i
aquestes mesures, es poden donar aquestes col-lisions, derivant entre
altres coses, en la formacio de R-loops, que s’hauran d’eliminar gracies
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a l'accié de nucleases especialitzades i altres proteines per a qué la
forqueta de replicacié pugui avangar 95:158.161.171.173,174

3.1.3. ALTERACIONS EN FACTORS LIMITANTS

Els nivells de desoxiribonucleodtids també sén un factor essencial en el
progrés de la forqueta de replicacid. El seu déficit provoca que la
forqueta s’alenteixi o en casos més severs, es pari. Per tant, la
replicaci6 i la sintesi de nucledtids han d’estar molt vinculades per tal
d’evitar I'estrés replicatiu. Els nivells de desoxiribonucleodtids han d’estar
molt controlats, ja que el seu déficit esta relacionat amb un augment en
la inestabilitat gendmica i la tumorigénesi, i el seu excés s’ha vist que
redueix la fidelitat de les polimerases, incrementant aixi el nivell de
mutacions 198175176

A més dels nucleotids, els components del replisoma o altres proteines
involucrades en la progressio de la forqueta també sén importants, i el
seu deficit produeix estreés replicatiu. Per exemple, en els gens que
codifiquen per proteines com la polimerasa € o RPA, es poden produir
mutacions hipomorfiques (que redueixen la funcié del gen) que s’ha vist
que deriven en un augment en l'estrés replicatiu, que deriva en una
major inestabilitat genomica i tumorigénesi 77179,

3.1.4. ALTERACIONS EN LA DINAMICA DELS
ORIGENS DE REPLICACIO

Les alteracions en [l'activacié dels origens de replicacié també
produeixen estrés replicatiu. En condicions normals, la cél-lula carrega
més origens de replicacio dels que després utilitzara. Ho fa perque si hi
ha problemes durant la replicacid, aquests puguin servir com a suport i
poder replicar la zona conflictiva. S’han descrit mutacions en Mcm4 que
redueixen la seva estabilitat i, com a consequéncia, disminueix el
nombre d’origens de replicacio carregats durant la G1. Aixo fa que les
cél-lules tinguin major estrés replicatiu, inclis en condicions control, fent
que siguin més propenses a que al final de la fase S quedin zones sense
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replicar, tinguin meés inestabilitat gendmica i augmenti la tumorigenesi
158,180,181

Es fonamental controlar I'activitat de CDK2 per aconseguir una bona
eficiéncia en I'activacié dels origens de replicacio. De fet, alteracions en
quinases que restringeixen la seva activitat —.com WEE1- incrementen
I'activacio d’origens de replicacié i redueixen la velocitat de la forqueta
de replicacid, segurament per baixos nivells de dNTPs o altres factors
que intervenen en la replicacio 182183,

3.1.5. EXPRESSIO D’ONCOGENS

La sobreexpressio o expressié constitutiva d’'oncogens com HRas, Myc
o ciclina E també és una font d’estrés replicatiu %8161.184 | 'expressiod
d’'oncogens redueix la durada de la fase G1 i fa que la cél-lula entri en
fase S sense estar preparada. S’ha descrit com aquest escurcament fa
que la cél-lula comenci a sintetitzar el DNA quan encara no s’ha acabat
la transcripcid de tots els gens que s’han de transcriure durant la G1.
De manera que en aquests gens es produira un major nombre de
col-lisions entre replicacié i transcripcio ¥, A més a més, la
sobreexpressié de c-Myc o la ciclina E també altera la regulacié de
l'activacio dels origens, fent que l'activacié augmenti i disminueixi la
quantitat de desoxiribonucleotids disponibles 18789,

3.2. RESPOSTA A L’ESTRES REPLICATIU

Els checkpoints sén punts de control del cicle cel-lular. Els formen tota
una série de mecanismes que asseguren que el cicle es fa de manera
correcta. En la fase S hi poden intervenir el checkpoint de replicacié i el
de dany al DNA. Aquests consten de proteines que detecten
esdeveniments especifics i activen una resposta contra ells, sent
capacgos de parar el cicle cel-lular si és necessari . El checkpoint que

detecta i respon a l'estrés replicatiu és el checkpoint de replicacio
4,190,191
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3.2.1. CHECKPOINT DE REPLICACIO

Quan es produeix 'estrés replicatiu es genera un fragment de ssDNA
que produeix l'activacié del checkpoint. En funcié de la longitud del
fragment hi haura major o menor activacié '*2. Si el bloqueig afecta la
cadena lider, es produeix un desacoblament entre les helicases i la
polimerasa que permet la formacié d’'un fragment prou llarg de ssDNA
per tal d’activar el checkpoint 3. En canvi, si només s’encalla la
polimerasa de la cadena retardada, el replisoma no es para per complet,
ja que aquesta cadena es replica de manera discontinua. La replicacio
en la cadena retardada es pot reprendre a partir de I'encebador seglent
194195 Per altra banda, si el bloqueig també afecta les helicases no es
pot produir el desacoblament, tot i aix0, les forquetes parades es
processen i, gracies a l'accié de nucleases i helicases o translocases,
es genera el ssDNA necessari per tal d’activar el checkpoint de
replicacio 196197,

ATR és la quinasa clau que promou les funcions del checkpoint de
replicacié. Es una proteina fonamental per a la viabilitat cel-lular, ja que
la pérdua completa de la seva funcié provoca la mort en estat
embrionari '8, ATRIP (ATR interactor Protein) és una proteina que
interacciona amb ATR i amb RPA. De manera que quan es produeixen
els fragments de ssDNA durant I'estrés replicatiu, aquests es cobreixen
rapidament per RPA, i el complex ATRIP-ATR, interaccionara amb
RPA. Al fragment de ssDNA s’uniran diversos complexos, fent que es
localitzin al lloc de l'estrés replicatiu varies molécules d’ATR. Un cop
reclutat a la cromatina, ATR s’autofosforila en la treonina 1989. Aquesta
fosforilacio s’ha vist que es pot produir entre diferents molécules d’ATR.
Per a Tlactivacio del checkpoint de replicaci®6 no es suficient
I'autofosforilacio d’ATR, abans cal activar-la 19201,

Hi ha dos activadors diferents d’ATR: TopBP1 i ETAA1 292, Mentre que
ETAA1 interacciona directament amb RPA i s’acumula al lloc on hi ha
I'estrés replicatiu, TopBP1 requereix d’altres proteines que el reclutin on
hi ha la polimerasa encallada 2°32%4, Per reclutar a TopBP1, RPA
interacciona amb RFC-Rad17, que carregara el complex 9-1-1. Aquest
funciona com una abragadora de DNA (semblant a PCNA) i sera el que
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carregara a TopBP1 a la interseccid entre el ssDNA i dsDNA,
concretament a la que té I'extrem 5’ en el dsDNA 158205206 S’hg descrit
que TopBP1 no intervé en l'autofosforilacio d’ATR. No obstant aix0
l'autofosforilacié és necessaria per a qué TopBP1 interaccioni amb
ATR, fent que pugui recongixer els seus substrats. D’aquesta manera
TopBP1 promou l'activitat quinasa d’ATR 201,

Quan ATR es troba activat, fosforila a diversos substrats. De tots ells,
Chk1 és el principal efector d’ATR en el checkpoint de replicacio, aixi
que l'eix ATR-Chk1 sera el principal modulador de les seves funcions
207-210_|_a fosforilacié de Chk1 és depenent de claspina ?''. La claspina
es troba al replisoma durant la replicacio, i en resposta a I'estrés
replicatiu CK1y1 i les DDK la fosforilen 212214, La fosforilacié de la
claspina promou la interacci6 amb Chk1, reclutant-lo on hi ha I'estrés
replicatiu i promovent que ATR el fosforili 21215217 Sense claspina els
nivells de fosforilacié de Chk1 son baixos 210217,

ATR fosforila a Chk1 en les serines 317 i 345, fet que estimula
I'autofosforilacio de Chk1 en la serina 296 218219,

A la figura 9 es pot veure com s’activa el checkpoint de replicacio
explicat anteriorment.

Figura 9. Activacié del checkpoint de replicacié. Adaptada de “DNA damage
responses that enhance resilience to replication stress” 22°. Realitzada amb
BioRender.com.
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FUNCIONS DEL CHECKPOINT

Inhibicié de la progressié en el cicle

Chk1 redueix l'activitat tant de CDK2 com de CDK1 per evitar la
progressio en el cicle. Per una banda, fosforila la fosfatasa Cdc25A, que
sera reconeguda per SCFFTCP  ubiquitinilada i degradada pel
proteasoma 22'222, Per altra banda, Chk1 fosforila a Cdc25C expulsant-
la del nucli al citoplasma. Cdc25C intervé en l'activacio de CDK1 durant
la transicié G2-M, per tant, la inhibicié que fa Chk1 suprimeix I'activacio
de CDK1 i evita I'entrada de cél-lules que no han acabat la replicacié a
mitosi 223224,

Control de I’activacié de nous origens

L’eix ATR-Chk1 inhibeix l'activaci6 de nous origens, principalment
perqué evita que es carreguin diversos factors del complex de preinici
als origens activats. Utilitza diferents estratégies, per una banda, en
reduir l'activitat CDK, no es produeixen les fosforilacions necessaries
per formar correctament el complex de preinici '*’. Per l'altra, també
fosforila a Treslin, impedint aixi la carrega de Cdc45 per formar el
complex de preinici 22°. A més a més, ATR fosforila directament a la
histona metiltransferasa MLL, estabilitzant-la i afavorint que s’acumuli a
la cromatina. Alla, metilara la histona 3 dels origens de replicacid,
impedint també la carrega de Cdc45 2%.

Rif1 és una proteina que forma un complex amb PP1 i inhibeix I'activitat
de la fosfatasa. PP1 es localitza als origens de replicacié per tal
d’eliminar les fosforilacions que fan les DDK. Les CDK fosforilen a Rif1
evitant la seva interaccié amb PP1 i aixi promouen 'activitat de PP1. De
manera que una consequéncia de la inhibicioé de les CDK és 'augment
de l'activitat de la fosfatasa PP1, que eliminara les fosforilacions de
Cdc7, disminuint aixi I'activacié del complex MCM2-7 227-2%0,

Aquesta inhibicié de I'activacié de nous origens el que fa és prevenir
que nous replisomes puguin patir meés estrés replicatiu, i aixi exhaurir
els nivells d’'RPA i promoure el trencament del DNA als llocs on hi ha
els replisomes encallats. Aquesta ruptura als llocs on hi ha els
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replisomes parats es coneix com a col-lapse de les forquetes (fork
collapse) 231232,

No obstant, amb nivells baixos d’estrés replicatiu, tot i que ATR inhibeix
I'activacio de nous origens a altres zones que estaven inactives, en les
zones on hi ha I'estrés promou I'activacié d’origens propers per poder
acabar de replicar la zona 233234,

Increment dels nivells de dNTPs

S’ha vist com l'activitat de I'eix ATR-Chk1 afavoreix I'acumulacié de
RRM2, una de les dues subunitats de la ribonucledtid reductasa.
L'increment de RRM2 augmenta la produccié de nucleodtids 2252, A
meés a més, ATR incrementa l'activitat de la deoxicitidina quinasa, un
enzim implicat en la reutilitzacié de nucledtids. Aquest participa en la
sintesi de nucledtids a partir de intermediaris resultants de la degradacié
de DNA 2%, De manera que l'activacié del checkpoint de replicacid
incrementa la sintesi de nucledtids.

Estabilitzacio de la forqueta, reparacio i reinici

Quan s’elimina l'obstacle o para I'esdeveniment que impedia la
progressié de la forqueta, aquesta es pot reiniciar. De manera que és
important mantenir I'estabilitat de la forqueta. No obstant aixo, si la
parada persisteix, tot i activar el checkpoint de replicacio es produeix el
col-lapse de la forqueta, que deriva en la formacié de DSB 238,

En estudis amb llevats i alguns en vertebrats s’ha suggerit un paper del
checkpoint de replicacio en I'estabilitzacié del replisoma 19023°-241 " No
obstant aix0, estudis més recents, tant en llevats com en humans
demostren que ATR no intervé en I'estabilitzacio del replisoma, si no en
I'estabilitzacio de la forqueta per protegir-la del col-lapse 242244, De fet
s’ha descrit que, durant I'estrés replicatiu components del replisoma es
desenganxen del DNA naixent, perd romanen a la cromatina. Aixo
genera llargs fragments de ssDNA que, malgrat la separacio, no afecten
a la capacitat de reinici de la forqueta 2.
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El checkpoint de replicacié també intervé en la reparacié del dany i el
reinici de la replicacié. Aquestes funcions es desenvoluparan en detall
en seccions posteriors.

3.3. RESPOSTA AL DANY AL DNA

Sovint I'estrés replicatiu esta vinculat al dany al DNA, i no només cal
protegir la forqueta, sind que també cal reparar la lesié. Quan hi ha dany
al DNA la cél-lula el detecta i respon segons el tipus de lesié que hi hagi.
La resposta al dany es coneix com a DDR (DNA Damage Response)
245248 E| checkpoint de replicacio també intervé en la reparacio. Un dels
esdeveniments importants per a la DDR és la fosforilacié de la histona
H2AX, i ATR és capac¢ de fosforilar-la per promoure la reparacié del
dany 24, H2AX és una variant de la histona H2A que segons el tipus
cel-lular, es troba en el 2-25% dels nucleosomes 248249,

Les causes del dany son diverses i poden ser tant exdgenes (radiacio
ulatraviolada, quimics genotoxics) com endogenes (Espécies reactives
d’oxigen) 245246 En funcio del tipus de lesio s’activara un mecanisme de
reparacio o un altre. Podem distingir entre:

- Base Excision Repair. aquest mecanisme serveix per reparar

nucleotids danyats, trencaments en una cadena (SSB) i llocs
abasics (que han perdut la base nitrogenada) 246,

- Nucleotide Excision Repair. és el mecanisme de reparacio més
versatil. Té dues vies diferents i serveix per reparar SSB,

adductes de bases, encreuaments i bases oxidades 246247,
- Mismatch repair: reconeix i repara errors en 'aparellament dels

nucledtids o petites delecions que produeixen les polimerases
246

- Interstrand _crosslink _repair. s’activa quan es produeixen
encreuaments en el DNA, és a dir, unions covalents entre les

dues cadenes de DNA. Les proteines principals en aquesta
reparacio son les de la via de 'anémia de fanconi (FA) 246:250,

- Double-strand break (DBS) repair: Es 'encarregat de reparar els
trencaments de doble cadena. Hi ha dos mecanismes diferents:

la unié d’extrems no homolegs (NHEJ, Non-Homologous End
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Joining) i la recombinaci6 homologa (HR, Homologous
Recombination). Un estrés replicatiu prolongat que comporta el
col-lapse de les forquetes produeix trencaments de doble

cadena, esdeveniment que activa el checkpoint de dany al DNA
246,251

3.3.1. ACTIVACIO DEL CHECKPOINT DE DANY AL DNA

Quan es produeix el DSB, les proteines Ku70/80 s’uneixen rapidament
per protegir els extrems i mantenir-los propers 2%'. Després el complex
MRN detecta el DSB i recluta i activa a ATM al lloc on hi ha el
trencament. Aquest complex esta format per tres proteines:

MRE11: Es una nucleasa que s’uneix als extrems del DSB i que
pot interaccionar amb altres MRE11, podent unir aixi dos
complexos MRN. Gracies a la seva activitat endonucleasa i
exonucleasa, participa en el processament dels DSB i altres
estructures diferents (en el context de la HR), tot i que aquesta
funcié no és essencial per a I'activacié d’ATM 25225,

Rad50: és una ATPasa de la familia de les SMC (involucrades
en el manteniment de I'estructura dels cromosomes) que conté
dos dominis que formen una cua llarga que és capa¢ de
interactuar amb les cues d’altres Rad50. Per tant, al
interaccionar amb la cua de Rad50 del complex que esta unit a
I'altre extrem del DSB, es podran mantenir proxims tant els dos
extrems del trencament. També pot mantenir properes les
cromatides germanes per a la recombinacié homologa 253-255,
Nbs1: Es una proteina encarregada de les interaccions entre
proteines i de proteines amb DNA. Es la proteina que
interacciona amb ATM 253-255.257

ATM es troba formant un homodimer que és inactiu. La seva activacio
fa que adopti una forma monomérica, gracies a la qual podra
interaccionar amb les proteines que fosforilara. Aquesta activacio
d’ATM depén de la seva acetilacio per part de I'acetiltransferasa Tip60
i de l'autofosforilacié en la serina 1981 28267, Quan ATM esta activat
fosforila diverses proteines, perd la principal efectora d’ATM és Chk2.
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Chk2 fosforilara proteines que derivaran en una parada en el cicle
cel-lular i un increment de la recombinacié homologa 2%2.

A més a més, ATM promou I'amplificacio del senyal, ja que, igual que
ATR, fosforila les histones H2AX properes (que en la forma fosforilada
s’anomenen yYH2AX). Aquesta fosforilacio recluta a MDC1 protegint-la i
reclutant més complexos MRN i més ATM. D’aquesta manera gracies a
YH2AX s’amplifica el senyal d’ATM 263264 No només existeix aquesta
amplificacié per part de MCD1. ATM també fosforila a Rad17, que
promou el reclutament de més complexos MRN a la cromatina 2%°.

En la via de senyalitzacié depenent d’ATM hi ha altres modificacions
d’histones importants 2%6. Quan ATM fosforila a MDC1, aquest també
recluta a la E3 ubiquitina ligasa RNF8 que ubiquitinitza la histona H2A
reclutant a 53BP1, una proteina que promou la reparacié per NHEJ i
inhibeix la reseccid excessiva que pot ocorrer durant la HR 267, La E3
ubiquitina ligasa RNF168 tambeé pot reconéixer les ubiquitinizacions i
amplificar-les, reclutant aixi més 53BP1 i altres proteines relacionades
amb la reparacio dels DSB com BRCA1 268269,

Les dues vies de reparacio sén la recombinacié homologa i la uni6
d’extrems no homolegs.

Durant la recombinacié homologa (HR) CtIP s’uneix i estimula I'activitat
de MRN per processar els DSB gracies a la incorporacioé de nucleases
com DNA2, EXO1 o BLM. Aquest processament genera uns extrems
de ssDNA que rapidament es cobriran d’'RPA 27°-272_ Després, gracies a
'accio de BRCA1 i PALB2, BRCA2 promoura l'intercanvi del RPA per
RAD51, que forma un filament nucleoproteic. Gracies a I'activitat
d’intercanvi de cadena de Rad51, el filament nucleoproteic envaira una
regié homologa formant un D-loop (Loop/llag de desplagament) 273275,
La recombinaci6 homodloga finalitza amb la resolucié d’aquesta
estructura intermédia 2°.

En la NHEJ, I'heterodimer Ku70/Ku80, que reconeix els extrems del
DSB i s'uneix a ells per mantenir-los junts, serveix de bastida per
reclutar les proteines que intervindran en la reparacié per NHEJ. Es
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forma un complex multiproteic que generalment consistira en
nucleases, polimerases i ligases. La majoria de vegades els extrems no
sén roms, aixi que cal un processament. Primer Ku70/Ku80 s’uneix als
extrems del DSB on recluta i activa la quinasa DNA-PK (proteina
quinasa depenent de DNA). Aquesta quinasa fosforila proteines clau
com Artemis, que juntament amb el complex MRN processaran els
extrems. DNA-PK amb Artemis reclutaran les lligases, com el complex
XRCC4-DNA ligasa IV, per a qué uneixin el DNA trencat 2527, Aquest
mecanisme de reparacid pot induir errors, ja que durant el
processament es poden perdre o canviar alguns nucleotids 2%.

Com que la recombinaci6 homologa requereix d’'una cromatide
germana, esta restringida a la fase S i G2. En un principi €s mantenia
que la HR era el mecanisme de reparacié més utilitzat en aquestes dues
fases. No obstant aixd, darrerament s’ha descrit que és el mecanisme

de reparacié més utilitzat només durant la fase S (a partir de la meitat)
281

3.4. CROSSTALK ENTRE CHEKPOINT DE REPLICACIO |
DE DANY

Aixi com I'eix ATR-Chk1 és el controlador del checkpoint de replicacio,
ATM-Chk2 és el del checkpoint de dany al DNA, ja que s’activa amb la
preséncia de DSB. Tot i semblar diferenciats, la realitat és que sovint hi
ha una activacio conjunta, ja que un estrés replicatiu prolongat provoca
el col-lapse de les forquetes i genera DSB, fet que promou l'activacio
d’ATM. Per altra banda durant el processament dels extrems d’'un DSB

també es generen fragments llargs de ssDNA que poden activar a ATR
191,262,282

A més a més, tant ATR i ATM fosforilen al voltant de 700 substrats i un
gran nombre coincideixen o estan interconnectats 2%2. Una de les
funcions principals és la de parar el cicle cel-lular per poder reparar el
dany. Tant ATR-Chk1, com ATR-Chk2 fosforilen i inhibeixen a CDC25.
També paren el cicle a través de I'estabilitzacio de p53, ja que ATM,
ATR, Chk1 i Chk2 fosforilen a p53 estabilitzant-la 282-2%', A més a més,
ATR i ATM inhibeixen a I'E3 ubiquitina ligasa MDM2, que al ser un
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inhibidor de p53, també ajuda a la seva estabilitzacidé 2°22%. p53 té
diverses funcions relacionades amb la viabilitat. S’ha vist com, per
exemple, l'estabilitzacié que fa l'eix ATM-Chk2 de p53 promou
I'expressié de p21, que és un inhibidor de les CDK-ciclina 2%4-2%, Aixo
permet que si hi ha dany al DNA durant la G1, el cicle també es pot
parar i reparar el DNA. En cas que el dany sigui excessiu o que 'estrés
replicatiu sigui prolongat, ATM es capa¢ de promoure I'apoptosi i la
senescéncia 19129-2%  En cas d’estrés replicatiu prolongat, ATR també
pot induir senescéncia inclis en abséncia de DSB '91:287,

3.5. REINICI DE LA REPLICACIO

Un cop s’elimina I'obstacle que impedeix la progressié de la forqueta,
aquesta es pot reiniciar. Hi ha diversos mecanismes per al reinici de la
forqueta de replicacié parada, i encara no es coneixen en detall els
mecanismes que fan que la cél-lula utilitzi un o un altre '*°. En els
seguents apartats descriurem els diferents mecanismes de reinici que
es coneixen (figura 10).
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Figura 10. Reinici de la forqueta de replicacié. Mecanismes per reiniciar el replisoma
quan aquest troba un obstacle (groc). En negre estan representades les dues cadenes
parentals, en blau la cadena retardada i en verd la lider. El fragment vermell correspon
al sintetitzat per I'encebador i el fragment groc és el sintetitzat per la polimerasa de
translesié. En els apartats segiients es detalla cada una de les formes diferents de
reinici de replicaci6. Adaptada de “DNA replication stress: from molecular
mechanismsto human disease” '%.

3.5.1. REGRESSIO DE LA FORQUETA

Quan el replisoma es para, la forqueta es pot reestructurar i adoptar una
forma regressada (reversed fork). Si considerem el replisoma com una
estructura amb tres vies (les dues cadenes parentals amb la respectiva
naixent, i per davant de la progressio del replisoma la cadena parental),
al regressar-se, la forqueta queda en una estructura de quatre vies, ja
que es produeix una hibridacié de les cadenes naixents que forma una
nova via central més curta darrere el replisoma. Aquesta estructura
també es coneix com a chicken foot (peu de pollastre) 300301,
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Es una resposta conservada ja que s’ha detectat en procariotes 3°2.
Malgrat al principi es va postular com un producte del col-lapse de les
forquetes, la hipotesi actual és que es tracta d’'un mecanisme de
proteccié que respon a diferents tipus d’estrés replicatiu, des de lesions
al DNA fins a déficit de nucleodtids. Permet protegir la forqueta i
sobrepassar les lesions al DNA, ja que restringeix la progressio del
replisoma, limita 'acumulacié excessiva de ssDNA i evita que avanci
contra la lesid/obstacle. Aixd permet que si hi ha un dany s’afavoreixi la
seva reparacio i s'impedeixi el col-lapse de la forqueta 300301,

Diverses proteines estan involucrades en la regressié de la forqueta,
com les translocases SMARCAL1 303304 ' ZRANB3 304305 j | TF 304,306 g
I'helicasa FHB1 3°7. A més a més, altres proteines com les translocases
FANCM 308 'Rad54 3% o les helicases BLM 3% , WRN 3! | RECQ5p 3'2
poden promoure la regressié de la forqueta in vitro. Hi ha varies
proteines implicades i l'eliminacié d’'una d’aquestes proteines no
suprimeix per complet la regressio 300301,

Tot i la proteccié que aquesta estructura confereix, I'extrem generat per
la hibridacié del DNA naixent es troba exposat i és susceptible de que
varies nucleases com MRE11 313314 Gt|P 313 DNA2 315 i EXO1 3'3 hij
actuin. De fet, el processament de I'extrem per les nucleases és
important per al reinici, perd cal protegir el DNA d’'una degradacio
excessiva 34315 Per aixd, a I'extrem on hi ha el ssDNA, BRCA2
intercanvia el RPA per RAD51, formant un filament nucleoproteic que
protegira I'extrem de les nucleases 3%3316317 També sén importants per
a la protecci6 BRCA1 i FANCD2 (proteina de I'anémia Fanconi, FA)
318319 Juntament amb proteines de la via de FA, BODL1 també
protegeix el DNA de I'accio de les nucleases 3.

Les forquetes regressades es poden reiniciar, de fet s’han descrit dos
mecanismes que controlen el seu reinici. Per un costat, la helicasa
RECQ1 és capag¢ de promoure el reinici de les forquetes regressades
al revertir aquesta estructura. L’activitat de RECQ1 la controla PARP,
que estabilitza la forqueta regressada i inhibeix a RECQ1 fins que s’hagi
reparat el dany i es pugui reiniciar la forqueta *2'. El segon mecanisme
involucra a WRN i la nucleasa DNA2, que cooperen per fer una reseccio
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en sentit 5’23’ i aixi produir un extrem en 3’ per promoure el reinici de
la forqueta 3'°.

El checkpoint de replicacio esta involucrat en la regulacio de la regressio
de la forqueta. ATR fosforila a SMARCAL1 per limitar la seva activitat i
evitar un processament massiu de les forquetes que derivi en col-lapse
322 ATR també és capag de fosforilar les helicases BLM 323324 | WRN
325 A més a més, s’ha vist que Chk1 pot controlar la reseccid, ja que la
seva inhibicid incrementa l'activitat de nucleases com MRE11 326 j
MUS81 327,328_

3.5.2. SINTESI DE TRANSLESIO/BYPASS DE LA LESIO

En aquest cas les polimerases de sintesi de translesio TLS (Translesion
synthesis) substitueixen a les candniques. Com que tenen un centre
catalitic més gran, els permet sintetitzar el DNA al poder passar a través
de les lesions de la cadena parental sense quedar encallades. Les
principals polimerases de translesié en mamifers son REV1, Pol, Poln,
Poli, Polk i Rev1 32933 Aquestes polimerases tenen baixa fidelitat, ja
que el seu centre catalitic és gran i no tenen dominis de correccié 3'>5%’
%9 No obstant aix0, gracies a aquestes polimerases, només reduint la
fidelitat es poden evitar els efectes de lesions produides per agents com
la radiacié ultraviolada, que poden derivar en la formacié de DSB i

reorganitzacions cromosomiques incrementant la inestabilitat gendmica
331

Tot i que es desconeix el métode de seleccio pel reinici de la replicacio,
s’ha vist que el principal regulador de la carrega de les polimerases de
translesio a la forqueta parada és la mono-ubiquitinitzacié de PCNA en
la lisina 164 que catalitza la E3 ubiquitina ligasa Rad18 329:330.332-337
També s’ha vist que en el cas de Rev1 i Poln l'activitat d’aquestes
polimerases augmenta amb la mono-ubiquitinitzacié de PCNA 3%, No
obstant aixd, en mamifers també s’ha detectat sintesi de translesio
sense la ubiquitinitzacio de PCNA 338339,
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El checkpoint de replicacio podria promoure la TLS, ja que I'eix ATR-
Chk1 participa en el reclutament de Poln i Rad18 a la cromatina 3. A
més a més, s’ha descrit com ATR fosforila directament a Poln 341,

3.5.3. FORK REPRIMING

En aquest cas, per sobrepassar la lesio, la polimerasa PrimPol, que a
més de I'activitat polimerasa té activitat de sintesi d’encebadors, torna
a sintetitzar un encebador per davant de la polimerasa encallada. El

reclutament de la PrimPol es fa gracies a la interaccié amb ssDNA 342~
347

El fet de tornar a sintetitzar un nou encebador més enlla de la lesi6 es
coneix com a fork repriming, i deixa un fragment de ssDNA on hi ha la
lesié que s’haura de reparar després. Per sintetitzar el DNA que falta
principalment s’utilitzen les polimerases de translesi6 REV1 i POL(
348349 No obstant, la implicaci6 de REV1 no esta gaire clara en
eucariotes superiors, ja que hi ha estudis que descarten la seva
implicacio 3°0-3%2, Sj |a cél-lula es troba en fase S, la seva activitat la
promouran UBC13 i RAD51, i si esta en fase G2, Rad18
monoibiquitinitza a PCNA per promoure I'activitat de les polimerases de
translesi¢ 353:3%4,

3.5.4. TEMPLATE SWITCHING

Template switching és un mecanisme per tal d’evitar utilitzar com a
motlle la cadena danyada. On hi ha la lesié es produeix la hibridacié
entre les cadenes naixents i aixi enlloc d’utilitzar com a motlle la cadena
parental amb la lesio, utilitzara I'altre naixent per a sintetitzar la regio
danyada 194,355—357'

Aixi com la mono-ubiquitinitzaci6 de PCNA promou la TLS, la
sumoilacié juntament amb la poli-ubiquitinitzaci6 de PCNA promou
I'intercanvi de motlles o template switching 3°8-3¢0.
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3.5.5. BREAK INDUCED REPLICATION

Break induced replication (BIR, replicacié induida per trencament) és
un tipus de recombinacié homodloga que es pot utilitzar per reiniciar la
forqueta de replicacié. S’inicia amb el processament que fan les
nucleases de forquetes col-lapsades o regressades, que genera un
DSB que conté un extrem protuberant. Amb aquest extrem es podra fer
la invasié de cadena per buscar un motlle homoéleg amb que continuar
la replicacio i sintetitzar fragments de DNA, que en el cas de prosseguir
amb la replicacié poden arribar als centenars de kilobases %¢'-3¢4_ Entre
les nucleases s’ha identificat al complex Mus81-Eme1 per processar les
forquetes i generar DSB en condicions d’estrés replicatiu per tal
d’afavorir el reinici de la replicacio 36%366,

En eucariotes el BIR s’ha estudiat més en detall en llevats, ja que es
poden induir DSB de manera controlada. Tal com succeeix en la
recombinacié homologa el DSB es processa per generar I'extrem 3’
protuberant. Aquest es cobrira per RAD51, que promoura la invasié de
la cadena per buscar la hibridacié amb l'altra cadena homologa formant
el D-loop. Encara no esta clar quines sén les proteines involucrades, tot
i que en un principi, en un dels models de BIR es proposés la MCM2-7
362,367 gactualment es postula I'helicasa Pif1 com a I'encarregada de
carregar la polimerasa al D-loop i permetre la sintesi de fragments llargs
a l'estendre la replicacié del D-loop 36236836°  Finalment, la cadena
retardada utilitzaria com a motlle la naixent sintetitzada al D-loop 3%837°,
Tant la Pole, com la Pola, com la Pold poden participar en la replicacio
durant la BIR, perd d’entre elles s’ha vist que en llevats la principal en
la cadena lider és Pol32, una subunitat de Pold que no és necessaria
en la replicacié en condicions lliures d’'estrés replicatiu 3'-3"3, En
humans el seu homoleg és POL32 i també esta implicat en la BIR 374,

En bacteris com Escherichia Coli, la replicacio s’inicia a partir d’'un sol
origen. De manera que sén molt dependents del reinici de la forqueta
per reiniciar la replicacio després del col-lapse de la forqueta *%2. En
canvi, en eucariotes, com que es carreguen més origens dels
necessaris, en cas de col-lapse de la forqueta es pot utilitzar un dels
origens carregats en exces (dormant origin) per recuperar la replicacio
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i no dependre exclusivament de BIR. En aquest cas s’activaria un nou
origen proper i la forqueta nova acabaria arribant a la que esta parada.
A més a més, l'activacié d’aquests origens també limita la longitud de
fragment sintetitzat d’'una forqueta que es reinicia per BIR. S’ha vist que
una densitat d’origens alta i I'elevada activitat de Mus81 és important
per limitar la longitud dels fragments sintetitzats per BIR %2375 La
limitacié de l'activitat de BIR és important, ja que el BIR pot produir

mutacions reorganitzacions cromosomiques i inestabilitat genomica
361,362,364,374,376-379
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La resposta contra I'estrés replicatiu és fonamental per a la cél-lula. Les
mutacions en proteines relacionades amb la resposta a l'estrés
replicatiu i al dany al DNA estan relacionades amb diverses sindromes
ilo malalties. De fet el nom dalgunes d’aquestes proteines esta
relacionat amb la malaltia o sindrome que produeix la seva mutacié. Per
exemple ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), o la via de senyalitzacié
de I'anémia de Fanconi (FA), que és important per a la reparacio
d’unions covalents entre les cadenes de DNA i la mutacié en alguna de
les proteines d’aquesta via produeix I'anémia de Fanconi '%°.

L’estrés replicatiu també incrementa la predisposicié al cancer i
contribueix a la tumorigénesi 3¥. El cancer és un terme que engloba un
conjunt de malalties caracteritzat pel fet que cél-lules anormals es
divideixen sense control i poden envair altres teixits 3*'. El procés de
transformacio cel-lular en el qual cél-lules sanes esdevenen cél-lules
tumorals ha estat un punt fonamental en 'estudi del cancer, que ha
permés identificar oncogens (promouen la transformacio) i supressors
tumorals (limiten la divisié cel-lular, la pérdua de la seva funcié promou
la transformacio) 38283 La transformacié ocorre en multiples
esdeveniments, on les cél-lules progressivament van adquirint
mutacions i alteracions epigenétiques fins esdevenir un tumor 34, Tot i
aquesta variabilitat en els diferents tipus de cancer, Hanahan i Weinberg
varen recopilar les caracteristiques distintives (hallmarks) que

comparteixen els tumors, entre les quals hi ha la inestabilitat gendmica
385-388

Hem vist com el col-lapse de les forquetes que deriva en DSB, fa que
aquestes s’hagin de reiniciar per mecanismes com el BIR (Break
Induced Replication), que pot ser altament mutagénic al provocar canvis
en el nombre de copies d'un gen o reordenaments cromosomics.
Aquestes alteracions s’han relacionat amb diversos tumors 383% A
mes a més, si el dany és tan elevat que pot comprometre severament
la integritat del genoma, la cél-lula entrara en apoptosi o senesceéncia.
S’ha vist que hi ha cél-lules amb alteracions en la resposta al dany que
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fan que es pugui sobrepassar aquesta barrera i s’afavoreixi la
tumorigénesi 195391,

Durant el procés de transformacio cel-lular també es pot produir estrés
replicatiu, ja que I'expressié d’oncogens en si mateixa és una font
d’estrés replicatiu, i els seus efectes poden ser molt majors si hi ha
defectes en proteines involucrades en la resposta a estrés replicatiu.
Els oncogens poden causar alteracions en la dinamica de la carrega i
activacié dels origens de replicacid, o un increment de la transcripcid,
que fa que sumat a una activacié prematura d’origens s’incrementin les
col-lisions entre replicacio i transcripcié *°. Un dels mecanismes de
proteccio de la cél-lula davant I'expressio d’oncogens i I'augment
d’estrés replicatiu és la senescéncia, mecanisme que les cél-lules
tumorals son capaces d’evitar 392,

A més a més, hi ha regions del genoma, anomenades llocs fragils
comuns (common fragile sites, CFS) que quan pateixen estrés
replicatiu, sovint es produeixen trencaments o queden regions sense
replicar a la mitosi 39339, Aquestes regions es poden caracteritzar per
trets com tenir una baixa densitat d’origens de replicacio, replicar-se al
final de la fase S, tenir gens llargs, microsatél-lits rics en A-T, repeticions
de DNA invertides o repeticions de trinucleotids 3°43%. Tot i que
generalment es repliquen al final de la fase S, també s’han trobat alguns
que ho fan al principi 3. Entre els diferents tipus cel-lulars hi ha CFS
que sén comuns, perd s’han detectat que hi ha CFS que sén especifics
del tipus cel-lular 394:397:39

Per mantenir I'estabilitat dels CFS és important que el checkpoint de
replicacié funcioni correctament. El paper d’ATR és clau i s’ha vist com
mutacions en proteines que intervenen en la resposta a l'estrés
replicatiu promouen la inestabilitat dels CFS 3%4490-402_E| fet que tinguin
una densitat d’origens molt baixa fa que depenguin molt del reinici de la
forqueta, ja que al no haver-hi origens propers, si s’activen altres
origens aquests haurien de cobrir distancies llargues 3%44%3, Aquest fet
podria derivar en regions sense replicar al final de la fase S 394404,
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Vist que aquests llocs del genoma son inestables en condicions d’estrés
replicatiu, s’ha volgut estudiar el seu paper en el cancer. Tot i que son
regions proclius a trencar-se, no sembla que estiguin involucrades en
les reorganitzacions cromosdomiques que posseeixen molts tumors, a
excepcio d’alguns CFS que es repliquen al principi de la fase S,
anomenats ERFS (Early Replication Fragile Site) 394399404405 No
obstant aixo0, els CFS si que s’han relacionat amb delecions i alteracié
en el nombre de copies d’alguns gens, afavorint la inestabilitat
gendmica del cancer 394:397.404-407

Com que les cél-lules tumorals tenen majors nivells d’estrés replicatiu,
hi ha tractaments de quimioterapia dirigits a incrementar aquest estrés
i aixi saturar la resposta de la cél-lula i induir la mort o senesceéncia. Els
que afecten a la replicacié els podem trobar resumits a la taula 1.

Taula 1. Tractaments aprovats contra la replicacié o que generen dany al DNA.
Extreta de “Targeting nucleotide metabolism: a promising approach to enhance cancer
immunotherapy” 4%, “Exploiting DNA Replication Stress for Cancer Treatment’ 4%°,
“Cellular responses to replication stress: Implications in cancer biology and therapy” 410
i National Cancer Institute 41,

Metotrexat Leucémia limfoblastica aguda,
coriocarcinoma, corioadenoma
destructiu, mola hidatiforme,
cancer de pulmg, pit

6-Mercaptopurina Leucémia limfatica aguda
Fludarabina Leucémia limfocitica cronica
Dacarbazina Melanoma, limfoma de Hodgkin
Hidroxiurea Leucemia mieloide cronica i
cancer de cap i coll.
Pemetrexed Sintesi nucleotids Mesotelioma
Capecitabina Cancer colorectal i mama
Decitabina Sindrome mielodisplastica
Gemcitabina Cancer d’ovaris, pulmé, mama i
(Gemzar®) pancreatic
Fluorouracil Cancer de colon, esofagic,
gastric, mama, pancreatic
Citarabina Leucémia mieloide aguda i
(Ara-C®) limfocitica aguda, Limfoma no

Hodgkin de cél-lules T,
Meningitis limfocitica
Cladribina Limfoma no Hodgkin, Leucemia
Analeg de nucleodsid limfocitica cronica o de cél-lules
piloses
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Azacitidina Leuceémia mielomonocitica
cronica
Nelarabina Leucemia limfoblastica o limfoma
limfoblastic de cel-lules T
precursores,
Pentostatina Adenosina desaminasa Tricoleucémia
Tipiracil Timidina fosforilasa Cancer colorectal
Clofarabina DNA polimerasa Leucémia limfocitica aguda
Carboplati Formacio d’enllagos Cancer d’ovari, pulmé, cap i coll,
covalents creuats en el bufeta urinaria
Oxaliplati DNA Cancer colorectal, pancrees i
recte
Irinotecan Cancer ovaric, pulmd, colorectal
Topotecan
Etoposid Limfomes, cancer de pulmé,
. testicular, bufeta urinaria, ovari
. Topoisomerases — 5
Teniposid Leucémia aguda, cancer de
pulmo de ceél-lules petites, ovari
Mitoxantrona Limfoma no Hodgkin, cancer de
mama, prostata
Mostassa Limfoma no Hodgkin, leucemia
nitrogenada limfocitica cronica, cancer
d’ovari, mama
Nitrosourea Tumors cerebrals, mieloma

multiple, limfoma no Hodgkin

Alquil-sulfonats  pgent giquilant de DNA ~ Leucémia mieloide cronica

Triazines Melanoma maligne, sarcoma
d’Ewing
Aziridines Limfoma no Hodgkin,

Leucémia limfocitica cronica,
cancer d’ovari i mama

Aixi com s’han descrit en tumors varies mutacions en proteines
implicades en la resposta a I'estrés replicatiu i al dany en el DNA, s’ha
vist que hi ha una incidéncia molt baixa en mutacions en ATR i Chk1. A
meés a més, son dues proteines on no es troben delecions. De manera
que la resposta a I'estrés replicatiu en tumors és necessaria. De fet,
sovint aquestes proteines es troben sobreexpresades en tumors,
suggerint que siguin importants per poder controlar 'augment d’estrés
replicatiu que hi ha generalment en cél-lules tumorals 153 | a resposta
de diferents tumors a I'estrés replicatiu pot ser diversa i dependra de les
proteines alterades. De manera que coneixer en detall com responen
les cel-lules de diferents tumors permet elaborar estratégies més
precises i adaptades als diferents tumors 3.
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En aquesta tesi s’analitzen algunes d’aquestes proteines que participen
en la resposta a I'estrés replicatiu i que sovint estan sobreexpresades
en tumors. Es el cas d’OZF, RAD51. Per altra banda, també s’analitzen
els efectes d’inhibir un mecanisme de resisténcia a I'estrés replicatiu,
com és I'activacio de nous origens. També s’analitzen els efectes sobre
I'estabilitat del genoma que té I'activacio de nous origens durant la
recuperacié d’'un estrés replicatiu.
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El nostre laboratori esta centrat en I'estudi de la resposta a l'estrés
replicatiu, ja que aquest estrés esta relacionat amb la tumorigénesi i la
seva resposta és un mecanisme fonamental per preservar I'estabilitat
genomica. La resposta a I'estrés esta orquestrada pel checkpoint de
replicacié, que para la progressié en el cicle i protegeix la forqueta de
replicacié fins que es pot tornar a reiniciar la replicacié en condicions on
no hi hagi aquest estreés.

El grup préviament ha caracteritzat la resposta a I'estrés replicatiu en
cél-lules tumorals i no tumorals. Per generar estrés replicatiu s’utilitza la
hidroxiurea, que és un inhibidor de la ribonucledtid reductasa i, per tant,
inhibeix la sintesi de nucledtids. De manera que para les forquetes de
replicacié perqué provoca l'esgotament dels nivells de nucleotids
disponibles.

Concretament, s’estudien dos tipus d’estres replicatiu: un agut on es
tracten les cél-lules durant 2 hores, i un sever, on es tracten durant 14
hores. Tant les cél-lules no transformades, com les tumorals, es
recuperen d’'un estrés replicatiu agut. En canvi, a diferencia de les
cél-lules tumorals, les cél-lules no tumorals veuen molt limitada la seva
recuperacié després d’un estrés replicatiu sever i bona part es tornen
senescents. Aquesta diferéncia es deu a que les cél-lules tumorals sén
capaces d’activar nous origens per reiniciar la replicacio, tot i que sigui
en condicions desfavorables que puguin comprometre la integritat del
genoma.

Per tant, com que les cél-lules tumorals tenen més resisténcia a I'estrés
replicatiu, la nostra hipotesi és que si utilitzem inhibidors de nous
origens després d’'un estrés replicatiu sever podriem sensibilitzar les
cél-lules tumorals a tractaments que generen estrés replicatiu i que es
donen en la clinica.

Per altra banda, I'altra hipdtesi és que les cél-lules tumorals podrien
estar activant nous origens de replicacié6 en dominis de replicacié
inactius abans de l'estrés, alterant aixi el timing de replicacid que
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provocara canvis epigeneétics i d’expressié genica. Aquest fenomen
seria un factor positiu per a la progressio del tumor.

Com que les cél-lules de cancer colorectal solen tenir estrés replicatiu
de forma basal, aquest sera el nostre model d’estudi. Fruit d’aquest
estres replicatiu basal ens interessa estudiar i caracteritzar la funcio que
tenen les proteines implicades en la replicacid6 sota aquestes
condicions, ja que potencialment poden ser dianes terapéutiques que
incrementin l'efectivitat de tractaments que augmenten [estrés
replicatiu.

Els objectius principals d’aquesta tesi son:

1- Analitzar proteines involucrades en la remodelacié de la
forqueta de replicacié durant I'estrés replicatiu agut i el seu
paper en 'estabilitat genomica.

2- Analitzar si la inhibicié de nous origens de replicacio després
d'un estrés replicatiu sever en cél-lules tumorals prevé la
recuperacio de la replicacio.

3- Analitzar si l'activacié de nous origens després d’'un estrés
replicatiu sever en cél-lules tumorals es dona en dominis
inactius abans de l'estrés i s’altera el timing de replicacio i la
conformacio de la cromatina.
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CAPITOL 1

OZF MANTE LA VELOCITAT DE
PROGRESSIO DE LA FORQUETA DE
REPLICACIO EN CONDICIONS
D’ESTRES REPLICATIU

Els resultats d’aquest capitol estan
publicats a Feu et al., FASEB J. 2020






CAPITOL 1

1.1. INTRODUCCIO

Com ja hem vist a la introduccio, la claspina és una proteina que
interacciona amb Chk1 per tal d’activar el checkpoint de replicacio, perd
aquesta no és la seva unica funcio. La claspina juga un paper central
en molts processos. De fet, en llevats, el seu ortdleg (Mrc1) és la diana
de varies quinases activades per diverses situacions d’estrés com:
oxidatiu, osmotic, calor o manca de nutrients. D’aquesta manera es
vincula la resposta a aquests estressos amb la proteccié del DNA. Les
fosforilacions de Mrc1 provoquen un retard en Il'activacié de nous
origens i una reduccié de la velocitat de la forqueta de replicacio #'2. En
vertebrats s’ha descrit que la degradacié de la claspina per part de la
caspasa 7 és necessaria per la induccié de 'apoptosi 43414, A més a
meés, s’ha observat que quan hi ha estrés de reticle per 'acumulacié de
proteines mal plegades, la velocitat de replicacio es redueix. Aixd es
produeix perqué al activar-se la resposta al mal plegament de proteines
(coneguda com UPR [unfolded protein response]), la claspina es
fosforila per una via depenent de la quinasa PERK, derivant en
l'activacié de Chk1 #1°,

1.1.1. NIVELLS DE CLASPINA | DESACTIVACIO DEL
CHECKPOINT DE REPLICACIO

Els nivells de claspina estan molt regulats. A nivell transcripcional esta
controlada per la familia de factors de transcripcié E2F #1417 La seva
expressio fluctua durant el cicle cel-lular, durant les fases S-G2 és quan
hi ha els nivells més alts i després disminueixen al final de la mitosi,
perqué és quan comenca la seva degradacio #'8. La familia de factors
de transcripci6 NFkB també promou la transcripcié del gen de la
claspina, aixi que la via de senyalitzacié IKK-NFkB esta implicada en el
manteniment d’uns nivells adequats de claspina #'°. La degradaci6 és
important per la desactivacio del checkpoint. S’ha vist com en fibroblasts
una deplecid de cdh1 provoca una activacié de Chk1 durantla G1i la
seva entrada prematura en senescéncia “?°. La degradacio de la
claspina es produeix per ubiquitinitzacié. Aquesta es pot ubiquitinitzar
tant pel complex SCFPTC? al final de la mitosi, com pel d’APC/CC"
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durant la G1 420422, Per tal que la claspina interaccioni amb SCFPTCP j
pugui ser degradada, aquesta s’ha de fosforilar en la serina 30 o 3442'-
423 La fosforilacid és depenent de Plk1, i és fonamental per poder
degradar la claspina i desactivar el checkpoint de replicacioé un cop s’ha
reparat el dany, o s’ha eliminat 'obstacle que parava la forqueta. La
degradacié de la claspina inactiva el checkpoint de replicacio per la
reduccio en l'activacid de Chk1 423425, A més a més, hi ha diverses
ubiquitina hidrolases com USP7, USP9X, USP20, USP28 i USP29, que
reverteixen la ubiquitinitzacié i permeten un funcionament adequat del
checkpoint i un 6ptim manteniment de la capacitat de replicacié del DNA
de la cél-lula 426-431,

1.1.2. CLASPINA | REPLICACIO

Tot i no estar involucrada directament en la incorporacié de nucledtids,
aquesta proteina forma part del replisoma i presenta afinitat pel DNA
desenrotllat o ramificat 4*2. Als llocs on la forqueta de replicacié es para
o se n’ha produit dany, el DNA es desenrotlla i queda en forma
ramificada. La claspina s’uneix a aquesta estructura de DNA, i aixi es
pot reclutar a les zones on s’ha produit dany al DNA o la forqueta de
replicacio es troba parada 43243,

També forma part del complex de proteccié de la forqueta de replicacid
(conegut com replication fork protection complex), juntament amb les
proteines Timeless i Tipin. A més del paper ja esmentat en I'activacio
de Chk1, durant la replicacié aquest complex s’encarrega del
manteniment i monitoritzacié de I'estabilitat de la forqueta #3¢. S’ha vist
que si es depleciona la claspina hi ha un augment d’aturada de les
forquetes i terminacions prematures #3743 El que fa la claspina,
conjuntament amb Timeless i Tipin, és coordinar les activitats helicasa
i polimerasa. Sense aquest complex es podrien produir fragments de
DNA de cadena senzilla (ssDNA) molt llargs entre les polimerases i les
helicases i s’activaria el checkpoint de replicacié. De fet, si no es poden
mantenir uns nivells baixos de ssDNA s’hi podria produir un col-lapse
massiu de les forquetes de replicacio, que derivaria en trencaments de
doble cadena al DNA i la mort cel-lular com a causa de la replicacié
catastrofica (fet conegut com a replication catastrophe) 3%4%, Dintre del
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complex, el model que s’ha proposat és que en la cadena retardada
Tipin coordina les activitats helicasa i polimerasa, i en la lider ho fa la
claspina . Quan hi ha parada de la forqueta la proteina And1
interacciona amb la claspina i promou I'activacio del checkpoint 4.

També s’ha descrit un possible efecte en I'activacié de nous origens
independent del seu paper amb Chk1. La carrega de la claspina a la
cromatina esta mitjangada pel complex de preinici i per Cdc45. Aixo fa
que la unié de la claspina a la cromatina estigui ligada amb l'inici de la
replicacié 2. També interacciona amb CDC7, i aquesta unio és
important per una fosforilacié eficient de les Mcm. Aixi que la claspina
podria contribuir en I'activacié de nous origens, perd no és essencial.
En cél-lules de muri s’ha vist com en deplecionar la proteina encara hi
ha uns certs nivells d’'activacié d’origens de replicacio 4, i en cél-lules
tumorals hi ha un mecanisme de compensacid que produeix un
increment en I'activacio dels origens 444445,

A més a més, claspina interacciona amb proteines de les diferents vies
de reparacié del DNA i la seva fosforilacio a varis residus especifics és
fonamental per discriminar entre les diferents estructures que es formen
en resposta al dany al DNA 446,

1.1.3. OZF INTERACCIONA AMB LA CLASPINA

Vist aix0d, la claspina és una proteina fonamental per preservar
I'estabilitat gendmica, i un punt clau i nexe comu en molts processos
que van dirigits a ella. Hi ha moltes proteines que interaccionen amb la
claspina, i el nostre grup es va proposar estudiar i buscar noves
proteines que interaccionessin amb ella.

Es va realitzar un assaig de doble hibrid per identificar proteines que
interaccionessin amb la claspina. Aquest assaig es va fer en
col-laboracié amb el laboratori del Dr Raimundo Freire, utilitzant un
segment de 347 aminoacids del domini C-terminal. En total es van
identificar 39 proteines i 9 d’elles eren proteines amb motiu dit de zinc
que pertanyien a la subfamilia Krippel. D’entre totes elles ens varem
centrar en OZF, ja que era una proteina formada només per 10 motius
dit de zinc consecutius i amb funcié desconeguda **'.
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La interaccio claspina-OZF la varem confirmar també per co-
immunoprecipitacio tant de proteines exdgenes com d’endogenes 4.
Al confirmar la interacci6 i per ser una proteina amb funcio
desconeguda, el seglent pas va ser analitzar si OZF intervé en les
diverses funcions que té la claspina.

1.2. RESULTATS PREVIS

1.2.1. OZF NO ES ESSENCIAL PER A LA REPLICACIO EN
hTERT-RPE

Un cop demostrada la interaccio d’'OZF amb la claspina i la seva
preséncia a les forquetes de replicacio, es va comprovar si tenia una
implicacio directa en la replicaci6. Utilitzant la técnica del DNA fiber
assay no es va observar cap efecte en la progressio de la forquilla de
replicacié després de reduir per transfeccié amb siRNA els nivells d'OZF
48 hores abans (figura 1). Tampoc es va observar cap efecte en la
dinamica de replicacié (figura 1) tot i que s’ha reportat que la claspina
podria tenir un efecte en l'activaci6 de nous origens per la seva
interaccié amb cdc7 443,
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Figura 1. La deplecié d’OZF no afecta la progressié de la forqueta en condicions
control en cél-lules hTERT-RPE. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat
(NT: non-target). 48 hores després de la transfeccié varem fer el DNA fiber assay i
recollir les mostres per fer el WB de comprovaci6. Per al WB (dalt a la dreta) es va
utilitzar la lamina B com a control de carrega. Per al DNA fiber assay varem fer un
marcatge tal com es detalla a 'esquema (dalt a 'esquerra). Les dues imatges (mig-
esquerra) son representatives de cada condicid. Varem mesurar la longitud del
marcatge amb IdU en fibres marcades amb els dos analegs. A cada experiment varem
analitzar un minim de 250 fibres. El grafic (mig-dreta) correspon a un experiment
representatiu de tres (test de Mann-Whitney, n.s.: estadisticament no significatiu).
També varem quantificar els nous origens activats (baix-esquerra [fibra marcada només
amb IdU]) i les forquetes parades o terminacions (baix dreta [fibra marcada només amb
CldU]). En aquests casos es mostra la mitjana i desviacié estandard de tres
experiments independents (3n) (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu). Com a
minim es van quantificar 500 fibres per condicio i experiment.
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1.2.2. OZF ES NECESSARI PER A LA PROGRESSIO DE LA
FORQUETA DE REPLICACIO EN CONDICIONS
D’ESTRES REPLICATIU

Utilitzant les mateixes condicions de transfeccio del siRNA contra OZF,
es va analitzar la replicacié, perd en aquest cas el DNA fiber assay es
va fer en condicions d’estrés replicatiu suau, que no paressin per
complet la replicacio. Per tal d’aconseguir aquest estrés replicatiu suau
es va utilitzar una dosi baixa d’hidroxiurea (0.1mM) on no es produeix
activacié del checkpoint, tal i com s’explica a la figura 2. La reduccié
dels nivells d’OZF produeix un alentiment de la progressié de la forquilla
de replicacié, ja que les fibres marcades amb IdU eren més curtes en
comparacié amb la condicioé non-target (NT).
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Figura 2. La deplecié d’OZF redueix la progressiéo de la forqueta en cél-lules
hTERT-RPE amb estrés replicatiu. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA
indicat (NT: non-target). 48 hores després de la transfecci6 varem fer el DNA fiber assay
i recollir les mostres per fer el WB de comprovacié. Pel WB (dalt-dreta) es va utilitzar
la lamina B com a control de carrega. Pel DNA fiber assay varem fer un marcatge tal
com es detalla a 'esquema (dalt-esquerra). Per induir estrés replicatiu es va utilitzar
una dosi de 0.1mM d’hidroxiurea (HU). Les dues imatges (baix-esquerra) sén
representatives de cada condicid. Varem mesurar la longitud del marcatge amb IdU en
fibres marcades amb els dos analegs (baix-dreta). A cada experiment varem analitzar
un minim de 300 fibres. El grafic correspon a un experiment representatiu de tres (test
de Mann-Whitney, ****: P valor < 0.0001) .
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A l'estar OZF implicada en la progressio de la forquilla en RPE en
condicions suaus d’estrés replicatiu, es va analitzar si en les cél-lules
tumorals també s’observava el mateix. S’ha descrit que la majoria
cél-lules tumorals tenen nivells basals d’estrés replicatiu #4840, De
manera que si OZF és important per la replicacié en condicions d’estrés
replicatiu, ho podria ser també per a aquestes cél-lules tumorals amb
un estrés basal. Es va realitzar un DNA fiber assay amb cél-lules
HCT116 en condicions control. La reduccié dels nivells d’OZF en
aquesta linia cel-lular per siRNA provocaren una disminucio de la
velocitat de la forqueta de replicacid, sense afectar la dinamica de
replicacié (figura 3).
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Figura 3. La deplecié d’OZF redueix la progressio de la forqueta en condicions
control en cél-lules HCT116. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat (NT:
non-target). 48 hores després de la transfeccié varem fer el DNA fiber assay i recollir
les mostres per fer el WB de comprovacio. Pel WB (dalt a la dreta) varem utilitzar la
Lamina B com a control de carrega. Pel DNA fibre assay varem fer un marcatge tal com
es detalla a l'esquema (dalt-esquerra). Les dues imatges (mig-esquerra) son
representatives de cada condici6. Varem mesurar la longitud del marcatge amb IdU en
fibres marcades amb els dos analegs. A cada experiment varem analitzar un minim de
250 fibres. El grafic (mig-dreta) correspon a un experiment representatiu de tres (test
de Mann-Whitney, ****: P valor < 0.0001). També varem quantificar I'activacié de nous
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origens (baix-esquerra [fibres marcades només amb IdU]) i les forquetes parades o
terminacions (baix-dreta [fibres marcades només amb CldU]). Es mostra la mitjana i
desviacié estandard de tres experiments independents (3n) (t-test, n.s.
estadisticament no significatiu). Com a minim es van quantificar 500 fibres per condicio
i experiment.

1.3. OBJECTIUS

Els objectius d’aquest capitol sén:

I.  Comprovar si OZF intervé en l'activacié del checkpoint de
replicacio.

II.  Comprovar si I'efecte de la deplecid d’OZF sobre la replicacié
observat en HCT116 es manté en altres linies cel-lulars de
cancer colorectal.

lll.  Analitzar si la reduccio de la velocitat de la forquilla de replicacio
provocada per la disminucio dels nivells 'OZF en HCT116 té un
efecte sobre la viabilitat cel-lular i la integritat del genoma.

1.4. RESULTATS

1.41. OZF NO ES NECESSARI PER A L’ACTIVACIO DEL
CHECKPOINT DE REPLICACIO

Al ser OZF una proteina que interacciona amb la claspina varem
analitzar si OZF esta implicada en [l'activacid del checkpoint de
replicacié. Per provocar un estrés replicatiu prou significant com per
activar el checkpoint varem utilitzar una concentraci6 de 10mM
d’hidroxiurea. Aixi doncs, després de transfectar amb siRNA contra
OZF varem tractar les cél-lules hTERT-RPE amb la hidroxiurea i recollir
mostres durant les primeres hores per analitzar per western blot (WB)
I'activacio del checkpoint. La reduccié dels nivells d’OZF no afecta la
fosforilacio de la serina 296 de Chk1 (figura 4). Aquesta fosforilacié

98



CAPITOL 1

correspon a l'autofosforilacié de Chk1, que és depenent d’ATR i es
produeix quan s’activa el checkpoint de replicacio .

10mM HU

1h 2h 3h
NT OzF NT OZF NT OZF NT OZF SiRNA
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Figura 4. OZF no és essencial per a I'activacié del checkpoint de replicacié en
cél-lules hTERT-RPE. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat (NT: non-
target). 48 hores després de la transfeccié varem tractar i recollir les cél-lules segons
s’indica (HU: Hidroxiurea) El nivells de P-Chk1, Chk1 i OZF es van analitzar per WB.
Varem analitzar nivells CDK4 com a control de carrega.

1.4.2. OZF ES NECESSARI PER A LA PROGRESSIO DE LA
FORQUILLA DE REPLICACIO EN HCT116, DLD-1 i
SW480

El primer que varem fer és comprovar que les linies de cancer colorectal
utilitzades tenien estrés replicatiu basal, tal com esta descrit a la
bibliografia 44840 Els tres models cel-lulars utilitzats presentaven nivells
forca més elevats de P-Chk1 serina 296 que les ceél-lules no
transformades hTERT-RPE (figura 5). Aquest resultat implica que les
cél-lules tumorals estudiades tenen un estrés replicatiu basal
suficientment elevat com per activar el checkpoint de replicacio.
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Més del 80% dels cancers colorectals tenen una sobreexpressié d’OZF.
En el nostre cas, varem comparar per WB els nivells d'OZF en les 3
linies cel-lulars tumorals utilitzades amb les hTERT-RPE. Les cél-lules
tumorals presentaren uns nivells més elevats d’aquesta proteina que
les cél-lules no transformades (figura 5).

hTERT-RPE
HCT116
DLD-1
Sw480

W s s | P.Chk1(S296)

L e e S | OZF

Ponceau

Figura 5. Les cél-lules tumorals HCT116, DLD-1 i SW480 tenen una major
expressié6 d’OZF que cél-lules hTERT-RPE. WB representatiu de 3 experiments
independents (3n) per analitzar els nivells d’'OZF i P-Chk1. Varem utilitzar un marcatge
amb Poinceau com a control de carrega..

Un cop comprovat que les linies cel-lulars DLD-1 i SW480 tenien estres
replicatiu basal, varem analitzar per DNA fiber assay la velocitat de
progressié de la forqueta i la dinamica de replicacid en aquestes
cél-lules. ElI marcatge i la immunofluorescéncia es va fer 48 hores

després de la transfeccié amb el siRNA contra OZF.

Els resultats van ser els mateixos que els obtingut préviament amb les
cél-lules HCT116. En aquest cas, després de la reduccié dels nivells
d'OZF, tant les DLD-1 com les SW480 patiren una disminucié de la
velocitat de progressio de la forqueta de replicacio (figura 6). A més a
mes, igual que amb les cél-lules HCT116, la dinamica de replicacié no
es va veure afectada, ja que no presentaven més forquilles aturades o
terminacions, o un canvi en 'activacié de nous origens (figura 6).
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Figura 6. La deplecié d’OZF redueix la progressio de la forqueta en condicions
control en cél-lules DLD-1 i SW480. La disposicié de les imatges i grafics de cada
linia cel-lular és la mateixa. Varem transfectar les cel-lules amb el siRNA indicat (NT:
non-target). 48 hores després de la transfeccié varem fer el DNA fiber assay i recollir
les mostres per fer el WB de comprovacié. Pel WB (dalt-dreta) varem utilitzar la lamina
B com a control de carrega. Pel DNA fiber assay varem fer un marcatge tal com es
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detalla a l'esquema (dalt-esquerra). Les dues imatges (baix-esquerra) son
representatives de cada condicid. Varem mesurar la longitud del marcatge amb IdU en
fibres marcades amb els dos analegs. A cada experiment varem analitzar un minim de
250 fibres. El grafic (baix-dreta) en el cas de les cél-lules DLD-1 correspon a un
experiment representatiu de tres (3n) i en el cas de les cél-lules SW480 només s’ha fet
un experiment (1n) (test de Mann-Whitney, ****: P valor < 0.0001).

El nombre d’activacio de nous origens en condicions control (NT siRNA)
o amb la reducci6 d’'OZF (OZF siRNA) els valors daquests
esdeveniments eren molt baixos, de I'ordre de 3 a 5 origens activats per
condicid. En el cas que hi hagués una diferéncia petita en I'activacio de
nous origens, potser no la podem detectar degut a les limitacions
tecniques del DNA fiber assay, amb el qual no tenim prou resolucio. Per
tal d’incrementar la resolucio, i analitzar amb major precisié si hi havia
un efecte en l'activacié de nous origens, varem comparar per WB els
nivells de P-MCM2 S40. Aquesta fosforilacio de MCM2, és la que
realitza CDC7 per tal d’activar els nous origens. En les quatre linies
cel-lulars, tant tumorals com no tumorals, la disminucio per siRNA dels
nivells d'OZF no va produir canvis en els nivells de P-MCM2 S40,
indicant que I'activacio de nous origens no es veia afectada (figura 7).
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Figura 7. La deplecié d’OZF no varia les nivells de P-MCM-2 en cél-lules HCT116,
DLD-1, SW480 i hnTERT-RPE. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat (NT:
non-target). 48 hores després de la transfeccié varem recollir les cél-lules per fer el WB.
Varem utilitzar la lamina B o GAP120 com a control de carrega. En el cas de les cél-lules
HCT116 i hTERT-RPE es mostra un experiment representatiu de 3 i en el cas de les
DLD-1 i SW480 només s’ha fet un experiment.

1.4.3. LA REDUCCIO D’OZF NO INCREMENTA EL DANY A DNA
NI TE EFECTES SOBRE LA VIABILITAT CEL-LULAR

A diferéncia de les cél-lules hTERT-RPE, en HCT116 la disminucié
d’'OZF té efectes sobre la replicacié en condicions control. El seglient
que varem comprovar va ser si aquest efecte repercutia en la viabilitat
de les ceél-lules tumorals. Per a I'estudi de la viabilitat varem fer un
assaig de formacié de colonies, també conegut com assaig de
clonogenicitat. Amb aquesta técnica s’analitza la capacitat d’'una cél-lula
individual d’esdevenir una colonia. El procediment que varem utilitzar
fou recollir les cél-lules 48 hores després del tractament amb el siRNA
contra OZF, per diluir-les i replantar-les a una confluéncia molt baixa
per a qué estiguin prou separades entre elles. Les cél-lules queden
plantades de manera individual i una setmana després es pot veure si
han pogut formar una colonia.
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En les cél-lules HCT116 la deplecié d’OZF no va produir ningun efecte
sobre la capacitat formadora de colonies (figura 8).
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Figura 8. La depleci6 d’OZF no afecta la viabilitat en cél-lules HCT116 en
condicions control. Varem transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat (NT: non-
target). 48 hores després de la transfeccié varem replantar les cél-lules per diluir-les
(200 cél-lules per pou en una placa de 6 pous [per triplicat]). 7 dies després varem fixar,
tenyir i contar les coldnies. Varem calcular la mitjana de cada triplicat i normalitzar pel
control (iNT). El grafic mostra la mitjana de tres experiments independents (3n) (t-test,
n.s.: estadisticament no significatiu). Experiments realitzats en col-laboracié amb la Dra.
Sonia Feu.

L’altra opcio que ens varem plantejar és que I'abséncia d’OZF durant
I'estrés replicatiu pogués ocasionar dany al DNA, que posteriorment es
pugui reparar i no tingui consequéncies greus sobre la viabilitat cel-lular.
Per detectar el dany al DNA, varem fer una immunofluorescéncia contra
dues proteines involucrades en la resposta al dany. Una és 53BP1, i
l'altra és yH2AX. Com que no sabiem si podria ser un efecte molt lleu,
ja que no afecta la viabilitat, varem analitzar un gran nombre de cél-lules
utilitzant una técnica de microscopia que permet I'analisi de poblacions
grans, coneguda com a high-content screening microscopy. Varem
utilitzar portaobjectes amb pous aptes pel cultiu cel-lular i amb una base
de molt poc gruix per a poder utilitzar un microscopi confocal. Es va
automatitzar I'obtencio d’'imatges amb el microscopi per aixi aconseguir
mosaics d’imatges d’'una gran regid6 de cada pou i incrementar el
nombre de cél-lules que es poden analitzar. Al generar moltes imatges
també varem automatitzar I'analisi d’aquestes amb una macro d’lmageJ
i de R per visualitzar les dades obtingudes. Com a control de que la
técnica era prou sensible, varem afegir una condicié amb un tractament
de 0.1mM d’hidroxiurea que ocasiona un estrés replicatiu de baixa
intensitat, ja que no és suficient per activar el checkpoint de replicacio.
Ni amb les cél-lules HCT116 (figura 9) ni amb les DLD-1 (figura 10)
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varem observar un increment en yH2AX ni de 53BP1 després de la
reduccio dels nivells d'OZF en condicions control 0 amb un augment
d’estrés replicatiu (0.1mM hidroxiurea).
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Figura 9. La deplecié d’OZF no indueix dany en cél-lules HCT116. Varem transfectar
les cél-lules amb el siRNA indicat (NT: non-target). 48 hores després de la transfeccid
varem recollir les mostres per fer el WB de comprovacié (baix a I'esquerra). Varem
utilitzar GAP120 com a control de carrega. En el cas de la condicié tractada amb 0.1mM
d’hidroxiurea (HU), el tractament el varem fer 24 hores després de la transfeccid i varem
deixar les cél-lules amb hidroxiurea durant 24 hores. Aixi a les 48 hores després de la
transfeccié varem fixar les dues condicions (C i 0.1mM HU) i realitzar la
immunofluorescéncia de HCS. Es varen analitzar entre 500 i 1200 cél-lules per condicid.
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Es mostren els histogrames de frequéncia d’'un experiment representatiu de 2
experiments independents (2n).
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Figura 10. La deplecié d’OZF no indueix dany en cél-lules DLD-1. Varem transfectar
les cél-lules amb el siRNA indicat (NT: non-target). 48 hores després de la transfeccid
varem recollir les mostres per fer el WB de comprovacio (baix a I'esquerra). Varem
utilitzar GAP120 com a control de carrega. En el cas de la condicio tractada amb 0.1mM
d’hidroxiurea (HU), el tractament el varem fer 24 hores després de la transfeccid i varem
deixar les cél-lules amb hidroxiurea durant 24 hores. Aixi a les 48 hores després de la
transfeccié varem fixar les dues condicions (C i 0.1mM HU) i realitzar la
immunofluorescéncia de HCS. Es varen analitzar entre 500 i 1200 cél-lules per condicid.
Es mostren els histogrames de freqiéncia d’'un experiment representatiu de 2
experiments independents.
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Aixi doncs, tot i que la manca d’OZF provoca una disminucio en la
velocitat de replicacié del DNA, no té un efecte detectable en la
viabilitat cel-lular o el dany al DNA.
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CAPITOL 2

2.1. INTRODUCCIO

La proteina RAD51 té un paper principal en la recombinacié homologa,
tal com s’ha descrit a la introduccié. Durant la recombinacié homologa
RAD51 forma un filament nucleoproteic amb el ssDNA i promou la
invasio per buscar 'homologia en la cromatide germana #%2. A més a
més, té un paper fonamental en la resposta de les cél-lules a I'estres
replicatiu i les lesions en el DNA. Per aix0 cal estudiar-la en més detall
i aprofundir en les diverses funcions que té.

RAD51 forma part de la superfamilia de recombinases recA/Rad51, la
qual esta present en els 3 els dominis dels que en formen part tots els
éssers vius “3. L'linica excepcid sén alguns bacteris intracel-lulars amb
genomes extremadament reduits 4455 Es una proteina fonamental pel
manteniment i estabilitat del genoma. En llevats I'eliminacié del seu
ortdleg no és letal, tot i que sensibilitza les cél-lules al dany produit per
DSBs #6457 Quan s’indueix la tetraploiditzacié en llevats, RAD51 és
essencial per mantenir la viabilitat de les cél-lules “*®. En canvi, en
vertebrats és una proteina més rellevant, ja que I'eliminacié de RAD51
en ratolins produeix la mort en estat embrionari 45467,

Es podria catalogar a RAD51 com una ATPasa depenent de DNA, ja
sigui ssDNA o dsDNA 462463 Aixo és gracies a que conté un domini o/f
ATPasa semblant al de les helicases. Tot i aixd, I'activitat ATPasa és
baixa en comparacié amb el seu ortdleg en llevats (RecA), que és entre
150-200 vegades major que RAD51 463, Cada monomer de RAD51
s’uneix a 3 nucledtids amb una afinitat modesta (Kq [constant de
dissociacid] aproximada de 10°). Un gir del filament nucleoproteic
helicoidal de ssDNA-RAD51 esta compost per sis mondmers. La
hidrolisi de 'ATP redueix I'estabilitat del filament, fet que provoca que

RAD51 es reguli negativament a través de l'activitat ATPasa propia
463,464

A banda d’aquest domini ATPasa, també té un domini N-terminal format
per 5 hélix a i una lamina B que intervé en la unié entre mondmers de
RAD51, dos bucles desordenats que s’uneixen al DNA i un fragment
flexible que fa de connector entre els dominis 462,
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2.1.1. FORMACIO | ESTABILITZACIO DEL NUCLEOFILAMENT
RADS51-ssDNA

Quan s’exposa un fragment de ssDNA, aquest fragment es cobreix
rapidament amb la proteina RPA. Aixd es deu a que RPA presenta una
elevada afinitat pel ssDNA (Kq aproximada de 107'%) i a més a més hi
ha entre 3 i 5 milions de molécules per cél-lula 4654 Aquest fet implica
que per a la formacié del filament de RAD51 al ssDNA sigui necessari
que RAD51 desplaci el d’'RPA “¢7. Com que RAD51 presenta una menor
afinitat pel DNA que RPA i, a més a més, una menor estabilitat, fa que
es requereixi d’'una proteina mediadora que, a més de formar aquests
filaments, els estabilitzi. En mamifers aquesta proteina és BRCA2 467468,
En el context de la recombinacié homologa PALB2 interacciona amb
BRCA1 i és aquest ultim el que recluta a BRCA2 alla on hi ha el dany
469 D’aquesta manera BRCA2 s’uneix al ssDNA per tal de reclutar-hi
RAD51 469,470_

BRCAZ2 té una regié formada per repeticions BRC. Aquestes tenen la
capacitat de formar el filament nucleoproteic en aportar
aproximadament 4 mondmers de RAD51 al DNA. També promouen
I'estabilitat del filament RAD51-ssDNA, ja que per una banda inhibeixen
l'activitat ATPasa de RAD51 i, per l'altra, redueixen l'associacio de
RAD51 a dsDNA 471472 Cal destacar que la regié C-terminal també es
pot unir a RAD51 i promoure I'estabilitzacié d’aquests filaments 473,

Tot i ser la principal, BRCA2 no és I'Unica proteina que intervé en
I'estabilitzacié i la dinamica dels filaments RAD51-ssDNA. Els paralegs
de RAD51 també intervenen en la seva formacio, la dinamica i la invasio
per buscar 'homologia 4%3. Tal com s’ha mencionat al principi, RAD51
forma part d’'una superfamilia de recombinases presents en tots els
dominis d’éssers vius. Aix0 implica que aquestes proteines tenen un
ancestre comu, del qual han evolucionat. Durant el procés s’han produit
diverses duplicacions genomiques i diversificacié de funcions 453474, En
consequliéncia, podem trobar diversos paralegs de RAD51: RAD51B,
RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3 i SWSAP1 453474475 Tots ells
formen part de diversos complexos:
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- BCDX2: RAD51B-RAD51C-RAD51D-XRCC2
- CX3: RAD51C-XRCC3
- Shu: SWSAP1-SWS1

L’4nica d’aquestes proteines que no és un paraleg de RAD51 és SWS1
475, RAD51C forma part de dos complexos i a més a més també
interacciona amb el format per PALB2, RAD51 i BRCA2 4’5, S’ha
observat que l'eliminacié de la majoria de paralegs de RAD51 en
ratolins provoca la mort en estat embrionari 477.

2.1.2. FUNCIONS DE RAD51

RAD51 té altres funcions a més de la cerca d’homologia durant la
recombinacié homologa. S’ha vist com a banda d’altres factors com
ZRANB3 o SMARCAL, és una proteina important per a la regressié de
la forqueta. La seva eliminacié redueix el nombre de forquetes
regressades i promou I'acumulacié de DSBs 48, Cal destacar que
aquesta funcié no depén de la capacitat de fer I'intercanvi de cadenes,
ni de BRCA2, ni de la formacié del filament nucleoproteic llarg de
RAD51 a l'inici de la regressio 317:318:479.480,

En situacions d’encreuament entre cadenes (conegut com interstrand
crosslink [ICL]), la regressio de la forqueta promou la seva reparacio.
S’ha vist com RAD51 es recluta quan es produeix una parada de la
forqueta per ICL 482 Com que moltes d’aquestes funcions no
depenen de la recombinaci6 homologa i de BRCA2, és important
destacar que a aquestes forquetes el reclutament de RAD51 és
independent de BRCA2 #83-48%_Hi ha maneres alternatives per reclutar
RAD51 al DNA que no impliquen la formacié del complex BRCA1-
PALB2-BRCA2, com el complex MMS2L-TONSL que recluta RAD51
quan hi ha forquetes parades o la fosforilacio de RAD51 que fan PIk1 i
CK2, fent que interaccioni amb NBS1. La proteina NBS1 forma part del
complex MRN i és un sensor inicial de DSB. D’aquesta manera es pot
acumular RAD51 als llocs on hi ha dany al DNA fins i tot en situacions
on no hi ha BRCA2 486488

A més del seu paper a l'inici de la regressioé de les forquetes, s’ha vist
com el filament nucleoproteic que es forma després actua com a
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protector del DNA naixent de I'activitat de nucleases %94, Aquesta
funcié també s’ha vist que es deu a la formacié del nucleofilament, i és
independent de I'activitat de cerca d’homologia i d’intercanvi de cadena.
Aquesta proteccid és un fet més estructural que d’activitat enzimatica.
Per aix0 la seva estabilitzacio és clau, aixi que depén de proteines que
I'estabilitzin com son BRCA1, BRCA2 i BOD1L 319320,

No sempre es produeix la regressio de la forqueta, quan aquesta no es
pot donar s’afavoreix el repriming mediat per la PRIMPOL “°'. El que fa
aquesta primasa és fer un repriming més enlla de la lesio al DNA, aixi
es pot continuar amb la replicacié evitant la zona lesionada fent
Translesion synthesis o sintesi de translesié. D’aquesta manera el
replisoma pot sobrepassar les lesions #2343, Com a consequéncia es
produeixen fragments de ssDNA a les zones no replicades que si no
s’emplenen es poden processar en DSBs i ser una font d’inestabilitat
gendmica 343344 RAD51 protegeix d’aquests fragments de ssDNA i té
un paper a la postreplicacioé d’aquests fragments durant la G2. S’ha vist
que si s’elimina RAD51 es produeix un augment en els ssDNA produits
per la translesion synthesis 36,

Els paralegs de RAD51 també participen en aquests processos. S’ha
descrit que el complex BCDX2 intervé en la regressié de la forqueta 4%2,
i juntament amb CX3 protegeixen les forquetes de la degradacio per
part de MRE11 4. A més a més, el complex CX3 també intervé en el
reinici de les forquetes regressades *34%. En canvi el complex Shu no
s’ha relacionat amb la proteccidé del DNA naixent, pero en llevats s’ha
descrit que intervé en el reinici després d’un estrés replicatiu produit per
hidroxiurea 4°°.

En resum, a banda del seu paper a la recombinacié homoéloga, RAD51
esta involucrat en:

o Regressié de la forqueta
e Proteccio del DNA naixent
e Reparacio6 post-replicacio
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2.2. RESULTATS PREVIS

2.2.1. RAD51 NO ES ESSENCIAL PER LA REPLICACIO EN hTERT-
RPE

Gran part dels estudis de RAD51 estan fets en cél-lules transformades.
En vista d’aquesta situacid, el nostre grup es va centrar en avaluar les
funcions de RAD51 en cél-lules no tumorals. Mitjangant la técnica
d'iPOND (Isolation of proteins on nascent DNA) es poden aillar les
proteines que interaccionen amb el DNA acabat de sintetitzar, també
conegut com DNA naixent (nascent DNA). Gracies a aquesta técnica
varem detectar la preséncia de RAD51 a les forquetes de replicacié en
condicions control en cél-lules hTERT-RPE 4%, Havent trobat RAD51 a
la forqueta de replicacio ens varem centrar en analitzar quines funcions
tenia RAD51 en la replicacio.

El primer que es va estudiar va ser si RAD51 era important per la
progressié de la forqueta. Aixi doncs es va inhibir RAD51 i després es
va realitzar un DNA fiber assay per tal d’estudiar la replicacié en
aquestes condicions. Per tal d’inhibir RAD51 varem utilitzar el B02, que
€s un inhibidor de la unié de RAD51 al ssDNA i de l'activitat d’intercanvi
de cadena 49",

Per DNA fiber assay no es va veure cap efecte en la progressié de la
forqueta amb la inhibici6 de RAD51 amb B02 (figura 1).
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Figura 1. La inhibici6 de RAD51 no afecta la progressié de la forqueta en
condicions control en cél-lules hTERT-RPE. Varem fer un tractament i marcatge tal
com es detalla a 'esquema. Dosi B02: 25uM. Les dues imatges son representatives de
cada condicié. Varem mesurar la longitud del marcatge amb IdU en fibres marcades
amb els dos analegs. A cada experiment varem analitzar un minim de 200 fibres. El
grafic (dreta) correspon a la mitjana i a la desviacié estandard de tres experiments
independents (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu).

2.2.2. RAD51 ES NECESSARI PER LA PROGRESSIO DE LA
FORQUETA DE REPLICACIO EN CONDICIONS D’ESTRES
REPLICATIU

Per iPOND també es va trobar RAD51 a les forquetes en el reinici
després d’'un estres replicatiu agut (2 hores amb 10mM d’hidroxiurea).
Per tant, el seglient que es va analitzar fou si RAD51 tenia algun paper
a la replicacidé del DNA en condicions d’estrés replicatiu. Es va fer un
DNA fiber assay després de la inhibici6 de RAD51 amb BO02, i la
induccié d’'un estrés replicatiu suau amb 0.1mM d’hidroxiurea. La dosi
utilitzada provoca un estrés replicatiu que redueix la velocitat de la
forqueta, perd no es suficient per provocar una activacio del checkpoint
de replicacio.

En condicions d’estrés replicatiu suau, el fet d’inhibir RAD51 va
provocar una disminuci6 de la velocitat de la forqueta (figura 2).
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Figura 2. La inhibicié de RAD51 redueix la progressio de la forqueta en condicions
d’estrés replicatiu suau en cél-lules hTERT-RPE. Varem fer un tractament i marcatge
tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 0.1mM. Dosi B02: 25uM. Les
dues imatges son representatives de cada condici6é. Varem mesurar la longitud del
marcatge amb IdU en fibres marcades amb els dos analegs. A cada experiment varem
analitzar un minim de 250 fibres. El grafic correspon a un experiment representatiu de
tres experiments independents (Test de Mann-Whitney, ****: P valor <0.0001).

Com que les cél-lules tumorals HCT116 tenen un estrés replicatiu basal
es va fer 'experiment de DNA fiber assay en aquestes cél-lules inhibint
RAD51 en condicions control.

La inhibicié de RAD51 en cél-lules HCT116 va produir la disminucioé de
la velocitat de la forqueta de replicacio (figura 3).
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Figura 3. La inhibicié de RAD51 redueix la progressio de la forqueta en condicions
control en cél-lules HCT116. Varem fer un tractament i marcatge tal com es detalla a
'esquema. Les dues imatges sén representatives de cada condici6. Varem mesurar la
longitud del marcatge amb IdU en fibres marcades amb els dos analegs. A cada
experiment varem analitzar un minim de 250 fibres. El grafic correspon a un experiment
representatiu de tres experiments independents (Test de Mann-Whitney, ****: P valor
<0.0001).

2.3. OBJECTIU
L’objectiu d’aquest capitol és:

I.  Analitzar si la reduccié de la velocitat de la forquilla de replicacié
provocada per la inhibici6 de RAD51 en condicions d’estrés
replicatiu té un efecte sobre la viabilitat cel-lular i la integritat del
genoma.

2.4. RESULTATS

2.41. LES CEL-LULES DE CANCER COLORRECTAL TENEN
INCREMENTATS ELS NIVELLS DE RAD51

El primer que ens varem preguntar fou si les cel-lules de cancer
colorectal tindrien major quantitat de RAD51. Com ja s’ha esmentat al
capitol anterior, les cél-lules tumorals de cancer colorectal (CRC) tenen
majors nivells d’estrés replicatiu 4440, Per tant, en afectar RAD51 la
replicacié en condicions d’estrés replicatiu voliem veure si les cél-lules
amb les que treballariem tenien majors nivells de RAD51. En analitzar
els nivells de RAD51 per western blot, les cél-lules de CRC (HCT116 i

118



CAPITOL 2

DLD-1) tenien majors nivells de RAD51 comparades amb les no
transformades hTERT-RPE (figura 4).
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Figura 4. Les cél-lules tumorals HCT116 i DLD-1 tenen uns majors nivells de P-
Chk1 i RAD51 que ceél-lules hTERT-RPE. WB representatiu de 3 experiments
independents. Varem utilitzar un marcatge amb Poinceau com a control de carrega.

2.4.2. LAINHIBICIO DE RAD51 RETARDA LA PROGRESSIO DE LA
FASE S EN HCT116 | DLD-1

En inhibir RAD51 en cél-lules amb estrés replicatiu basal, la forquilla de
replicacié progressava més lentament (figura 3). El seglent pas fou
comprovar si aquest alentiment de la progressio de les forquetes de
replicacio es traduia en un retard en el progrés de la fase S. El que
varem fer fou un pols amb BrdU per marcar les cél-lules que en el
moment del tractament estaven en fase S. Després varem tractar amb
B02 i varem recollir mostres de manera progressiva per veure I'avang
en el cicle de la poblacio BrdU positiva.

Després del tractament amb l'inhibidor de RAD51 la progressié en la
fase S era més lenta que en les condicions control tant en les cél-lules
HCT116 com en les DLD-1 (figura 5).
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Figura 5. La inhibicié de RAD51 retarda la progressié de la fase S en cél-lules
HCT116 i DLD-1. Varem utilitzar un marcatge amb BrdU per analitzar la progressié en
condicions controls o tractades amb 25uM B02, de les cél-lules que estaven inicialment
en fase S. (veure I'esquema de la part superior). Estan representats els histogrames
del marcatge amb PI de les cel-lules BrdU+. Les condicions es van recollir a I'hora
marcada a dalt de cada histograma. Les dues primeres files de histogrames
corresponen a les cél-lules HCT116 i la fila inferior a les DLD-1.
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2.4.3. LA INHIBICIO DE RAD51 NO INCREMENTA EL DANY AL
DNA NI TE EFECTES SOBRE LA VIABILITAT CEL-LULAR

Aquesta reduccié de la progressié en la fase S podria afectar la viabilitat
cel-lular. El que varem fer fou analitzar si després de 12 hores de
tractament amb B02 hi havia un efecte sobre la capacitat de les cél-lules
per formar colonies.

La inhibicié de RAD51 va disminuir la viabilitat cel-lular, no obstant aixo,
en hTERT-RPE i HCT116 la reduccid va ser molt semblant (figura 6).

30min 12h
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Figura 6. La inhibici6 de RAD51 disminueix la viabilitat en cél-lules HCT116 i
hTERT-RPE en condicions control. Varem tractar les condicions B02 durant 12 hores
amb 25uM de B02, després varem replantar les cel-lules per diluir-les (200 cel-lules per
pou en una placa de 6 pous [per triplicat]). 7 dies després varem fixar, tenyir i contar les
colonies. Varem calcular la mitjana de cada triplicat i normalitzar pel control. El grafic
mostra la mitjana de tres experiments independents. Experiments realitzats en
col-laboracié amb la Dra Sonia Feu.

De manera que no sembla que l'alentiment de la progressié de la
forqueta de replicacié sigui la causant d’aquesta reduccio en la viabilitat,

ja que aquest alentiment no ocorre en hTERT-RPE.

Després ens varem preguntar si la inhibici6 de RAD51 en condicions
d’estrés replicatiu incrementava els nivells de P-Chk1 S295. Primer
varem comprovar si la inhibici6 de RAD51 produia majors nivells de P-
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Chk1 S295 en hTERT-RPE i després en HCT116. Com que les cél-lules
hTERT-RPE no tenen estrés replicatiu basal, les varem sotmetre a
diferents nivells d’estrés replicatiu. Per descartar I'efecte de ceél-lules
que estan en altres fases del cicle, abans de fer el western blot (WB)
varem sincronitzar-les en fase S. Primer varem tractar les cél-lules amb
timidina per deixar-les parades en la transicié G1-S. Després d’eliminar
la timidina, varem mentenir les cél-lules 2 hores en medi per a que
entressin en fase S. Aixi, un cop sincronitzades en S, varem fer els
tractaments amb hidroxiurea a diferents dosis (0.1mM, 1mM i 10mM)
combinades amb B02. Amb les diferents dosi d’hidroxiurea
aconseguiriem diferents nivells d’activacié del checkpoint. Després
varem recollir mostres a diferents temps durant 4 hores per tal
d’analitzar per WB els nivells de P-Chk1 S296.

La inhibici6 de RAD51 produida pel BO2 no va afectar la fosforilacié de
Chk1 en la serina 296, ja que els nivells d’aquesta proteina son iguals
que els de la condicio tractada només amb hidroxiurea (figura 7).

També varem poder veure com el fet de sincronitzar les ceél-lules amb
timidina ja indueix una petita activacié del checkpoint (figura 7).
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Figura 7. La inhibici6 de RAD51 no incrementa l'estrés replicatiu ni afecta
'activacié del checkpoint de replicacié en cél-lules hTERT-RPE. Excepte la
condicio de cel-lules asincroniques, primer varem sincronitzar les cél-lules amb timidina,
i després varem fer els tractaments seguint 'esquema que es mostra a la figura. Dosis
hidroxiurea (HU): 0.1mM, 1mM i 10mM. Dosi B02: 25uM. La condicié de cél-lules
asincroniques (As) és la mateixa en les tres membranes, es tracta de cél-lules recollides
directament sense cap tractament. Es va utilitzar CDK4 com a control de carrega. WB
representatiu de 2 experiments independents (2n).

Com que les cél-lules HCT116 ja tenen un estrés replicatiu basal no les
varem tractar amb hidroxiurea. Com que també ens interessava veure
la influéncia de RAD51, varem afegir tres condicions més amb 1, 2i 4
hores de recuperacié del tractament amb B02. Aixi podiem veure si els
possibles efectes desapareixien un cop eliminada la inhibicié. També
varem analitzar si hi havia augment de yH2AX, ja que ens interessava
veure si es produia dany al DNA amb la reduccié de la velocitat de la

forqueta de replicacio.
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El tractament amb B02 no va produir cap increment en l'activacié del
checkpoint de replicacié (figura 8). Malgrat aix0, el tractament amb B02
si que sembla que incrementés la quantitat de yH2AX, tot i que en
eliminar el B02, els nivells disminuien durant la recuperacié (figura 8).
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Figura 8. La inhibici6 de RAD51 incrementa els nivells de yH2AX, peré no
incrementa I'activacio del checkpoint de replicacié en cél-lules HCT116. Excepte
la condicioé de cel-lules asincroniques (C As), primer varem sincronitzar les cel-lules amb
timidina (Tim), i després varem fer els tractaments seguint 'esquema que es mostra a
la figura. R: Recuperacié. Dosi B02: 25uM. Es va utilizar CDK4 com a control de
carrega. WB representatiu de 2 experiments independents. El control de timidina (C
Tim) és una condici6 recollida just després del tractament amb timidina per veure
I'efecte de la timidina en els nivells de les proteines analitzades. El control de timidina i
2 hores de recuperacié (C Tim+2h R) és una condicié per veure els nivells de les
proteines analitzades després del procés complet de sincronitzacio, just abans del
tractament amb B02.

En veure 'augment de yH2AX amb el tractament amb B02 voliem
comprovar que es produia també en ceél-lules no sincronitzades. Ens
interessava eliminar I'efecte en 'augment de pCHK1 i yH2AX que
provoca la sincronitzacié6 amb timidina. Per tant, varem dissenyar un
experiment de microscopia d’analisi de poblacions grans (High content
screening) en el qual varem fer primer un pols amb CldU per a marcar
les cél-lules que estaven replicant el DNA just abans del tractament.
Després, varem tractar amb B02 durant 4 hores per tal d’inhibir la
RAD51 durant la fase S. En acabar varem fer un altre pols amb EdU,
que és un altre analeg de la timidina. Amb aquest disseny experimental
varem aconseguir seleccionar només les cél-lules que varen estar en

fase S durant tot el temps que dura el tractament amb B02 (CldU i EdU
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positives). Aixi varem evitar també I'efecte que pogués tenir el BO2 en
altres fases del cicle cel-lular sense haver de sincronitzar les cél-lules.
Com a control positiu varem utilitzar la condicié tractada amb 0.1mM
d’hidroxiurea.

Després de 4 hores amb l'inhibidor, les cél-lules que estaven en fase S
tenien major nombre de focus de yH2AX. Els nivells eren semblants al
de les cél-lules tractades amb 0.1mM d’hidroxiurea (figura 9).
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Figura 9. La inhibici6 de RAD51 incrementa els nivells de yH2AX en cél-lules
HCT116. Varem fer el marcatge i tractaments tal com es mostra a 'esquema de dalt,
després varem fixar les cél-lules i fer la immunofluorescéncia de HCS. Dosi B02: 25uM.
Dosi hidroxiurea (HU): 0.1mM. A la pagina anterior es mostren imatges representatives
de tot el mosaic. Només s’estudia la poblacié en fase S durant tot el tractament (CIdU i
EdU positives). A la grafica de I'esquerra es mostres les proporcions amb menys i amb
més de 4 focus de YH2AX per condicié. A la grafica de la dreta es troben superposats
els histogrames de freqiiéncia de les condicions control i tractada amb B02. Es varen
analitzar entre 500 i 1000 cél-lules per condicié.

Els focus de yH2AX poden augmentar perqué es produeix ssDNA 4%,
Per comprovar si es produia dany al DNA després de la inhibicié de
RAD51 durant la replicacid, el que varem fer fou repetir I'experiment

anterior pero en aquest cas detectant el nombre de focus de 53BP1.

Les cél-lules que havien estat en fase S tot el temps del tractament amb
B02 no presentaven un increment en focus de 53BP1 (figura 10). Per
tant, 'increment anterior de focus de yH2AX es produeix per 'augment
de ssDNA i no perqué es generi dany al DNA.
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Figura 10. La inhibici6 de RAD51 no afecta els nivells de 53BP1 en cél-lules
HCT116. Varem fer el marcatge i tractaments tal com es mostra a 'esquema de dalt,
després varem fixar les cél-lules i fer la immunofluorescéncia de HCS. Dosi B02: 25uM.
Dosi hidroxiurea (HU): 0.1mM. Només s’estudia la poblacié en fase S durant tot el
tractament (CldU i EdU positives). Al grafic de I'esquerra es mostres les proporcions
amb menys i amb més de 6 focus de 53BP1 per condicié. A la dreta es troben
superposats els histogrames de freqiiencia de les condicions control i tractada amb B02.
Es varen analitzar entre 1000 i 2000 cél-lules per condicid.

En descartar la hipotesi de I'increment del dany al DNA, voliem detectar

directament el ssDNA per immunofluorescéncia.

Per a qué I'anticds contra BrdU es pugui unir especificament al DNA cal
que aquest estigui en cadena senzilla. Per aixd, les
immunofluorescencies contra BrdU requereixen d'un pas de
desnaturalitzacié del DNA, aixi es pot tenir tot el DNA en ssDNA i fer
accessible tot el BrdU a I'anticds. En aquest cas no ho férem, de manera
que I'anticds contra BrdU només s’hi podria unir a on hi hagués regions
amb ssDNA. Préviament al tractament varem fer una incubacio llarga
(24h) amb BrdU, per a tenir tot el DNA marcat amb BrdU abans de fer
el tractament amb el B02. També voliem analitzar a la mateixa
immunofluorescéncia si hi havia focus d’'RPA, que s’uneix directament
al ssDNA . Com a control positiu varem afegir una condicié amb un
tractament amb 10mM d’hidroxiurea.

Després d'un tractament de 4h amb B02 no varem observar cap
augment ni en els focus de BrdU ni en els d’'RPA (figura 11). Per tant,
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aixd apunta que no es produeixen fragments grans de ssDNA, o com a
minim fragments prou grans com per poder-los detectar amb aquesta
técnica.

24h 4h
o I ST
« S S

BrdU+RPA32

Figura 11. La inhibicié de RAD51 no incrementa significativament els nivells de
ssDNA en cél-lules HCT116. Varem fer el marcatge i tractaments tal com es mostra a
'esquema de dalt, després varem fixar les cél-lules i fer la immunofluorescéncia de
HCS. En aquesta no es va desnaturalitzar el DNA. Dosi B02: 25uM. Dosi hidroxiurea
(HU): 10mM. Es mostren imatges representatives de tot el mosaic. Els perfils dels nuclis
estan marcats en groc. Es varen analitzar entre 1000 i 1500 cél-lules per condicié.
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2.4.4. LA INHIBICIO DE RAD51 REDUEIX LA UNIO DE LA DNA
POLIMERASA A AL DNA.

El veure I'increment en focus de yH2AX després d’un tractament de 4
hores amb B02, i 'abséncia de grans fragments de ssDNA, la nostra
hipotesi fou que el tractament produia fragments petits de ssDNA que
no podiem detectar per immunofluorescéncia. En Xenopus s’ha
demostrat que RAD51 interacciona amb la polimerasa a per a reclutar-
la en forquetes que s’han parat per tal d’evitar la formacié de grans
fragments de ssDNA 40,

Varem analitzar si amb la inhibicié de RAD51 en cél-lules HCT116 -que
tenen un estrés replicatiu basal- hi hauria menys quantitat de DNA
polimerasa a unida a la cromatina. Després d’un tractament de 4 hores
amb B02 varem fer una extraccié de cromatina i analitzar per WB la
quantitat de DNA polimerasa a unida a ella. A la fraccié de cromatina
varem observar una disminucié de la DNA polimerasa a després de la
inhibici6 de RAD51 (figura 12). Aquest efecte no es va observar ni en
el lisat total ni en la fracci6 citosolica (figura 12).
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Figura 12. La inhibicié de RAD51 redueix els nivells de polimerasa a unida a la
cromatina en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules amb 25uM de B02 durant
4 hores. Després varem recollir les dues condicions i varem fer la extraccié de la
cromatina. Es va utilitzar GAP120 com a control de carrega del citoplasma (Cit), i
Lamina B com a control de carrega de la fraccié de la cromatina (Crom). Pel lisat total
serveixen ambdues proteines. WB representatiu de 4 experiments independents (Pol a:
Polimerasa a). A la dreta hi ha la mitjana i desviacié estandard de la quantificacio del
WB dels 4 experiments (resultats normalitzats pel control de carrega (Lamina B) i
respecte a la condicié control). Només hem quantificat la fraccio de la cromatina (t-test,
**: P valor <0.01).
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En les cél-lules hTERT-RPE varem veure préviament com, provocant
un estrés replicatiu que aturi les forquetes, aquestes necessitaven a
RADS51 per a la seva progressio després del reinici de la forqueta de
replicacié #%°. Aixi doncs, varem analitzar quatre condicions:

C: Control
- HU+R: Per veure els nivells durant la recuperacié d’'un estrés

replicatiu (control amb estrés replicatiu).

- HU+BO02 : Per veure I'efecte de la inhibici6 de RADS1 durant el
reinici i la replicacié posterior.

-  HU+R+BO02: Per veure I'efecte de la inhibicié un cop s’ha fet el
reinici de les forquetes.

Els resultats van mostrar com en cél-lules no tumorals hTERT-RPE
després d’un estrés replicatiu (HU+B02) o durant la progressio després
d’un estrés replicatiu (HU+R+B02) la inhibicié de RAD51 redueix també
la unio de la polimerasa a a la cromatina (figura 13).
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Figura 13. La inhibicié de RAD51 redueix els nivells de polimerasa a unida a la
cromatina en cél-lules hTERT-RPE després d’un estrés replicatiu agut. Varem
tractar les cél-lules tal com es mostra a 'esquema de dalt. Després varem recollir les
condicions i fer I'extraccio de la cromatina. Es va utilitzar GAP120 com a control de
carrega del citoplasma), i Lamina B com a control de carrega de la fraccié de la
cromatina. WB representatiu de 5 experiments independents (Pol a: Polimerasa a. C:
Control. R: Recuperacié). A la dreta hi ha la mitjana i desviacié estandard de la
quantificacié del WB dels 5 experiments (resultats normalitzats pel control de carrega
(Lamina B) i respecte a la condicié control). Només hem quantificat la fracci6 de la
cromatina (t-test,*: P valor < 0.05 ,**: P valor < 0.01).

Analitzant els resultats d’aquest capitol de manera global, podem veure
com RAD51 és important pel manteniment de la progressio de la
forqueta de replicacié en condicions d’estrés replicatiu. La seva inhibicio
en cél-lules de cancer colorectal produeix un retard en la progressié de
la fase S, toti que no compromet seriosament la viabilitat cel-lular. En
condicions d’estrés replicatiu RAD51 esta involucrada en la uni6 de la
polimerasa a a la cromatina.
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3.1. RESULTATS PREVIS

3.1.1. EL REINICI DE LA REPLICACIO DESPRES D’UN
ESTRES REPLICATIU SEVER ESTA COMPROMES
EN hTERT-RPE

Els ultims anys el nostre laboratori s’ha centrat en la resposta de les
cél-lules no tumorals contra I'estrés replicatiu. Aquest estrés el varem
dividir en dos tipus diferents: estrés replicatiu agut -on no es produeix el
col-lapse de les forquetes- i estrés replicatiu sever -on hi ha un col-lapse
de les forquetes-. L'estrés replicatiu agut el varem generar amb un
tractament de 10mM d’hidroxiurea durant 2 hores i el sever amb la
mateixa dosi d’hidroxiurea durant 14h.

L’analisi per comprovar si les cél-lules sén capaces de finalitzar el cicle
cel-lular el varem fer per citometria de flux. Primer varem fer un pols
amb BrdU per marcar les cél-lules en fase S just abans de produir
I'estrés replicatiu. Després d’eliminar la hidroxiurea es varen deixar
recuperar les cél-lules en medi amb nocodazole. El nocodazole és un
inhibidor de la despolimeritzacié dels microtubuls i para les cél-lules al
final de la mitosi 5%,

Després d'un estres replicatiu agut, les cél-lules hTERT-RPE son
capaces de reiniciar la replicacié un cop eliminada la font de I'estrés
(HU). En canvi després d’un estrés replicatiu sever, durant les 12 hores
de recuperacio, les cél-lules no sén capaces d’acabar el cicle cel-lular i
una part de la poblacié es queda parada en fase S al no poder acabar
la replicacio (figura 1).
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Figura 1. L’estrés replicatiu sever compromet el reinici de la replicacio i la
progressio en el cicle en cél-lules hTERT-RPE. Varem fer un marcatge amb BrdU i
tractar les cél-lules tal com s’indica a 'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Només
varem analitzar la poblacié amb marcatge de BrdU. Varem calcular el percentatge de
cel-lules en fase S (grafic de I'esquerra) i el de cél-lules mitdtiques (grafic de la dreta).
Als grafics es mostra la mitjana i la desviacié estandard de 6 experiments independents
(6n) (T-test,**: P valor <0.001).

Analitzant la recuperacié per DNA fiber assay es pot veure com després
d’'un estres replicatiu sever, tal com s’hi podria esperar amb els resultats
de citometria obtinguts, el nombre de forquetes parades va augmentar
i el reinici de les forquetes es va reduir (figura 2). Malgrat aquesta
disminucié en el reinici, I'activacié de nous origens no varia (figura 2).

30min 2-14h 1h
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Figura 2. Durant la recuperacio de I'estrés replicatiu sever incrementa el nombre
de forquetes parades en cél-lules hTERT-RPE. Varem fer un marcatge tal com es
detalla a 'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Les imatges son representatives de
cada condicio. Varem analitzar la dinamica de replicacié i quantificar el percentatge
respecte el total de fibres marcades amb CldU de forquetes que reinicien (fibres
marcades amb CldU i IdU, [grafic a 'esquerra]), de forquetes parades (fibres marcades
només amb CldU [grafic del centre]) i d’activacié de nous origens (fibres marcades amb
IdU [grafic a la dreta]). C: Control; 2HU: 2 hores amb HU; 14HU: 14 hores amb HU. Es
mostra la mitjana i desviacié estandard de tres experiments independents (t-test, *: P
valor <0.05). Com a minim es van quantificar 500 fibres per condicié i experiment.

L’activacio de nous origens depén principalment de les proteines
CDK2-Ciclina A i CDC7 %', Varem analitzar per western blot (WB) els
nivells de proteines importants per a I'activacio de nous origens i la

progressio en el cicle cel-lular, en aquest cas ciclina A i ciclina B.

Com que els nivells d’aquestes proteines varien durant el cicle
cel-lular?®®, es van sincronitzar les cél-lules en fase S amb timidina.
Aquestes ciclines es degraden per la ubiquitinitzacié que fa APC/CC"
la posterior proteolisis per part del proteasoma %°2. Aixi que varem afegir
a algunes condicions l'inhibidor del proteasoma MG-132, o varem
deplecionar per siRNA el cofactor Cdh1, que és el responsable del
reconeixement de les ciclines A i B per part dAPC/C %2, D’aquesta
manera si els nivells es reduien, podriem saber si era per degradacié
pel proteasoma o no.

Analitzant el nivell de les ciclines A i B, varem poder apreciar com durant
I'estrés replicatiu es va produir una activacioé de '’APC/C®"" i |a posterior
degradacio de les ciclines (figura 3). Durant I'estres replicatiu sever, la
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inhibicié del proteasoma o la deplecio de la Cdh1 va restablir els nivells
de ciclina A i de ciclina B (figura 3).
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Figura 3. Durant I’estrés replicatiu sever s’activa APC/ C¢9"" en cél-lules hTERT-
RPE. Tal com indica I'esquema, es van sincronitzar les cél-lules amb timidina abans de
fer els tractaments. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Dosi MG-132 (MG): 10uM. Es va
utilitzar GAP120 com a control de carrega. Es mostra un WB representatiu de 3
experiments independents. En el cas del WB de la dreta abans de la sincronitzacié amb
timidina es van transfectar les cél-lules amb el siRNA indicat (NT: non-target). Després
es van tractar les diferents condicions i recollir-les al temps indicat per fer el WB. Dosi
hidroxiurea (HU): 10mM. Dosi MG-132 (MG): 10uM. Varem utilitzar CDK4 o GAP120
com a control de carrega. Es mostra un WB representatiu de 3 experiments
independents.

3.1.2. LES CEL-LULES HCT116 RECUPEREN LA
REPLICACIO DESPRES D’UN ESTRES REPLICATIU
SEVER

A diferéncia de I'observat en cél-lules hnTERT-RPE, després d'un estres
replicatiu sever, les cél-lules HCT116 eren capaces de reiniciar i
finalitzar la replicacié. Durant les 12 hores que varem deixar a les
cél-lules recuperar-se, gairebé la meitat de la poblacié va arribar a
mitosi (figura 4).
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Figura 4. Les ceél-lules HCT116 finalitzen la replicacio i progressen en el cicle
cel-lular després d’un estrés replicatiu sever sense activar APC/C ¢, Es va fer
un marcatge amb BrdU i tractament de les cél-lules tal com s’indica a 'esquema de dalt.
Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Només es va analitzar la poblaci6 amb marcatge de
BrdU. Es va calcular el percentatge de cél-lules en fase S i el de cél-lules mitotiques
(Amb marcatge de MPM2). Es mostren els resultats de citometria d’'un experiment
representatiu de 3. Pel WB es van sincronitzar les cél-lules amb timidina abans de fer
els tractaments. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Dosi MG-132 (MG): 10uM. Al tractament
de 14MG es va afegir MG-132 a les 8 hores de tractament amb hidroxiurea. Al
tractament de 24 MG es va afegir MG-132 a les 14 hores de tractament amb hidroxiurea.
Es va utilitzar CDK4 com a control de carrega. Es mostra un WB representatiu de 3
experiments independents .

139



RESULTATS

A més a més, el temps que va durar I'estrés replicatiu els nivells de
ciclines van romandre estables (figura 4). En les cél-lules HCT116, de
manera semblant al que passava amb hTERT-RPE, després d’un
estres replicatiu sever el nivell de reinici de les forquetes es va reduir i
en consequéncia el nombre de forquetes que van romandre parades va
augmentar. En canvi, a diferéncia de les cél-lules hTERT-RPE, el nivell
d’activacié de nous origens va augmentar de manera considerable
(figura 5).
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Figura 5. Durant la recuperacié de I’estrés replicatiu les cél-lules HCT116 activen
nous origens de replicacio. Varem fer un marcatge tal com es detalla a 'esquema.
Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Les imatges sén representatives de cada condicié. Varem
analitzar la dinamica de replicacio i quantificar el percentatge respecte el total de fibres
marcades amb CldU de forquetes que reinicien (fibres marcades amb CIdU i IdU, [grafic
a l'esquerra)), de forquetes parades (fibres marcades només amb CldU [grafic del
centre]) i de I'activacié de nous origens (fibres marcades amb IdU [grafic a la dreta]). C:
Control; 2HU: 2 hores amb HU; 14HU: 14 hores amb HU. Es mostra la mitjana i
desviacio estandard de tres experiments independents (t-test, n.s.: estadisticament no
significatiu; **: P valor <0.01; ***; P valor <0.01). Com a minim es van quantificar 500
fibres per condicio i experiment.
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3.2. OBJECTIUS
Els objectius d’aquest capitol sén:

I.  Comprovar si I'efecte produit per aquest estres replicatiu també
es dona amb altres compostos o amb una dosi més baixa
d’hidroxiurea.

II.  Comprovar si després d’'un estrés replicatiu sever la inhibicio de
l'activaci6 de nous origens produeix una alteracié en la
recuperacié de la replicacio en cél-lules tumorals.

3.3. RESULTATS

3.3.1. LA GEMCITABINA REPRODUEIX ELS EFECTES DE
LA HU EN hTERT-RPE | HCT116.

El primer que voliem saber era si amb altres compostos que indueixen
un estres replicatiu podriem observar el mateix que amb la hidroxiurea.
Varem seleccionar la gemcitabina, que també és un inhibidor de la
ribonucleodtid sintasa %°%. Aixi doncs, varem tractar les cél-lules amb
20nM de gemcitabina durant 14 hores. Després d’eliminar el farmac les
varem deixar recuperar durant 12 hores. En el cas de les hTERT-RPE,
després de la recuperacio gran part de la poblacié romania en fase S
(figura 6). A diferéncia de les cél-lules no transformades, durant la
recuperacié les HCT116 varen acabar de replicar el DNA i progressar
en el cicle cel-lular (figura 6).
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Figura 6. Les cél-lules HCT116 no activen APC/C ¢ finalitzen la replicaci6 i
progressen en el cicle cel-lular després d’un estrés replicatiu sever induit amb
Gemcitabina. Varem fer un marcatge amb BrdU i tractar les cél-lules tal com s’indica a
'esquema de dalt. Dosi Gemcitabina (GEM): 20nM. Només es va analitzar la poblacié
amb marcatge de BrdU. Es va calcular el percentatge de cel-lules en fase S (per
contingut de DNA) . Es mostra la mitjana de 3 experiments independents (t-test, **: P
valor <0.01). Les cél-lules per I'analisi per WB es van sincronitzar amb timidina abans
de fer els tractaments tal com s’indica a 'esquema de baix. Dosi Gemcitabina (GEM):
20nM. Dosi MG-132 (MG): 10uM. L’interval de les hores davant de MG indica el temps
on es va afegir I'inhibidor durant el tractament amb gemcitabina. Les mostres tractades
amb gemcitabina i MG-132 es van recollir en acabar el tractament amb MG-132. També
es va utilitzar un control de sincronitzacié (Cs). Es va utilitzar GAP120 com a control de
carrega. Es mostra un WB representatiu de 3 experiments independents .

A més a més, per WB es va veure una disminucio dels nivells de ciclina
B i ciclina A en les cél-lules hTERT-RPE (figura 6). Els nivells
d’'aquestes ciclines es recuperaven amb l'addici6 de MG-132. De
manera que durant I'estrés replicatiu provocat amb gemcitabina també
es va produir la degradacié del les ciclines per part del proteasoma

(figura 6).

En canvi, en les cél-lules HCT116, després de I'estrés replicatiu sever
induit amb gemcitabina, les cél-lules es van recuperar i acabar la
replicacio (les cél.lules préviament marcades en BrdU ja no estaven en
fase S) (figura 6). Durant el tractament el nivells de ciclina A i ciclina B
van romandre estables, indicant que no s’havia produit l'activacié de
APC/CC (figura 6).

Aixi doncs, amb tots els resultats anteriors varem veure com la
gemcitabina reproduia els mateixos efectes que la hidroxiurea.

3.3.2. 2mM HU INDUEIX UNA ACTIVACIO D’APC/C Cdnt A
TEMPS MES LLARGS QUE 10mM HU
Préviament al laboratori es va decidir utilitzar 10mM d’hidroxiurea (HU)
perqué amb aquesta dosi s’aconseguia una inhibici6 completa de la
replicacié i no s’observava la incorporacioé de nucledtids per DNA fibre
assay.

Vist aixd, varem comprovar si amb dosis més baixes d’hidroxiurea
també es produia una resposta diferencial entre cél-lules tumorals i no
tumorals, promoguda per I'activacio d’APC/C®®"'. En aquest cas varem
fer un tractament de 2mM d’hidroxiurea i varem comprovar per
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citometria la recuperacio de la replicacio i per WB si s’activava APC/C
Cdh1 j es degradaven les ciclines A i B.

En consonancia amb els resultats obtinguts per WB, es va veure com
per citometria de flux, després de 14 hores de tractament, les cél-lules
hTERT-RPE eren capaces de finalitzar la replicacio i progressar en el
cicle cel-lular (figura 7). En canvi durant les 12 hores de recuperacié
després de 24 hores d’estrés replicatiu induit per 2mM d’hidroxiurea,
part de les cél-lules no van poder finalitzar la replicacié i van romandre
parades en fase S (figura 7). En el cas d'HCT116 les cel-lules van ser
capaces d’acabar la replicacié i progressar en el cicle cel-lular després
de 14 i de 24 hores d’estrés replicatiu amb 2mM d’hidroxiurea.

A diferéncia de I'estrés replicatiu induit amb 10mM d’hidroxiurea, el qual
en hTERT-RPE produia una degradacié de les ciclines abans de les 14
hores (figura 3), amb 2mM la degradacio es produeix a les 22-24 hores
(figura 7). Aquesta degradacié es va revertir amb la inhibicié del
proteasoma, per tant hi va haver activaciéo de 'APC/C®"'. En canvi en
les cél-lules HCT116 els nivells de ciclines es van mantenir estables les
24 hores del tractament, tal com succeia amb 10mM d’hidroxiurea
(figura 7).
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Figura 7. Les cél-lules HCT116 no activen APC/C ¢ finalitzen la replicaci6 i
progressen en el cicle cel-lular després d’un estrés replicatiu sever induit per 24
hores amb 2mM d’hidroxiurea. Varem fer un marcatge amb BrdU i tractar les cél-lules
tal com s’indica a 'esquema de dalt. Dosi hidroxiurea (HU): 2mM. Només es va analitzar
la poblacié amb marcatge de BrdU. Varem calcular el percentatge de cel-lules en fase
S. Es mostra la mitjana de 3 experiments independents (t-test, **: P valor <0.01). Les
cél-lules per l'analisi per WB es van sincronitzar amb timidina abans de fer els
tractaments tal com s’indica a 'esquema de baix. Dosi hidroxiurea (HU): 2mM. Dosi
MG-132 (MG): 10uM. L’interval de les hores davant de MG indica el temps on es va
afegir l'inhibidor durant el tractament amb hidroxiurea. Les mostres tractades amb
gemcitabina i MG-132 es van recollir en acabar el tractament amb MG-132. També es
va utilitzar un control de sincronitzacié (Cs). Es va utilitzar GAP120 com a control de
carrega. Es mostra un WB representatiu de 3 experiments independents.

Un cop analitzats aquests resultats, varem veure si el fet d’inhibir els
nous origens, tal com succeeix a les cél-lules no tumorals amb
lactivaci6 d’APC/C®'  podria afectar les cél-lules tumorals i
sensibilitzar-les a [l'estrés replicatiu. Els inhibidors que varem
seleccionar per tal d’inhibir els nous origens foren: Roscovitina i CDK2
inhibitor 1. Cada un d’aquests inhibidors el tractarem en apartats
diferents dintre d’aquest capitol.
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ROSCOVITINA

La roscovitina és un inhibidor de les CDKs, concretament CDK1 i CDK2
%04 Préviament I'haviem utilitzat al laboratori per inhibir I'activacié de
nous origens en experiments de DNA fibre assay °%.

3.3.3. LA ROSCOVITINA SENSIBILITZA A LES CEL-LULES
HCT116 A L’ESTRES REPLICATIU INDUIT AMB
GEMCITABINA.

Varem avaluar la viabilitat cel-lular després d’un estrés replicatiu sever
induit amb gemcitabina (20nM), i la posterior inhibicié de I'activacié de
nous origens amb roscovitina en cél-lules HCT116. Varem realitzar un
assaig de clonogenicitat per estudiar si les cél-lules eren capaces de
resistir el tractament i poder formar colonies.

El tractament es va fer de manera sequencial tal com esta indicat a
'esquema de la figura 8. Primer varem generar I'estrés replicatiu amb
20nM de gemcitabina durant 14 hores. Un cop fet I'estrés replicatiu
varem fer un tractament de 12 hores amb la roscovitina per tal d’inhibir
els nous origens durant la recuperacié. Varem deixar el mateix temps
de recuperaciéo amb l'inhibidor que haviem fet en els experiments de
citometria (12 hores), perqué aixi es podrien comparar millor els
diferents experiments entre si. Després varem eliminar linhibidor i
deixar les cél-lules en medi durant 8 hores més. Aixi permetiem que les
cél-lules es recuperessin del tractament en condicions optimes i
replantar-les després d’haver-se recuperat. Si no ho haguéssim fet aixi,
les cél-lules es recollirien just després del tractament i un cop
replantades es recuperarien a la placa, on només hi hauria cél-lules
individuals separades de la resta, cosa que afegiria nous estressos a
I'experiment.

L’ultima hora de tractament amb hidroxiurea (a les 13 hores) varem
afegir la roscovitina, perqué al moment de treure la hidroxiurea les CDK
ja estiguin inhibides.

Varem utilitzar 3 dosis de roscovitina: 5uM, 10uM i 15uM. Com a control
de linhibidor, varem fer un tractament de 13 hores només amb

147



RESULTATS

roscovitina per veure com afectava la inhibicié de les ciclines durant
aquest temps a la viabilitat cel-lular.

Per replantar només varem recollir les cél-lules que estaven
enganxades a la placa, de manera que les que haguessin mort com a
consequéncia del tractament no les replantariem, ja que aquestes es
trobarien en suspensié al medi.

Comparat amb I'efecte del tractament només amb gemcitabina, el fet
de combinar-la amb la roscovitina va disminuir encara més el nombre
de clons formats (figura 8). Cal destacar que el tractament control
només amb 5uM o 10uM de roscovitina, no produia cap efecte sobre la
viabilitat cel-lular. Per tant amb aquestes dosis de roscovitina es va
obtenir un efecte sinérgic al augmentar l'efecte produit per la
gemcitabina (figura 8).

14h 12h 8h

D T T

% Viabilitat

=

150

100

C 5uM10pM15uM - 5uM 10pM 15uM

Roscovitina Roscovitina

20nM
Gemcitabina

Figura 8. L’addicié de Roscovitina després d’un estrés replicatiu sever induit amb
gemcitabina redueix la capacitat per formar colonies en cél-lules HCT116. Varem
fer els tractaments tal qual s’indica a 'esquema. Dosi gemcitabina (GEM): 20nM. Dosis
Roscovitina: 5 yM ,10 uM i 15 uM. Després de les 8 hores amb medi sense cap inhibidor
varem replantar les cél-lules per diluir-les (200 cél-lules per pou en una placa de 6 pous
[per triplicat]). 7 dies després varem fixar, tenyir i contar les colonies. Varem calcular la

148



CAPITOL 3

mitjana de cada triplicat i normalitzar pel control. El grafic mostra la mitjana de tres
experiments independents (t-test, ***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001).

Per tant podem veure com afegint un inhibidor de nous origens durant
la recuperacio després d'un estrés replicatiu sever induit amb 20nM de
gemcitabina, la viabilitat es reduia. Després de comprovar I'efecte de
la roscovitina amb la gemcitabina varem analitzar si també es produia
després d’un estrés replicatiu induit amb hidroxiurea.

3.3.4. LA ROSCOVITINA SENSIBILITZA A LES CEL-LULES
HCT116 A L’ESTRES REPLICATIU INDUIT AMB
HIDROXIUREA.

Préviament ja haviem observat que, tot i que ambdues condicions
aturaven les forquetes de replicacio, hi havia diferéncies en I'efecte que
produeix la hidroxiurea a 2mM i a 10mM durant 14 hores (figura 7). En
aquest cas varem fer un tractament sequlencial igual que amb la
gemcitabina, pero testant diferents dosis d’hidroxiurea (1mM, 2mM,
5mM i 10mM) amb les de roscovitina utilitzades abans (5uM, 10uM i
15uM).

La inhibicié de l'activacié de nous origens despres de l'estrés replicatiu
sever va provocar una major disminucié de la viabilitat cel-lular (figura
9). Hi ha diverses combinacions amb les que varem obtenir efectes
sinérgics. El control només amb 15uM de roscovitina durant 13 hores ja
va reduir la viabilitat al voltant del 50%. En canvi, els tractaments control
durant 13 hores només amb 5uM o 10uM de roscovitina no produien
cap alteracié en la viabilitat cel-lular, i en afegir-les després de 5mM
d’hidroxiurea es reduia la viabilitat (figura 9). Per tant aquestes
combinacions mostraven un efecte sinérgic entre la hidroxiurea i la
roscovitina al combinar-les de manera sequencial.
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Figura 9. L’addicié de roscovitina després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix la capacitat per formar colonies en cél-lules HCT116. Varem
fer els tractaments tal com s’indica a 'esquema de dalt. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM,
2mM, 5mM i 10mM. Dosis Roscovitina: 5uM,10uM i 15uM. Després de les 8 hores amb
medi sense cap inhibidor, varem replantar les cél-lules per diluir-les (200 cél-lules per
pou en una placa de 6 pous [per triplicat]). 7 dies després varem fixar, tenyir i contar les
colonies. Varem calcular la mitjana de cada triplicat i normalitzar pel control. El grafic
mostra la mitjana i desviacié estandard de tres experiments independents. A les taules
de sota es mostren els tests estadistics comparant totes les mostres de cada condicio
d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu; *: P valor <0.05; **: P valor
<0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001) (- : test fet a una altra casella de la
taula).

Un cop vist que en afegir la roscovitina després d’'un tractament amb
hidroxiurea potenciava l'efecte d’aquesta sobre la viabilitat cel-lular,
varem determinar quin percentatge de cél-lules era capac de finalitzar
la replicaci6 amb la inhibicid de nous origens. Aixi podriem veure
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realment la consequéncia d’inhibir els nous origens en el reinici de la
replicacié i la finalitzaci6 de la fase S.

El procediment va ser semblant a la resta d’experiments de citometria
que hem realitzat (amb marcatge de BrdU i nocodazole durant la
recuperacio). Els tractaments varen ser iguals que amb els clonogeénics,
amb la diferéncia que durant les 12 hores de recuperacié amb preséncia
o no de l'inhibidor es va afegir nocodazole per evitar que les cél-lules
acabessin la mitosi i es divideixin. Just després de les 12 hores de
recuperacié amb nocodazole i amb o sense roscovitina, les mostres es
varen recollir per fer 'analisi per citometria de flux. Com a control per
veure com afectaven les dosis de roscovitina utilitzades a la replicacio,
varem fer un tractament amb roscovitina i nocodazole durant 12 hores.

Amb aquestes condicions, en afegir I'inhibidor després de l'estrés
replicatiu sever, es produia mort cel-lular. Per tant, per fer la citometria
només varem recollir les cél-lules adherides a la placa, per a determinar
la recuperacid6 només en les cél-lules viables. D’aquesta manera
podriem comparar millor els percentatges entre les diferents
combinacions. Més endavant per altres métodes ja quantificariem la
mortalitat cel-lular fruit de I'addicio dels inhibidors.

Cap de les dosis d’hidroxiurea va tenir un efecte sobre el nombre de
cél-lules que acabaren la replicacio i arribaren a G2/M (figura 10).

Amb els tractament control només amb roscovitina, les dosis més
baixes (5uM i 10uM) no varen tenir cap efecte. En canvi la més elevada
(15uM) si que va produir un petit efecte sobre el nombre de cél-lules
que acabaven la replicacio (figura 10). No obstant aixo, el fet de
combinar hidroxiurea amb roscovitina durant la recuperacio, va fer que
una part de la poblacié encara seguis en fase S al final de les 12 hores
de recuperacio després de 'estres replicatiu. Els majors efectes es van
observar amb 5mM i 10mM d’hidroxiurea. Algunes combinacions
produien efectes sinérgics, ja que hi ha combinacions on cap dels dos
compostos per separat tenien cap efecte i el fet de combinar-los va fer
que hi hagués una poblacio de cél-lules que no va arribar a G2/M. Per
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exemple la combinacié de 5mM o 10mM d’hidroxiurea amb 10uM de
roscovitina (figura 10).
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Figura 10. L’addici6 de roscovitina després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix la poblacié que finalitza la replicacié en cél-lules HCT116.
Varem fer un marcatge amb BrdU i després tractar les cél-lules tal com s’indica a
'esquema. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i 10mM. Dosis Roscovitina:
5uM,10uM i 15uM. Només varem analitzar la poblacié amb marcatge de BrdU. Varem
calcular el percentatge de cel-lules en fase G2/M. Es mostra la mitjana i desviacié
estandard de 3 experiments independents. A les taules de sota es mostren els tests
estadistics comparant totes les mostres de cada condicié d’hidroxiurea (t-test, n.s.:
estadisticament no significatiu; *: P valor <0.05; **: P valor <0.01;***: P valor <0.001;
**** P valor <0.0001) (- : test fet a una altra casella de la taula).

Amb aquests resultats varem poder comprovar com afegint roscovitina
després d'un estrés replicatiu sever, les cél-lules HCT116 veuen
compromesa la recuperacio de la replicacié i la seva viabilitat cel-lular.
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3.3.5. LA ROSCOVITINA INHIBEIX L’ACTIVACIO DE NOUS
ORIGENS.

El seglent que varem analitzar va ser si les dosis utilitzades de
roscovitina estaven inhibint I'activacio dels nous origens de replicacio.
Ja haviem comprovat que la roscovitina inhibia I'activacié de nous
origens %%, pero en aquest cas varem utilitzar dosis més baixes de les
que utilitzavem préviament al laboratori. La comprovacio de la inhibicié
de nous origens la varem fer per DNA fibre assay. Aixi podiem
comprovar si afegint 5uM, 10uM o 15uM de roscovitina després d’un
estrés replicatiu sever, s’inhibia o es reduia I'activacié de nous origens.

L’experiment el varem realitzar amb 10mM d’hidroxiurea i utilitzant el
mateix temps de tractament que amb I'assaig de clonogenicitat o de
citometria (14h). En aquest cas durant I'iltima hora del tractament amb
hidroxiurea s’afegeix I'inhibidor i després es manté durant el pols amb
IdU. Préviament al laboratori haviem comprovat com el reinici de la
replicacié en cél-lules tumorals tarda 30 minuts en poder-se detectar
per immunofluorescéncia (DNA fibre assay) i les forquetes de replicacié
avancen a menor velocitat . Per tant amb una hora donavem temps
suficient per a qué la cél-lula es recuperés i activés els nous origens.

Després d’'un estrés replicatiu sever es pot veure com la roscovitina
reduta els nivells d’activacié de nous origens de manera dosidependent
(figura 11). No observarem una inhibicié completa perd amb la major
dosi de roscovitina (15uM) els nivells d’activacié de nous origens son
baixos (=7%) comparats amb els de la condicié control sense inhibidors
(=35%). A més a més varem comprovar que I'addicié de roscovitina no
produia cap efecte en la quantitat de forquetes que romanien parades
(figura 11).
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Figura 11. La roscovitina inhibeix I’activacié de nous origens de replicacié
després d’un estrés replicatiu induit per 10mM d’hidroxiurea en cél-lules HCT116.
Varem fer un marcatge i tractament tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea
(HU): 10mM. Dosis Roscovitina: 5uM,10uM i 15uM. Les imatges de baix soén
representatives de cada condicid. Varem analitzar la dinamica de replicaci6 i quantificar
el percentatge respecte el total de fibres marcades amb CldU de forquetes parades
(fibres marcades només amb CIdU) i d’activacié de nous origens (fibres marcades amb
IdU). Com a minim es van quantificar 500 fibres per condicio.

Després d’analitzar la combinaci6 de 10mM d’hidroxiurea amb
roscovitina, varem comprovar si amb 5mM d’hidroxiurea les cél-lules
seguien necessitant I'activacio de nous origens i si la roscovitina era
capag de reduir aquesta activacio.
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Amb el DNA fiber assay varem observar com la roscovitina també
inhibia I'activacio de nous origens de manera dosidependent, igual que
amb 10mM d’hidroxiurea (figura 12). No obstant aixd, només amb un
estrés replicatiu produit per 5mM d’hidroxiurea, tant el nivell de
forquetes que romanen parades, com el d’activacio de nous origens es
redueix considerablement comparant amb 10mM (figura 12).

30min 14h 1h
Cldu 5mM HU 1h IdU+Roscovitina

Events
80+
B 10mM HU
g 60 — B3 +5uM Roscovitina
83 B +10pM Roscovitina
[
?z‘% 40- EH +15uM Roscovitina
€3
= F
T 204
0_ -
Reinici Parades Nous origens
5mM HU

- +5uM Roscovitina +10pM Roscovitina +15puM Roscovitina

Figura 12. La roscovitina inhibeix I’activacié de nous origens de replicacié
després d’un estrés replicatiu induit per 5mM d’hidroxiurea en cél-lules HCT116.
Varem fer un marcatge i tractament tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea
(HU): 5mM. Dosis Roscovitina: 5uM,10uM i 15uM. Les imatges de baix soén
representatives de cada condicid. Varem analitzar la dinamica de replicaci6 i quantificar
el percentatge respecte el total de fibres marcades amb CldU de forquetes parades
(fibres marcades només amb CldU [grafic del centre]) i d’activacié de nous origens
(fibres marcades amb IdU [grafic a la dreta]). Com a minim es van quantificar 500 fibres
per condici6.
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3.3.6. LA ROSCOVITINA SENSIBILITZA A LES CEL-LULES
HCT116 A L’ESTRES REPLICATIU SEVER INDUIT
AMB HIDROXIUREA.

En reduir la dosi d’hidroxiurea de 10mM a 5mM es va reduir la quantitat
de forquetes que quedaven parades i el nombre d’activaciéo de nous
origens (figures 11 12).

Per altra banda, en experiments anteriors, el fet d’allargar el tractament
de 2mM d’hidroxiurea a 24 hores, va fer que part les cél-lules no
tumorals no es recuperessin i quedessin parades en fase S (figura 7).
Es important remarcar que amb el tractament de 14 hores la
recuperacié no es veu afectada.

Per tant, el temps i la dosi d’hidroxiurea semblaven ser importants. Aixi
doncs, varem fer una prova repetint I'experiment de citometria
combinant hidroxiurea i roscovitina, perd aquest cop fent un estrés
replicatiu de 24 hores.

El fet d’allargar el temps d’estrés replicatiu va fer que en condicions
tractades només amb hidroxiurea ja hi hagués una reduccié de la
quantitat de cél-lules que acaben la replicacio i arriben a G2-M (figura
13). Amb 1, 2 i 5mM la reduccié no és gaire gran, perd amb 10mM va
arribar quasi al 50%.

El fet d’afegir roscovitina va incrementar 'efecte de la hidroxiurea i es
va reduir el nombre de cél-lules que arribaven a G2-M (figura 13).
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Figura 13. L’addicié de roscovitina després d’un estrés replicatiu de 24 hores
induit amb hidroxiurea redueix el nombre de cél-lules que finalitzen la replicacié
en HCT116. Varem fer un marcatge amb BrdU i després tractar les cél-lules tal com
s’indica a l'esquema. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i 10mM. Dosis
Roscovitina: 5uM,10uM i 15uM. Només varem analitzar la poblacié amb marcatge de
BrdU. Varem calcular el percentatge de cél-lules en fase G2/M. Es mostren els
percentatges d'un experiment.

3.3.7. LA COMBINACIO SEQUENCIAL D’HIDROXIUREA
AMB ROSCOVITINA INCREMENTA LA MORTALITAT
CEL-LULAR.

En els assajos de clonogenicitat i citometria varem descartar les
cél-lules en suspensio per només analitzar la poblacié viable en aquell
moment. Ara voliem determinar quina era la poblacié de cél-lules
mortes. Per tant, varem utilitzar el mateix disseny de tractament que
corresponia a cada un dels experiments, i varem recollir totes les
cél-lules (medi i placa) per realitzar una tincié amb Anexina V i iodur de
propidi. Aixi podriem saber quin era el percentatge real de cél-lules
viables en el moment de replantar (clonogénics) o de passar les
cél-lules pel citometre.

Com que per fer citometria recolliem les cél-lules just després de les 12
hores de recuperacid, aquest va ser el primer tractament del qual en
varem estudiar la viabilitat.

157



RESULTATS

Un cop analitzats els resultats per citometria, varem veure que ni durant
la recuperacié després d’un estres replicatiu sever (només hidroxiurea),
ni amb un tractament només amb roscovitina, es va produir un
increment en la mortalitat cel-lular (figura 14). No obstant aixo, si durant
la recuperacio afegiem 10uM o 15uM de roscovitina, la mortalitat
cel-lular augmentava, disminuint la viabilitat cel-lular entre un 10-20%.
Aquesta reduccid de la viabilitat no va ser dependent de de la dosi
d’hidroxiurea (figura 14).
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P -~ +0uM Roscovitina
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201
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Figura 14. La roscovitina indueix mort cel-lular durant la recuperacié d’un estrés
replicatiu produit per hidroxiurea en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules
tal com es detalla a I'esquema. Dosis hidroxiurea (HU): 10mM. Dosis Roscovitina:
5uM,10uM i 15uM. Varem analitzar la viabilitat cel-lular amb un marcatge d’Anexina V-
Pl. Es representa la mitjana de viabilitat de 4 experiments independents. A les taules
de sota es mostren els tests estadistics comparant totes les mostres de cada condicio
d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu; *: P valor <0.05; **: P valor
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<0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001) (- : test fet a una altra casella de la
taula).

Aixi doncs la combinacié sequencial d’hidroxiurea i roscovitina
incrementa la mortalitat, tal com haviem vist a experiments previs.

Per fer els assajos de clonogenicitat, després del tractament amb
hidroxiurea i posteriorment amb roscovitina, varem deixar les cél-lules
recuperar-se en medi sense cap tractament durant 8 hores. Com que ja
varem determinar la viabilitat cel-lular després del tractament amb la
combinacié sequencial d’hidroxiurea i roscovitina (figura 14), aquest
cop varem recollir les mostres 8 hores després d’eliminar l'inhibidor.
D’aquesta manera podriem saber com evolucionava la mortalitat al llarg
d’aquestes 8 hores.

En cél-lules tractades només amb hidroxiurea, la viabilitat cel-lular no
va variar (figura 15). Amb els controls tractats només amb roscovitina,
aquesta si que va disminuir lleugerament amb 15uM. En canvi en afegir-
la després de la hidroxiurea la mortalitat va incrementar
considerablement (de lI'ordre del 20%). Amb 10uM de roscovitina la
mortalitat va augmentar només al combinar-la després de la hidroxiurea
(excepte a 1 i 10mM), tot i que aquest increment fou baix.
Contrariament, en les condicions amb 5uM de roscovitina ni en el
control només amb I'inhibidor, ni les combinacions van tenir cap efecte
sobre la mortalitat (figura 15).
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Figura 15. La mortalitat cel-lular incrementa després d’eliminar la roscovitina
afegida a la recuperacié d’un tractament amb hidroxiurea en cél-lules HCT116.
Varem tractar les cél-lules tal com es detalla a 'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM.
Dosis Roscovitina: 5uM,10uM i 15uM. Varem analitzar la viabilitat cel-lular amb un
marcatge d’Anexina V-PIl. Es representa la mitjana de viabilitat de 3 experiments
independents. A les taules de sota es mostren els tests estadistics comparant totes les
mostres de cada condicié d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu; *: P
valor <0.05; **: P valor <0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001) (- : test feta una
altra casella de la taula).

De manera que la inhibici6 de nous origens de replicacié amb
roscovitina després d’un estrés replicatiu provoca la mort d’'una part de
les cel-lules. Aquesta mort continua succeint després d’eliminar
l'inhibidor.
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3.3.8. LA COMBINACIO SEQUENCIAL D’HIDROXIUREA |
ROSCOVITINA INCREMENTA ELS NIVELLS DE
YH2AX | MARCADORS DE SENESCENCIA EN
HCT116

Al laboratori, préviament s’havia descrit que en cél-lules hTERT-RPE la
senescéncia incrementa després d’un estrés replicatiu sever °%. A més
a més, durant la recuperacio després d’aquest estrés, es produeix un
augment en p21, conegut per ser un marcador de senescéncia 5%.

Vist aixd, varem analitzar en les cél-lules HCT116 com l'estrés replicatiu
sever i la posterior inhibicié dels nous origens de replicacié afectava a
proteines que controlen el cicle i protegeixen I'estabilitat del genoma.
Varem analitzar per WB els nivells de p53, p21 i yH2AX. Aixi podriem
veure l'evoluci6 d’aquestes proteines durant el tractament amb
hidroxiurea, roscovitina i la seva recuperacio.

Per produir l'estrés replicatiu varem provar les quatre dosis
d’hidroxiurea utilitzades préviament (1mM, 2mM, 5mM, i 10mM) i les
varem combinar amb 10uM i 15uM de roscovitina durant I'tltima hora
de l'estrés i durant la recuperacio (12h). Després varem deixar les
cél-lules en medi sense cap tractament durant 24 hores més.

L’experiment el varem realitzar en cél-lules sincronitzades en fase S
amb timidina per veure aixi el possible efecte amb més claredat, atés
que totes les cél-lules hauran estat les 14 hores amb l'estrés replicatiu.

Varem agafar mostres a diferents temps per poder fer el seguiment dels
nivells d’'aquestes proteines. Aixi doncs, varem recollir mostres després
de la sincronitzacié (C), després del tractament amb hidroxiurea, a les
12 hores de recuperacié (amb o sense inhibidor), i durant la recuperacio
sense inhibidor a les 12 i 24 hores.

Com a controls varem fer un amb roscovitina, on varem fer un
tractament de 13 hores (10uM o 15uM) per veure els possibles canvis
nomeés amb l'inhibidor. Aquest control es va carregar amb els gels d’1 i
10mM d’hidroxiurea per aixi poder comparar, en posar-la amb la dosi
meés baixa i amb la més elevada. A més a més, varem afegir un
tractament només amb adriamicina, que sabem que produeix un
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augment en les tres proteines que analitzarem. Igual que els controls
amb roscovitina, el varem afegir als gels d’1mM i 10mM d’hidroxiurea
per poder veure i comparar I'efecte produit per la hidroxiurea i la
roscovitina.

Com que amb la sincronitzacié els nivells de yH2AX augmenten
lleugerament, varem afegir també una condici6 amb cél-lules
asincroniques (C Asinc.) per poder comparar el control amb els nivells
basals sense sincronitzacid. Aquest control 'hem carregat al gel de
5mM d’hidroxiurea.

Pel que fa a yH2AX -excepte amb 1mM d’hidroxiurea- els nivells
d’aquesta proteina varen augmentar després de I'estrés replicatiu en
major o menor mesura depenent de la dosi. Durant la recuperaci6 els
nivells es van reduir (figura 16). La roscovitina per si sola ja va
incrementar els nivells de yH2AX, no obstant el fet d’afegir-la després
de l'estrés replicatiu va fer que augmentessin en major mesura (figura
16). Tot i que quan es va eliminar la roscovitina, els nivells també es
van reduir i 24 hores després no hi havia diferencia entre la combinacio
i el tractament només amb hidroxiurea. No obstant aixo, es va produir
un augment dels nivells de yH2AX forga més elevat que només amb
I'estrés replicatiu i es va retardar la recuperacio.
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Figura 16. La roscovitina incrementa els nivells de yH2AX després d’un estrés
replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van sincronitzar les
cel-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem tractar les diferents
condicions tal com s’indica a 'esquema. R: Recuperacié. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM,
2mM, 5mM i 10mM. Dosis Roscovitina (Rosc): 10uM i 15uM. Es va utilitzar un control
de sincronitzacié (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu varem
utilitzar un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control de
carrega. Es mostra un WB representatiu de 2 experiments independents (2n).

En el cas de p53 no va haver-hi variacions rellevants com amb yH2AX,
ni es va observar cap tendéncia clara. Tot i que amb 1mM d’hidroxiurea
no va haver-hi canvis, amb 2mM, 5mM i 10mM si que es va produir un
petit increment en els nivells basals p53 que amb el pas del temps van
disminuir. El fet d’afegir roscovitina no va induir canvis clars en els

nivells de p53 (figura 17).
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Figura 17. La roscovitina no modifica els nivells de p53 després d’un estrés
replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van sincronitzar les
cel-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem tractar les diferents
condicions tal com s’indica a I'esquema I'esquema. R: Recuperacié. Dosis hidroxiurea
(HU): 1mM, 2mM, 5mM i 10mM. Dosis Roscovitina (Rosc): 10uM i 15uM. Es va utilitzar
un control de sincronitzacié (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu
varem utilitzar un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control
de carrega. Es mostra un WB representatiu de 2 experiments independents .

p21 va augmentar en tots els tractaments amb hidroxiurea (figura 18).
Perd, a diferéncia de p53 i yH2AX, no ho va fer durant el tractament,
sind que els nivells de p21 van augmentar després d’eliminar la
hidroxiurea i es van mantenir elevats durant tot el temps que es va
deixar de recuperacio. La roscovitina per si sola va incrementar els
nivells de p21, perd al combinar-la amb hidroxiurea, aquests no van

incrementar més (figura 18).
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Figura 18. La roscovitina no modifica els nivells de p21 després d’un estrés
replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van sincronitzar les
cél-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem ftractar les diferents
condicions tal com s’indica a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i
10mM. Dosis Roscovitina (Rosc): 10uM i 15uM. Es va utilitzar un control de
sincronitzacié (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu varem utilitzar
un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control de carrega. Es
mostra un WB representatiu de 2 experiments independents.

En resum podem veure com el tractament amb hidroxiurea va
incrementar els nivells de la proteina relacionada amb el dany yH2AX.
El fet d’afegir roscovitina va fer que augmentessin els nivells d’aquesta

i es retardés la recuperacio de les cél-lules. En canvi en p21 'augment
es va produir durant la recuperacio a I'estrés s’afegis o no I'inhibidor.
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CDK2 INHIBITOR 1l

La roscovitina a més d’inhibir la CDK2 també inhibeix la CDK1, per tant
voliem utilitzar un inhibidor especific de la CDK2. Entre totes les opcions
disponibles al varem escollir el CDK2 inhibitor || (CDK2i).

3.3.9. CDK2i INHIBEIX L’ACTIVACIO DE NOUS ORIGENS
DESPRES D’UN ESTRES REPLICATIU SEVER.

El primer que varem fer fou comprovar si amb CDK2i aconseguiem
inhibir els nous origens. Ho varem fer per DNA fibre assay. El disseny
experimental va ser el mateix que férem amb la roscovitina. En aquest
cas també varem utilitzar les dues dosis més elevades d’hidroxiurea:
5mM i 10mM. Pel que fa a l'inhibidor varem provar les mateixes dosis
que la roscovitina: 5pM, 10uM i 15uM.

Tant amb 5mM d’hidroxiurea (figura 19), com amb 10mM d’hidroxiurea
(figura 20), CDK2i va inhibir de manera eficient I'activacié de nous
origens. Cal destacar que amb 5uM de CDK2i ja es produeix una
inhibicioé de l'activacid de nous origens considerable, obtenint el major
efecte amb 15uM de CDK2i (figures 19 i 20).
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Figura 19 La inhibicié de CDK2 redueix I’activacié de nous origens de replicacié
després d’un estrés replicatiu induit per 10mM d’hidroxiurea en cél-lules HCT116.
Varem fer un marcatge i tractament tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea
(HU): 10mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 5uM, 10pM i 15uM. Varem analitzar la
dinamica de replicacio i quantificar el percentatge respecte el total de fibres marcades
amb CldU de forquetes reiniciades (fibres marcades amb CldU i IdU), de parades (fibres
marcades només amb CldU) i d’activacié de nous origens (fibres marcades amb IdU).
Com a minim es van quantificar 500 fibres per condicio. A sota es mostren imatges
representatives de I'experiment.
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Figura 20. La inhibicié de CDK2 redueix I’activacié de nous origens de replicacié
després d’un estrés replicatiu induit per 5mM d’hidroxiurea en cél-lules HCT116.
Varem fer un marcatge i tractament tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea
(HU): 5mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 5uM, 10uM i 15uM. Varem analitzar la
dinamica de replicacio i quantificar el percentatge respecte el total de fibres marcades
amb CldU de forquetes reiniciades (fibres marcades amb CldU i IdU), de parades (fibres
marcades només amb CldU) i d’activacié de nous origens (fibres marcades amb IdU).
Com a minim es van quantificar 500 fibres per condici6. A sota es mostren imatges
representatives de I'experiment.

3.3.10. CDK2i SENSIBILITZA A LES CEL-LULES HCT116 A
L’ESTRES REPLICATIU INDUIT AMB HIDROXIUREA.

En primer lloc varem repetir 'assaig de clonogenicitat que haviem fet
amb la roscovitina, pero en aquest cas utilitzant CDK2i per tal d’inhibir
els nous origens. També varem afegir I'inhibidor durant I'tltima hora del
tractament amb hidroxiurea i la recuperaci6. Com a control del
tractament individual amb CDK2i, varem fer un tractament de 13 hores
i una recuperacio de 8 hores.

En aquest cas, cap dels tractaments amb CDK2i van afectar la viabilitat
cel-lular (figura 21). Al combinar CDK2i després de la hidroxiurea, es
va produir un descens en la viabilitat, sobretot amb 10 i 15uM (figura
21). Tenint en compte que CDK2i per si sol no afecta la viabilitat, podem
afirmar que la combinacié presentava efectes sinérgics en algunes de
les dosis utilitzades, com és el cas de les combinacions amb 5mM
d’hidroxiurea.
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Figura 21. La inhibicié de CDK2 després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix la capacitat per formar colonies en cél-lules HCT116. Varem
fer els tractaments tal qual s’indica a 'esquema. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM,
5mM i 10mM. Dosis CDK2 inhibitor 1| (CDK2i): 5uM,10uM i 15uM. Després de les 8
hores amb medi sense cap inhibidor, varem replantar les cél-lules per diluir-les (200
cél-lules per pou en una placa de 6 pous [per triplicat]). 7 dies després varem fixar, tenyir
i contar les colonies. Varem calcular la mitjana de cada triplicat i normalitzar pel control.
El grafic mostra la mitjana i desviacié estandard de tres experiments independents . A
les taules de sota es mostren els tests estadistics comparant totes les mostres de cada
condicio d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu; *: P valor <0.05; **: P
valor <0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001) (- : test fet a una altra casella de
la taula).

Després de confirmar un efecte sobre la viabilitat voliem veure si el fet
d’inhibir la CDK2, i en consequiéncia I'activacio de nous origens, reduia
la capacitat de les cél-lules per recuperar-se de I'estrés replicatiu. Aixi
doncs, varem analitzar per citometria de flux si amb preséncia de
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linhibidor, les cél-lules eren capaces de finalitzar la replicacioé i arribar
a G2/M.

El disseny experimental és el mateix que amb la roscovitina. Al principi
un marcatge amb BrdU per analitzar només la poblacio en fase S en el
moment d’induir I'estrés replicatiu, i també varem afegir nocodazole
durant les 12 hores de recuperacio perqué no es divideixin i alterin els
percentatges.

En afegir CDK2i després del tractament amb hidroxiurea es va reduir el
nombre de cél-lules que arribaren a G2/M, perd només a dosis
elevades d’hidroxiurea (5mM i 10mM) (figura 22). Al no tenir CDK2i cap
efecte sobre el nombre de cél-lules que en 12 hores arriben a G2/M, la
combinacié de qualsevol de les 3 dosis d’inhibidor utilitzades amb 5 o
10mM d’hidroxiurea produia un efecte sinérgic.
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Figura 22. La inhibicié de CDK2 després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix el nombre de cél-lules que finalitzen la replicacié. Varem fer
un marcatge amb BrdU i després tractar les cel-lules tal com s’indica a 'esquema. Dosis
hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i 10mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 5uM,10puM
i 15uM. Només varem analitzar la poblacié amb marcatge de BrdU. Varem calcular el
percentatge de cél-lules en fase G2/M. Es mostra la mitjana i desviacio estandard de 3
experiments independents (3n). A les taules de sota es mostren els tests estadistics
comparant totes les mostres de cada condicié d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament
no significatiu; *: P valor <0.05; **: P valor <0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor
<0.0001) (- : test fet a una altra casella de la taula).

Per tant 'addicié de CDK2i després d’un estrés replicatiu severamb 5 i
10mM d’hidroxiurea, va provocar que una part considerable de les

cél-lules no poguessin finalitzar la replicacié i no arribessin a G2/M
durant les 12 hores de recuperacio posteriors a 'estrés.

En veure com el tractament amb CDK2i després d’un estrés replicatiu
va impedir la recuperacid d’'una part de les cél-lules, ens varem
questionar l'efecte que tindria a temps curts durant la recuperacio.
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Teniem interés en veure com es recuperaven les cél-lules al llarg de les
12 hores posteriors a l'estrés i quin efecte tenia afegir I'inhibidor de
I'activacio de nous origens.

Per aquest analisis varem recollir les mostres a diferents temps durant
la recuperacid després de [l'estrés replicatiu generat amb 10mM
d’hidroxiurea. Aquest cop no varem utilitzar nocodazole, ja que estavem
més interessats en temps curts. A més a meés, varem optimitzar la
técnica per tal d’'aconseguir una millor separacié entre la poblacié BrdU
positiva i la negativa. Aixd també ens permetria veure el moment en que
les ceél-lules arriben a la segient G1. Cal tenir en compte que a la
propera G1 hi haura dues cél-lules per cada cél-lula que ha acabat
I'anterior cicle cel-lular. No obstant aix0, tot i que els percentatges no
serien del tot fiables, si que es podrien analitzar tendéncies.

Amb el resultat d’aquesta prova varem poder analitzar diverses
tendéncies. Després d’'un estrés replicatiu sever induit amb 10mM
d’hidroxiurea, les cél-lules van finalitzar la replicacié entre les 4 i les 6
hores posteriors (figura 23). A més a més si ens fixem en les cél-lules
que varen arribar a G1 'augment més pronunciat es va produir entre les
10 les 12 hores (s’ha de tenir en compte la distorsio dels percentatges
que causa la duplicacié cel-lular).

L’addicié de CDK2i després de l'estrés va ocasionar un retard en la
quantitat de cél-lules que finalitzaren la replicacio (figura 23). Amb cap
de les tres dosis hi havia aquesta progressio a la G2/M tan clara com
amb el tractament només amb hidroxiurea, que entre les 4 i 6 hores
posteriors finalitzaren la replicacid. La progressié en el cicle va ser més
lenta. A les 6 hores algunes cél-lules tractades amb 5uM de CDK2i
acabaren la replicacio, en canvi amb 10 i 15uM aquest fenomen era
menys pronunciat i es donava a partir de les 10 hores. Entre les 10 12
hores de tractament amb 5uM de CDK2i, algunes cél-lules comengaven
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el cicle seguent, fet que no va ocorrer amb les altres dues dosis de
CDK?2i (figura 23).
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Figura 23. La inhibicié de CDK2 després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix el reinici de la replicacié. Varem fer un marcatge amb BrdU i
després de tractar les diferents condicions les varem recollir als temps especifics, tal
com es detalla a 'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Dosis CDK2 inhibitor I
(CDK2i): 5uM,10uM i 15uM. Només varem analitzar la poblacié amb marcatge de BrdU.
Varem mesurar el contingut de DNA per citometria i calcular el percentatge de cel-lules
en fase S (grafic de I'esquerra) i en la G1 (grafic de la dreta).

En veure com es produia el retard en la progressié del cicle gracies a
I'addicié de CDK2i, varem estudiar el que succeia a temps més llargs.
Es a dir si amb I'experiment anterior varem fer una prova per tal
d’estudiar les primeres 12 hores, ara en fariem una altra de 12 a 24

hores.

Fins ara en els experiments on haviem allargat el temps de recuperacio
haviem eliminat l'inhibidor a les 12 hores. Es el que varem fer amb els
experiments de clonogenicitat, o amb els de WB, on a les 12 hores
després del tractament amb roscovitina, la varem eliminar i veure la
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recuperacio (figures 16-18). En el cas dels experiments amb WB varem
veure com en eliminar l'inhibidor les cél-lules es recuperaven. Per tant,
varem decidir substituir la dosi de 5uM de CDK2i per una altra on
podriem veure I'efecte en la progressio en el cicle després d’eliminar la
CDK2i. Durant les 12 hores posteriors després de l'estrés replicatiu
sever, varem tractar les cél-lules amb 10uM de CDK2i, després varem
eliminar linhibidor i es varen deixar les cél-lules en medi perqué
poguessin progressar sense cap tipus d'impediment. D’aquesta manera
podriem comparar aquesta condicié amb la de 10uM de CDK2i durant
tot el temps de recuperacié a l'estrés replicatiu, i veure com afecta
I'eliminacié de linhibidor a la progressié en el cicle. En aquest es
recolliran les mostres cada 2 hores entre les 10 i les 24 hores.

El punt inicial varen ser les 10 hores, ja que abans haviem vist que entre
10 i 12 hores era quan les cél-lules tractada només amb hidroxiurea
finalitzaven la mitosi. Aixi podriem confirmar aquesta tendéncia.

Amb el tractament només amb hidroxiurea es pot veure com entre les
10 i les 12 hores es va produir un augment gran de cél-lules que van
finalitzar el cicle i passar a la seglient G1 (figura 24).

En afegir CDK2i, les cél-lules no varen finalitzar el cicle cel-lular. Només
en el cas on varem eliminar l'inhibidor, algunes cél-lules eren capaces
de passar al seguient cicle cel-lular a partir de les 18 hores (12 amb
inhibidor i 6 sense ell). Les altres dues condicions sembla que eren
capaces de finalitzar la fase S entre les 14 i les 22 hores, perd en cap
cas acabaven el cicle (figura 24).

Tot i estar present I'inhibidor, sembla que les cél-lules finalitzen la
replicacié i arriben a G2/M tot i que amb un retard considerable respecte
al tractament només amb hidroxiurea (4-6 hores [figura 23]). A més a
més, es pot veure com en els casos on utilitzem inhibidor, la poblacio
en S no arriba a disminuir a nivells del control només amb hidroxiurea,
indicant que hi ha una part d eles cél-lules que es queda en fase S. El
fet d’eliminar l'inhibidor a les 12 hores no sembla que canvii el nombre
de cél-lules que romanen a la fase S (figura 24).
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Figura 24. La inhibicié de CDK2 després d’un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea redueix la progressié en la fase S. Varem fer un marcatge amb BrdU i
després de tractar les diferents condicions les varem recollir als temps especifics, tal
com es detalla a 'esquema. L’esquema inferior correspon a la condicié 10uM CDK2i
+R. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 10uM i 15uM. Hi ha
dues condicions amb 10uM de CDK2i: una on es manté durant tota la recuperacio i una
altra on s’elimina a les 12 hores i es deixen les cél-lules recuperar-se en medi (10 pM
CDK2i 12h+ R). Només varem analitzar la poblaci6 amb marcatge de BrdU. Varem
calcular el percentatge de cél-lules en fase S (grafic de I'esquerra) i en la G1 (grafic de
la dreta).

Aixi doncs, en afegir CDK2i després de l'estrés replicatiu sever es va
retardar considerablement la recuperacié tot i que finalment acaben
replicant molt lentament. En eliminar I'inhibidor a les 12 hores després
de l'estrés, les cél-lules varen progressar més rapidament en el cicle.
Aixi que en eliminar linhibidor les cél-lules acceleren la seva
recuperacié, possiblement perqué poden activar de nou els nous
origens.
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3.3.11.LA COMBINACIO SEQUENCIAL D’HIDROXIUREA
AMB CDK2i INCREMENTA LA MORTALITAT
CEL-LULAR EN HCT116.

Pel que varem observar al recollir les mostres en experiments de
citometria i clonogénics, l'addici6 de CDK2i després de [lestrés
replicatiu sever també va augmentar la mortalitat cel-lular. De manera
que com als experiments anteriors varem depreciar aquesta poblacid,
ara la voliem quantificar per citometria amb un marcatge anexina V i
iodur de propidi.

Primer varem analitzar la mortalitat després de la recuperacio -amb o
sense CDK2i- Després d’un estrés replicatiu sever.

Tal com va succeir en els experiments anteriors (figures 13 i 14), el
tractament només amb hidroxiurea no va produir un increment de la
mortalitat (figura 25). Tampoc va augmentar la mortalitat amb un
tractament només amb CDK2i.

En afegir 5uM de CDK2i durant la recuperaci6 a I'estrés replicatiu no va
haver-hi diferéncies respecte la recuperacié sense [inhibidor. No
obstant aixo, en afegir 10uM o 15uM de CDK2i durant la recuperacio, la
mortalitat va augmentar. Aquest increment de la mortalitat va ser
depenent de la dosi de CDK2i, perd no es va veure afectat per la dosi
d’hidroxiurea (figura 25).
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Figura 25. La inhibicié de CDK2 indueix mort cel-lular durant la recuperacié d’'un
estrés replicatiu produit per hidroxiurea en ceél-lules HCT116. Varem tractar les
cél-lules tal com es detalla a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Dosis CDK2
inhibitor 1l (CDK2i): 5uM,10uM i 15pM. Varem analitzar la viabilitat cel-lular amb un
marcatge amb Anexina V-PI. Es representa la mitjana de viabilitat de 3 experiments
independents. A les taules de sota es mostren els tests estadistics comparant totes les
mostres de cada condici6 d’hidroxiurea (t-test, n.s.: estadisticament no significatiu; *: P
valor <0.05; **: P valor <0.01;***: P valor <0.001; ****: P valor <0.0001) (- : test feta una
altra casella de la taula).

Després de veure la mortalitat amb la preséncia de 'inhibidor durant la
recuperacio, varem analitzar com evoluciona aquesta després de deixar
les cél-lules recuperar-se durant 8 hores en medi. Aixi podriem

determinar el percentatge de cél-lules que han mort abans de replantar
per fer 'assaig de clonogenicitat.
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En les tres condicions amb CDK2i es va produir un increment en la
mortalitat, que augmenta amb la dosi de CDK2i (figura 26). Tot i que
amb 5uM de CDK2i la viabilitat és molt semblant a les condicions control
sense l'inhibidor (figura 26).
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Figura 26. La mortalitat cel-lular incrementa després d’eliminar el CDK2 inhibitor
Il a la recuperacié d’un tractament amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Varem
tractar les cel-lules tal com es detalla a 'esquema de baix. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM.
Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 5uM,10uM i 15uM. Varem analitzar la viabilitat cel-lular
amb un marcatge d’Anexina V-Pl. Al grafic es representa el percentatge de ceél-lules
viables d’un experiment.

3.3.12.LA COMBINACIO SEQUENCIAL DE HU | CDK2i
INCREMENTA ELS NIVELLS DE yH2AX |
MARCADORS DE SENESCENCIA EN HCT116

Igual que varem fer amb la roscovitina, varem analitzar marcadors de
dany i senescéncia per estudiar millor I'efecte de la combinacié
d’hidroxiurea amb CDK?2i. El disseny experimental va ser el mateix:
primer la sincronitzaci6 amb timidina, un cop sincronitzades es va
generar l'estrés replicatiu amb hidroxiurea, després es van inhibir els
nous origens durant les 12 hores de recuperacié. Passades aquestes
12 hores es va eliminar l'inhibidor i es varen deixar les cél-lules en medi
per veure la recuperacid a aquest tractament. Les mostres es van
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obtenir a diferents punts per fer un seguiment dels nivells de yH2AX,
p53 i p21.

També varem afegir els mateixos controls que els fets amb la
roscovitina: controls individuals amb CDK2i, adriamicina i control
asincronic.

Els resultats obtinguts van ser molt semblants als de la combinacié
d’hidroxiurea i roscovitina (figures 16-18).

Els nivells de yH2AX van augmentar de manera dosidependent durant
les 14 hores de tractament amb 2mM, 5mM i 10mM d’hidroxiurea
(figura 27). Durant la recuperacid els nivells es van reduir
considerablement conforme avancava el temps. En afegir 15uM de
CDK?2i a la recuperacio, els nivells de yH2AX van ser més elevats que
sense l'inhibidor. Un cop eliminat I'inhibidor els nivells de yH2AX es van
reduir. Amb 10uM de CDK2i 'augment de yH2AX va ser baix. També
cal destacar que per si sol 10uM de CDK2i no va provocar cap canvi en
els nivells de yH2AX, mentre que amb 15uM es va produir un lleuger
increment (figura 27).
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Figura 27. La inhibicié6 de CDK2 incrementa els nivells de yH2AX després d’un
estrés replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van
sincronitzar les cel-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem tractar les
diferents condicions tal com s’indica a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM,
5mM i 10mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 10pM i 15uM. Es va utilitzar un control
de sincronitzacié (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu varem
utilitzar un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control de
carrega.

Els nivells de p53 no van canviar de manera rellevant com els de
yH2AX. Els nivells basals van augmentar lleugerament després de
I'estrés replicatiu (figura 27 i 28). Tampoc semblava que fos gaire
depenent de la dosi d’hidroxiurea utilitzada. Després d’aquest petit
increment, els nivells de p53 van tornar a baixar. Quan es va combinar
la hidroxiurea amb I'inhibidor no hi havia gaire diferéncies respecte al

tractament amb només amb hidroxiurea (figura 28).
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Figura 28. La inhibicié de CDK2 no modifica els nivells de p53 després d’un estrés
replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van sincronitzar les
cél-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem tractar les diferents
condicions tal com s’indica a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i
10mM. Dosis CDK2 inhibitor II (CDK2i): 10pM i 15uM. Es va utilitzar un control de
sincronitzacio (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu varem utilitzar
un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control de carrega.

En canvi els nivells de p21 no van variar durant cap dels tractaments
amb hidroxiurea (figura 29). Igual que va succeir amb la roscovitina
(figura 18), els nivells de p21 van incrementar durant la recuperacio, un
cop eliminada la hidroxiurea. La combinacié amb CDK2i va fer que
aquest augment fos menor, tot i que després d’eliminar I'inhibidor els
nivells incrementen fins arribar als del tractament amb només amb

hidroxiurea (figura 29).
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Figura 29. La inhibicié de CDK2 no modifica els nivells de p21 després d’un estrés
replicatiu sever induit amb hidroxiurea en cél-lules HCT116. Es van sincronitzar les
cél-lules amb timidina abans de fer els tractaments. Varem tractar les diferents
condicions tal com s’indica a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM, 5mM i
10mM. Dosis CDK2 inhibitor 1l (CDK2i): 10uM i 15uM. Es va utilitzar un control de
sincronitzacio (C) i un control asincronic (C Asinc.). Com a control positiu varem utilitzar
un tractament amb Adriamicina (Adr). Es va utilitzar CDK4 com a control de carrega.

Vist 'augment de p21 durant la recuperacié després d'un estrés
replicatiu sever, voliem veure a temps curts de recuperacié quan
augmentava. A més a més voliem comprovar per immunofluorescéncia
aquest augment, ja que gracies a la immunofluorescéncia podriem

saber si 'augment era general o només es donava en algunes cél-lules.
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Per WB varem veure com després d'un tractament de 14 hores amb
10mM d’hidroxiurea, entre 1 i 2 hores després d’eliminar la hidroxiurea,
els nivells de p21 comencen a augmentar fins les 6-8 hores on a partir
d’aqui romanen estables (figura 30). Per immunofluorescéncia varem
veure com a les 4 hores hi havia cél-lules positives per p21 (figura 30).
Com a marcador positiu de p21 varem utilitzar un tractament amb
adriamicina. En canvi ni en el control ni en la condici6 només amb
I'estrés replicatiu hi havia cél-lules p21 positives.

10mM HU 14h
Recuperacio6 (hores)

c - 05 1 2 4 6 8 10 12

- emeseaeeeemee |5

WS- |

S - e o e e | GAP120

Fusié DAPI p21 53BP1

c . ..
o . . . .
14h HU+4h

R

Figura 30. Durant la recuperacié de l'estrés replicatiu incrementen les cél-lules
que expressen p21 en HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a
'esquema. Després per una banda varem recollir per WB i per altra varem fixar i fer la
immunofluorescéncia als temps indicats. Dosi d’hidroxiurea (HU): 10mM. En el cas del
WB varem utilitzar GAP120 com a control de carrega. En el cas de la

Adr
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immunofluorescéncia s’ha utilitzat un tractament amb adriamicina (Adr) com a control
positiu. Es mostren imatges representatives de I'experiment (1n).

Com que per immunofluorescencia varem comprovar que 'augment de
p21 es dona en algunes cél-lules, varem analitzar si més tard les
cél-lules p21 positives eren capaces de progressar en el cicle i arribar
a la seglient fase S.

Varem veure com cap de les cél-lules p21 positives replicaven el DNA
24 hores després de l'estrés. A més a més hi havia cél-lules p21
positives que eren bastant més grans que la resta, indicant que
possiblement siguin cél-lules senescents (figura 31).

24h 14h 24h 1h

T LT

53BP1 EdU p21 DAPI Fusio

Figura 31. Les cél-lules HCT116 que expressen p21 durant la recuperacié d’un
estrés replicatiu sever no repliquen el DNA 24 hores després de I'estrés. Varem
tractar les cél-lules tal com s’'indica a l'esquema. Varem fixar i fer la
immunofluorescéncia als temps indicats. Dosi d’hidroxiurea (HU): 10mM. Es mostren 3
imatges representatives de I'experiment.
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3.3.13. L’ADDICIO DE B02 NO INCREMENTA L’EFECTE DE
CDK2i EN LA RECUPERACIO DE LA REPLICACIO
DESPRES D’UN ESTRES REPLICATIU SEVER EN
HCT116.

Al capitol 2 hem vist com RAD51 era important pel reinici de les
forquetes i la seva progressié després d’un estrés replicatiu agut. Com
que després de l'estrés replicatiu sever, a més de l'augment de
I'activacid de nous origens, també observavem nivells importants de
reinici (figures 11-12 i 19-20), varem fer una prova i combinar I'inhibidor
de RAD51 (B02) amb el de CDK2 (CDK2i). D'aquesta manera
intentariem afectar per una banda el reinici i per l'altra I'activacié de
nous origens.

Els resultats de citometria van mostrar com el BO2 no va augmentar
I'efecte de CDK2i en el retard de la recuperacio després d’'un estrés
replicatiu sever (figura 22). Com ja haviem vist, la combinaci6 de la
hidroxiurea amb l'inhibidor de la CDK2 va reduir el nombre de cél-lules
que van acabar la replicacio. No obstant aix0, en afegir B2 a aquesta
combinacio no es va reduir més aquesta poblacié cel-lular. Per si sol,
B02 tampoc va tenir cap efecte sobre la recuperacié a les 12 hores
(figura 32).

14h 12h

% Cél-lules viables
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+10uM CDK2i
+25uM B02+ 10uM CDK2i
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Figura 32. La inhibicié6 de CDK2 i RAD51 Després d’un estrés replicatiu sever
induit amb hidroxiurea no té efecte additiu ni sinérgic en la reduccié del nombre
de ceél-lules que finalitzen la replicacié. Varem fer un marcatge amb BrdU i després
tractar les cél-lules tal com s’indica a I'esquema. Dosis hidroxiurea (HU): 1mM, 2mM,
5mM i 10mM. Dosi CDK2 inhibitor 11 (CDK2i): 10uM. Dosi B02: 25 yM. Només varem
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analitzar la poblacié amb marcatge de BrdU. Varem calcular el percentatge de cél-lules
en fase G2/M.

3.3.14.LA COMBINACIO DE B02 | CDK2i DURANT LA
RECUPERACIO DESPRES D’UN ESTRES
REPLICATIU SEVER INCREMENTA LA MORTALITAT
EN HCT116.

Al fer 'experiment de citometria anterior (figura 32), varem descartar la
poblacié de cél-lules mortes, aixi que varem quantificar-la amb una
tincié amb anexina V i iodur de propidi.

El fet de combinar B02 amb 5uM i 10uM de CDK2i va incrementar de
manera notable la mortalitat (figura 33), comparat amb I'efecte de
nomeés la combinacié hidroxiurea amb 5uM i 10uM de CDK2i (figura
33). No obstant aixd, combinant B02 amb 15uM de CDK2i després de
I'estres replicatiu sever, no va produir diferencies significatives respecte
el tractament d’hidroxiurea amb 15uM de CDK2i.
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10pM  10pM
10pM  15uM 10pM 15pM  BO2

10mM HU
10pM 10 M
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Figura 33. La inhibicié de RAD51 conjuntament amb CDK2 durant la recuperacié
després d’un estrés replicatiu sever incrementa la mort cel-lular en cél-lules
HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com es detalla a 'esquema. Dosis hidroxiurea
(HU): 1mM, 2mM, 5mM i 10mM. Dosis CDK2 inhibitor Il (CDK2i): 5uM,10uM i 15uM.
Dosi B02: 25uM. Varem analitzar la viabilitat cel-lular amb un marcatge d’Anexina V-PI.
Es representa la mitjana de viabilitat de 2 experiments independents (2n). Al grafic de
dalt només hi ha els resultats d'aquests experiments amb les combinacions
hidroxiurea+B02 i hidroxiurea+B02+CDK2i. En el grafic de baix hem afegit les dades
d’hidroxiurea+B02 de la figura 25. A les taules de sota es mostren els tests estadistics
comparant totes les mostres agrupades de cada condicié d’hidroxiurea (t-test, n.s.:
estadisticament no significatiu; *: P valor <0.05; **: P valor <0.01;***: P valor <0.001;
**** P valor <0.0001) (- : test fet a una altra casella de
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4.1. INTRODUCCIO

En eucariotes la grandaria del genoma fa gairebé impossible que es
pugui replicar a partir d’'un sol origen. La forqueta de replicacié avanga
aproximadament entre 1-2Kb/min. Aix0 implica que si la cél-lula hagués
de replicar un cromosoma sencer a partir d’'un sol origen de replicacio,
podria tardar un mes en replicar-lo 5759,

A més a més, la replicacié del genoma complet es fa per parts, ja que
la quantitat de proteines que intervenen a l'inici de la replicacio, i les
que formen part de la forqueta de replicacio son insuficients per replicar
tot el genoma simultaniament. De manera que aquestes proteines
implicades en la replicacié esdevenen un factor limitant, com també ho
son la quantitat de nucledtids disponibles que te la cél-lula per sintetitzar
el nou DNA 509510,

Aixo implica una regulacié molt precisa de I'activacié dels origens i
també de les regions del genoma que es repliquen %''. Aquesta divisio
permet una resposta rapida a l'estrés replicatiu i assegura que el
genoma es repliqui completament 2,

L’estudi dels patrons de replicacié va comencar fa aproximadament 60
anys, on van veure els primers indicis de que hi havia zones dels
cromosomes que es replicaven abans que altres. A més a més varen
demostrar que aquest ordre es mantenia en els cicles cel-lulars
successius °'3. Gracies als avangos que s’han fet en aquest camp, ara
sabem que tots els eucariotes tenen un programa o patré robust de
replicacié del DNA. Aquest roman estable entre cél-lules del mateix
tipus ®14515, De fet s’ha observat com hi ha malalties que alteren el patro
de replicacio, fent que es puguin detectar gracies a la identificacié dels
canvis que produeixen %6517,

Amb I'evolucié de les técniques per a I'estudi dels cromosomes i la seva
dinamica, el grup de David Gilbert va aconseguir realitzar el mapeig dels
cromosomes segons el temps de replicacio 5'8. Varen identificar dues
regions als cromosomes: les Constant Timing regions (CTRs) i les
Timing Transition Regions (TTRs).
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- CTRs: So6n segments cromosomics, que es repliquen en un
moment determinat de la fase S gracies a l'accid coordinada
dels replicons adjacents que formen el segment. La mida és de
I'ordre de les megabases, tot i que varia en funcié de la mida del
genoma. Es poden classificar en primerencs o tardans, segons
es repliquin a la primera part de la fase S o a la segona
respectivament 518521,

- TTRs: Son els fragments que es troben entre els CTRs i els
delimiten, actuant com a fronteres. Els TTRs marquen la
separacido dels CTR i el seu temps de replicacido varia
abruptament de primerenc a tarda o a la inversa %8521,

El patré de replicacio es modifica durant el desenvolupament. Durant el
desenvolupament i la diferenciacié cel-lular, cada cél-lula canvia el
patré de replicacié d’aproximadament la meitat del genoma. Aquestes
variacions ocorren en fragments de l'ordre de 400-800Kb anomenats
dominis de replicaci6 °'8522-525 En ceél-lules de mamifer s’han identificat
aproximadament uns 5000 dominis de replicacio, que divideixen el
genoma %%, Els dominis de replicacido son més petits que els CTRs
descrits préviament, i estan formats per clusters d’entre 1 i 4 replicons
que activen la replicacié de manera simultania 27. Aquest fet implica
que els CTRs grans estiguin formats per diversos dominis de replicacio
que tenen el mateix timing de replicacio 5.

En funcié del moment de la fase S en que es repliquin, podem classificar
els dominis de replicacio en constitutivament inicials, constitutivament
tardans i regulats pel desenvolupament *'2. La divisié del genoma en
dominis de replicacid comporta beneficis en la resposta a l'estrés
replicatiu, ja que permet que aquesta sigui rapida i diferencial entre els
dominis actius i els inactius durant I'estrés °'2°2, Quan es produeix
estres replicatiu, la cél-lula inhibeix I'activacié de nous dominis i es
focalitza en la replicacio dels dominis actius 2.

Tal com es fa amb el DNA fiber assay, es poden fer marcatges curts
amb analegs de la timidina i després realitzar la immunofluorescéncia
sense alterar la integritat del nucli. Aixi es poden marcar les zones del
nucli que s’estan replicant en un moment determinat. Aquestes regions
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reben el nom de focus de replicacid, que corresponen als dominis de

replicacié actius en el moment de la incubacié amb I'analeg de timidina
528,529

Els dominis de replicacié tenen una distribucié caracteristica dintre del
nucli, mentre que els que es repliquen al principi es localitzen a la part
central del nucli, els tardans es localitzen a la periféria nuclear i al
nucléol. Aquesta distribucié es manté entre els organismes eucariotes i
vincula el timing de replicaci6 amb [l'estructura i disposicidé de la
cromatina al nucli °%.

Els cromosomes es distribueixen en arees delimitades en el nucli %3'.
En una cél-lula on només hi ha marcats els focus de replicacié d’un sol
cromosoma, aquests no es troben dispersos pel nucli, si no que estan
concentrats a una zona molt concreta 531533,

A més de la distribucio dels cromosomes en regions concretes, un altre
factor clau a tenir en compte és que la cromatina interacciona entre ella.
Hi ha técniques com el Hi-C que permeten l'estudi de la interaccié
cromatina en 3D %4 Gracies a la combinacié d’aquesta técnica
combinada amb l'analisi de components principals (conegut com a
PCA), es va clusteritzar la cromatina en dos compartiments, anomenats
compartiment A i compartiment B %%°. Com a tret caracteristic, les
regions B tenen un major nivell de interaccions entre elles. Aixd fa que

la cromatina que forma les regions B sigui més compacta i condensada
536

Els compartiments A correlacionen molt be amb la eucromatina, menys
condensada i amb major activitat transcripcional. En canvi els
compartiments B s’associen millor amb la heterocromatina °37:5%,
Aquests compartiments també s’han relacionat amb el timing de
replicacié. En ceél-lules diferenciades, els dominis de replicacio
primerencs s’associen principalment als compartiment A i els tardans al
compartiment B 537°38_ | "associacié compartiment-domini de replicacid
és més débil en cél-lules embrionaries que en diferenciades 5. El fet
que els dominis de replicacié canviin la seva posicié al nucli esta
relacionat amb la consolidacio en els compartiments A o B %4,
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Tal com passa amb els CTRs i TTRs, que es poden subdividir en
dominis de replicacio, els compartiments també es poden dividir en
regions de menor mida anomenades domini topoldgicament associat
(TAD). Amb la técnica de Hi-C s’estudia la freqiéncia amb la que
diferents regions interaccionen. Aquests TADs son regions de la
cromatina que tenen una frequiéncia de interaccio elevada entre elles i
menor amb les regions de fora del TAD %*'. Aquests TADs estan
separats per regions que actuen com a frontera i contenen llocs d’unio
de proteines com les cohesines o el factor de transcripcio CTCF 542,
Aquestes regions frontera s’han alineat amb les regions que separen
els dominis de replicacio %7543, A més a més gracies a I'lis de la
microscopia de superesolucid, s’ha pogut determinar que els TADs
correspondrien a unitats estructurals directament relacionades amb els
focus de replicacio observats %%,

Com que part de la cromatina interacciona amb la lamina nuclear o el
nucléol, hi ha dominis associats tant a la lamina nuclear (LADs), com al
nucléol (NADs) 5454 Aquests dominis es relacionen amb el
compartiment B de la cromatina i amb els dominis de replicacio tardana
546 No obstant aix0, els LADs no només contenen dominis de replicacid
tardana. Si tenim en compte la divisié dels cromosomes en CTRs i
TTRs, els LADs no sols estan formats per CTRs tardans, alguns estan
formats també per TTRs. El que succeeix és que s’ha vist com els limits
dels dominis de replicaci6 més primerencs es solapen amb els limits
dels LADs. Aixo fa que les forquetes de replicacio activades en aquests
dominis primerencs es puguin desplacar als LADs i aquests es puguin
replicar de manera primerenca %%,

Per tant, hi ha una relacié entre la estructura de la cromatina, la
localitzacio al nucli i el timing de replicacié. S’ha vist com en funcioé de
si el TAD es troba localitzat en el nucli en el compartiment A o B es
replicara abans o després. De fet, en llevats es va veure com la insercio
de regions que normalment es repliquen de manera primerenca en
regions que es repliquen de manera tardana, provoca la replicacio
tardana dels origens inserits >’
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Tant els TADs com els seus limits es mantenen relativament constants
entre els diferents tipus cel-lulars 555!, En canvi els compartiments A i
B, i els LADs varien sovint entre tipus cel-lulars °°. EI model més
acceptat fins ara és que la cromatina es divideix en unitats estructurals,
que serien els dominis de replicacid i el que varia durant el
desenvolupament, és la seva organitzacio al nucli i el temps en que es
replica %,

4.1.1. TIMING DE REPLICACIO | CICLE CEL-LULAR

El timing de replicacio s’estableix al principi del cicle cel-lular, durant la
G1 a un moment concret conegut com a timing decision point (TDP).
Aquest és un periode curt del cicle on els dominis de replicacié de la
cromatina es mouen als llocs pertinents %4950  Aquest periode
coincideix amb el reestabliment de les interaccions 3D de la cromatina
per formar els TADs i els compartiments A o B ®°'. No obstant aixo,
I'establiment del timing de replicacié es desfa en acabar la fase S,
mentre que la seva estructura 3D es manté fins la mitosi °1:5°2,

S’ha vist com si es forga la replicacid quan no esta establert aquest
timing de replicacié (G1 abans del TDP o G2), aquesta ocorre en un
ordre temporal aleatori 5052,

L’establiment del timing de replicacio és independent de la seleccié dels
origen que utilitzaran els diferents dominis de replicacié °°3. EI TDP
precedeix el moment en el cicle on es selecciona I'origen que s’activara
(origin decision point) °°*. El timing de replicacié és robust en la cél-lula,
les regions que es marquen al principi de la replicacié en una cél-lula
son les mateixes en el cicle segiient 54515, En canvi la seleccio d’origen
és estocastica, en una mateixa cél-lula varia entre els successius cicles
cel-lulars %,

4.1.2. TIMING DE REPLICACIO | EPIGENETICA

Els dominis de replicacié primerencs es relacionen amb la cromatina
menys condensada, amb una elevada densitat génica i
transcripcionalment activa 2. A més a més, s’ha vist que tenen una alta
densitat d’origens de replicacié i un enriquiment en GC 5'85%_En canvi
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els dominis de replicacio tardans estan associats a zones del DNA més
condensades, amb menor densitat de gens, riques amb elements
repetitius °'®. En resum, els dominis de replicacié primerencs es
relacionen amb la eucromatina i formen part del compartiment A i els

tardans amb I'heterocromatina i formen part del compartiment B
525,536,537_

No obstant aixd, aquesta correlacid entre les caracteristiques
esmentades i el timing de replicacié, només encaixa al 100% amb la
meitat del genoma, la que no es veu afectada pel desenvolupamenti la
diferenciacié cel-lular ®'2. Aixo te a veure amb que hi ha uns dominis
primerencs o tardans constitutius i d’altres que es regulen en funcié del
desenvolupament i diferenciacié cel-lular. Tot i que es repliquin al
principi de la fase S, aquests ultims tenen algunes caracteristiques de
dominis de replicacié tardans com la baixa densitat d’origens de
replicacié %°7-%%'. Succeeix el mateix que amb [I'heterocromatina
facultativa, que en funcio del tipus cel-lular, pot ser heterocromatina o
no . Depenent de si forma part de I'heterocromatina o no, tindra diferents
marques epigenétiques %2,

Com que la condensacié i estructura de la cromatina és important pel
timing de replicacio, és important analitzar la influéncia de diverses
marques epigenétiques en aquest. Actualment s’han vinculat diverses
marques epigenétiques al timing de replicacio. Per exemple els dominis
de replicacidé primerencs es relacionen amb marques de transcripcio
activa com les mono, di o trimetilacions en H3K4, la monometilacié en
H3K20, la H3K36 i amb acetilacions en H3K9 i H3K27 %3, Els dominis
de replicacio tardans s’han relacionat amb la trimetilacio H4K20 4. A
més a meés, no només I'epigenética pot influir en el timing de replicacio,
s’ha descrit que també succeeix al revés, és a dir el timing de replicacié
pot influir en els nivells d’acetilacio de la cromatina °6°,
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4.2. RESULTATS PREVIS

Com ja varem veure al capitol 3, després d’un estrés replicatiu sever,
s’activen nous origens de replicacié. Amb la técnica de DNA fiber assay
no podiem saber on estaven localitzats aquests nous origens, si en els
dominis de replicacid que ja estaven actius o s’estan activant nous
dominis de replicacié. Si s’estan activant nous dominis, aquesta
activacio pot ser esta alterant el timing de replicacid. Tal com hem vist
abans, aixd podria tenir un impacte sobre les marques epigenétiques i
I'expressio génica.

4.3. OBJECTIUS
Els objectius d’aquest capitol sén:

I.  Comprovar si 'activacié de nous origens després d’'un estrés
replicatiu sever es dona en nous dominis de replicacio.

Il En cas afirmatiu, analitzar si aquesta activacié de nous dominis
té consequéncies en la condensacio de la cromatina i I'expressié
genica.

4.4. RESULTATS

4.41. LES CEL-LULES HCT116 ACTIVEN NOVES FACTORIES DE
REPLICACIO DESPRES D’UN ESTRES REPLICATIU SEVER

Per tal d’abordar el primer objectiu varem fer un analisi semblant al DNA
fiber assay perd en aquest cas sense lisar les cél-lules. Varem fer un
marcatge amb un primer analeg de la timidina (CldU) just abans de la
induccié de l'estrés replicatiu. D’aquesta manera podiem marcar els
dominis actius que patirien I'estrés replicatiu. Després varem induir
I'estrés replicatiu amb hidroxiurea amb la preséncia del primer analeg,
aixi seguiriem marcant els dominis actius fins que aquests es paressin
a consequéncia de l'estrés. En acabar el temps del tractament amb
hidroxiurea, varem eliminar tant la hidroxiurea com I'analeg de timidina.
A continuacio, tal com es fa amb el DNA fiber assay, varem fer un segon
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marcatge amb un altre analeg de la timidina (IdU). Aixi podriem marcar
les factories actives després de I'estrés replicatiu amb un altre analeg.
Després es van fixar les cél-lules i es va fer una immunofluorescéncia
per marcar amb dos fluorocroms diferents les factories actives abans i
després de l'estrés.

D’aquesta manera varem poder veure si el domini de replicacié on
s’activava el nou origen era el mateix, i per tant les dues senyals de
fluorescéncia col-localitzaven; o en canvi hi havia senyals de
fluorescéncia corresponents al segon analeg que no col-localitzaven
amb el primer, indicant que sén nous dominis de replicacié activats
despres de l'estrés replicatiu. Tot i aixd no era possible distingir si la
col-localitzacié es devia al reinici de la forqueta o a I'activacié d’'un nou
origen dintre de la factoria. No obstant aix0, el que ens interessava
estudiar era si es produia I'activacio de nous origens en noves factories.
Aquest fet es podia comptabilitzar de forma clara i corresponia al
nombre de factories marcades només amb el segon analeg.

Les imatges les varem analitzar amb una macro feta amb ImageJ. Per
saber si el senyal del segon analeg corresponia a un domini nou o
provenia del mateix, varem tenir en compte la mida dels focus de
replicacid, que és aproximadament de 130nm de diametre *%¢. Per cada
focus detectat varem crear una regio on el focus estés al centre. La
regio creada pel primer analeg (CldU) la varem fer amb el doble de la
mida dels focus i la del segon amb la mida dels focus de replicacié
descrita a altres estudis %%. Si les dues regions estaven en contacte
assumiriem que el senyal del segon analeg provenia del mateix domini
marcat amb el primer analeg.

Per comprovar si la técnica funcionava adequadament, varem utilitzar
diversos controls, detallats a I'esquema de la figura 1. Un on la
col-localitzacié fos la maxima (C-l) i a més fos I'esperable si només es
produis un reinici o activacié dels nous origens dintre dels dominis que
ja estaven actius abans de l'estrés replicatiu.

També varem afegir un altre control on la col-localitzacié fos la minima
(C-1h-l). En aquest ultim cas s’elimina el CldU i després es deixa
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replicar una hora sense cap analeg de la timidina. S’ha vist que una
hora és el temps que tarda un foci en desaparéixer amb aquesta técnica
27 D’aquesta manera després d’aquesta hora els dominis actius seran
diferents i aixi podrem veure el minim de col-localitzacié al que podem
arribar amb la técnica.

Després de I'estrés replicatiu, es triga aproximadament 30 minuts en
tornar a detectar per immunofluorescéncia la incorporacié del segon
analeg de la timidina a les forquetes de replicacié actives 4. Per aixo,
després de I'estres replicatiu varem fer un marcatge de 30 minuts enlloc
del 15 que féiem en condicions control.

Per a descartar que les diferéncies que es puguin observar siguin
degudes a aquesta diferéncia en el temps de incubacio amb IdU, varem
utilitzar una altre condicié6 on també varem fer un marcatge amb 15
minuts de CldU i després 30 minuts de IdU per poder veure si hi havia
un augment en I'activacio de nous dominis.

A la figura 1 es pot veure representat el percentatge de col-localitzacio
dels dominis de replicacié marcades amb el segon analeg en cada una
de les cél-lules analitzades. El control de C-1h-I, tal com esperavem va
ser la condici6 amb menys col-localitzacié es va observar. Les cél-lules
sotmeses a un estrés replicatiu sever van presentar un percentatge de
col-localitzacié més proper a les de C-1h-1 que a C-Il. Aix0 ens va indicar
que després d'un estrés replicatiu sever hi havia nous origens de
replicacié que s’activaven a nous dominis de replicacio. A més, si
analitzem la distribucié dels valors obtinguda, observem una major
dispersié de les dades en la condicioé que va patir I'estres replicatiu que
en els controls.
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Figura 1. L’estrés replicatiu sever altera la dinamica dels dominis de replicacié en
cel-lules HCT116. Varem fer el marcatge i tractament de les diferents condicions tal
com s’indica a I'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Es representa el percentatge
de col-localitzacié dels dos marcatges (CldU i IdU). Cada punt correspon a una cél-lula
diferent. La linia vermella representa la mediana de cada condicid. Es mostren els
resultats d’'un experiment representatiu de 5 (5n).

En veure la dispersio de dades i que tot i que obteniem moltes imatges,
el nombre de cél-lules analitzades per experiment no era elevat, varem
replicar aquest experiment pero utilitzant la técnica de high content
screning. D’aquesta manera aconseguiriem estudiar un nombre major

de cél-lules i obtenir uns resultats més robustos.
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Els resultats foren molt semblants als obtinguts anteriorment, on podem
veure com després d’un estrés replicatiu es va produir una disminucié
de la col-localitzacio, es a dir, hi havia major nombre de nous dominis
de replicacié que s’activaven després de I'estrés replicatiu (figura 2).
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Figura 2. L’estrés replicatiu sever altera la dinamica dels dominis de replicacié en
cél-lules HCT116 per HCS. Varem fer el marcatge i tractament de les diferents
condicions tal com s’indica a 'esquema. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Es representa
el diagrama de caixa de la col-localitzacié dels dos marcatges (CldU i IdU). Es mostren
els resultats d’un experiment representatiu de 2. Es varen analitzar entre 1000 i 1800
cél-lules per condicio.

4.4.2. LA RECUPERACIO DE L’ESTRES REPLICATIU SEVER NO
AFECTA L’EXPRESSIO D’ORF1p EN CEL-LULES HCT116

Una vegada comprovat que s’activaven nous origens a nous dominis
de replicacio, la pregunta va ser si aquest fet podria causar alteracions
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en I'expressio génica, possiblement derivats dels canvis en el timing de
replicacio i en les marques epigenétiques.

La nostra hipotesi era que aquest fenomen d’activacio de nous dominis
de replicacié succeeix a regions aleatories del genoma, per tant no
teniem gens diana on estudiar el possible canvi epigenétic degut a
l'estrés replicatiu. ElI primer que varem fer per comprovar si la
recuperacié a 'estrés replicatiu produeix canvis en I'expressio génica,
va ser estudiar I'expressi6 d’'ORF1p abans i després de lestrés
replicatiu.

ORF1p és un proteina que prové de la transcripci6 de LINE-1, un
retrotransposé de la familia dels LINE (Long interspersed Nuclear
Element). Aquest LINE-1 es troba reprimit per metilacié, de manera que
si s’altera la metilacié d’aquest gen es pot ptoduir I'expressio dORF1p
%67.568  Com que aquest retrotransposd comprén aproximadament el
17% del genoma huma, si es produeixen alteracions a l'atzar en el
timing de replicacio, és possible que trobem alguna cél-lula que després
de I'estrés replicatiu pugui expressar ORF1p. Es a dir utilitzarem ORF1p
com un sensor de possibles canvis epigenétics derivats de I'estrés
replicatiu que afectin la expressio génica %8959,

Les cel'lules de cancer de mama MCF-7 tenen una expressié basal
d’aquest retrotranspos6é %°. De manera que varem utilitzar les MCF-7
com a control positiu. En canvi les cél-lules HCT116 no expressen

aquesta proteina, ja que el gen de LINE-1 es troba fortament reprimit
570

Analitzant I'expressio per western blot (WB) varem veure com després
d’un estres replicatiu sever no hi havia cap indici d’expressié dORF1p
(figura 3).
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Figura 3. No es detecten diferéncies per Western Blot en els nivells d’ORF1p
després de I’estrés replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com
s’indica a I'esquema i recollir per WB. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Varem utilitzar la
lamina B com a control de carrega i les cél-lules MCF-7 com a control positiu. Es
mostren els resultats d'un experiment representatiu de 3. Experiments fets en
col-laboracié amb Alejandro Rosell.

En vista dels resultats obtinguts, voliem descartar que I'expressio no es
donés en un nombre insuficient de cél-lules que fes que les diferéncies
fossin indetectables per WB. Per aix0, varem fer el mateix experiment
perd per analitzant els nivells dORF1p per immunofluorescéncia, aixi
podriem analitzar diverses cél-lules per separat, a veure si en alguna es
produia algun canvi en I'expressio. El resultat va ser idéntic al de WB.
L’anticos funciona correctament, perqué detectavem senyal en el
control positiu (MCF-7), pero en cél-lules HCT116 no es varen produir
canvis en els nivells d’expressié d’ORF1p ni en condicions control ni
després d’un estrés replicatiu (figura 4).
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Figura 4. Els nivells d’ORF1p no varien per immunofluorescéncia després de I’
estrés replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a
'esquema, fixar i fer la immunofluorescencia. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Varem
utilitzar les cel-lules MCF-7 com a control positiu. Es mostren les imatges d'un
experiment representatiu de 3. Experiments fets en col-laboracié amb Alejandro Rosell.

Durant el tractament amb la hidroxiurea, només les cél-lules que ja

estiguin en fase S al principi serien les que tindrien un estrés replicatiu
de 14 hores. De manera que els possibles efectes d’un estrés replicatiu

sever (14 hores amb les forquetes de replicacié parades) només els

veuriem en un percentatge de les cél-lules.
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Per tal d’incrementar la poblacio cel-lular afectada, el que varem fer fou
tractar les cél-lules amb varis cicles de 14 hores amb hidroxiurea
combinada amb un temps de recuperacio després de cada tractament
(10 hores). Varem provar a fer dos i quatre cicles de tractament amb
hidroxiurea i recuperacio. Tant per WB com per immunofluorescéncia
els resultats foren idéntics als obtinguts només amb un cicle d’estrés
replicatiu, ja que no hi havia expressié dORF1p després de 2 o0 4 cicles
d’estrés replicatiu (figura 5).
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Figura 5. Els nivells d’ORF1p no varien després de varis cicles d’estrés replicatiu
en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a 'esquema. Després
per una banda varem recollir per WB i per 'altra varem fixar i fer laimmunofluorescéncia.
Dosi d’hidroxiurea (HU): 10mM. Varem utilitzar les cél-lules MCF-7 com a control positiu.
En el cas del WB varem utilitzar la lamina B com a control de carrega. Es mostra un WB
i imatges de la immunofluorescéncia representatius de tres experiments independents.
Experiments fets en col-laboracié amb Alejandro Rosell.

Al no haver trobat diferéncies a nivell de proteina varem estudiar els
nivells dmRNA d’ORF1p, a veure si aquests incrementaven després
d’'un estrés replicatiu sever. Al ser aquesta técnica molt sensible
podriem detectar els petits canvis que hi pogués haver a nivell
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d’expressio génica. No obstant aix0, no va haver-hi diferéncies entre les
diferents condicions estudiades (figura 6).
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Figura 6. Els nivells d’ORF1p no varien per RT-gPCR després de I’estrés replicatiu
en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a 'esquema i extreure
el mRNA per a fer la RT-qgPCR. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Els nivells de mRNA so6n
relatius al control. Es representa la mitjana de 3 experiments independents (3n).

4.4.3. ELS NIVELLS DE CK20 INCREMENTEN DESPRES D’UN
ESTRES REPLICATIU SEVER EN CEL-LULES HCT116

Com que no varem veure cap canvi amb I'expressié dORF1p, ho varem
intentar amb un panell de gens marcadors de cél-lula mare tumoral de
cancer colorectal °”'. Al estar aquests gens afectats per la diferenciacio
o durant la transformacio, varem estudiar I'efecte de I'estrés replicatiu
sever en I'expressié d’aquests gens. Varem escollir aquests gens pel
fet que probablement siguin més susceptibles de variar la seva
epigenética (ho fan durant la diferenciacid) i potser el timing de
replicaci6 °'".
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De tots el panell analitzat, només en el cas de la CK20 I'expressid
génica va variar després d’'un estrés replicatiu sever (figura 7). Els
nivells d'mRNA en la resta de gens es van mantenir semblants en totes

les condicions. En canvi amb CK20, al control i just després de 'estres
replicatiu (HU) els nivells eren iguals, mentre que després de la
recuperacié aquests van augmentar (HU+R). També ho van fer després
de 4 cicles de tractament amb hidroxiurea i recuperacié (4HU+R 4c)
(figura 7).
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Figura 7. Els nivells de CK20 varien per RT-qPCR després d’un o varis cicles
d’estrés replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a
I'esquema i extreure el mMRNA per a fer la RT-qPCR. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Els
nivells de mRNA soén relatius al control. Es representa la mitjana de 3 experiments
independents. Experiments fets en col-laboracié amb Alejandro Pérez.

En veure aquest increment en els nivells dmRNA varem analitzar si
també érem capacgos de veure el mateix amb els nivells de proteina. En
aquest cas varem incrementar el temps de recuperacio de 10 hores a
12 hores (I'habitual que haviem estat fent als altres capitols), per veure
si hi havia més diferéncies i també per mantenir les condicions que
haviem fet préviament. En el cas dels cicles varem allargar el temps de
recuperacié de I'dltim. A més a més varem afegir dues condicions on
varem augmentar el temps de recuperacio a 24 i 48 hores, per veure si

aquestes diferéncies es mantenien en el seglent cicle.
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Com a control positiu varem utilitzar les cel-lules DLD-1, que estava
descrit que tenien majors nivells de CK20 %72,

Tot i que I'expressié de CK20 en HCT116 és practicament indetectable,
es pot apreciar com els nivells varen augmentar lleugerament després
de l'estrés replicatiu (figura 8).
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Figura 8. Els nivells de CK20 varien per WB després d’un o varis cicles d’estrés
replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal com s’indica a 'esquema
i Després recollir per WB. Dosi hidroxiurea (HU): 10mM. Varem utilitzar la proteina
CDK4 com a control de carrega i les cél-lules DLD-1 com a control positiu. Es mostren
els resultats d’un experiment representatiu de 3. Experiments fets en col-laboracié amb
Alejandro Pérez.

Els nivells detectats de CK20 per WB eren baixos, i ja varem veure que
amb la RT-gPCR no hi havia una gran diferéncia. Tot i que era possible
que es produis un efecte generalitzat perd molt lleuger en la expressié
de CK20, la nostra hipodtesi fou que es produien canvis en aquesta
proteina en poques cél-lules al atzar. Per testar aquesta hipotesi varem
repetir I'experiment, perd0 detectant la proteina CK20 per

immunofluorescéncia.

L’Unica condicié on varem trobar cél-lules amb marcatge positiu de
CK20 va ser la que les cel-lules s’havien recuperat després de I'estrés
replicatiu sever (figura 9).

208



CAPITOL 4

14h 24h

(o HU HU+R

DAPI CK20 Cell Mask Fusié
c .
" .
~
HU+R 24h

Figura 9. Els nivells de CK20 varien per immunofluorescéncia després d’un o
quatre cicles d’estrés replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les cél-lules tal
com s’indica a I'esquema, fixar i fer la immunofluorescéncia. Dosi hidroxiurea (HU):
10mM. Es mostren les imatges d’'un experiment representatiu de 3. Experiments fets en
col-laboracié amb Alejandro Pérez.

Tot i trobar cél-lules positives, aquestes eren un esdeveniment poc
freqlent, de fet hi havia imatges on no n’hi havia. De manera que varem
fer una immunofluorescéncia amb la técnica de high content screning
per incrementar el nombre de cél-lules positives i poder analitzar

percentatges de positivitat d’'una manera més fidel i robusta.

Igual que haviem vist a I'experiment anterior (figura 9), les cél-lules
CK20 positives només es trobaven a les condicions on les cél-lules
s’havien recuperat d’un estrés replicatiu sever (figura 10). Aixi doncs,
tot i que els valors eren baixos -estaven entre el 0.5% i el 5%- cal
destacar que tant en la condicié control, com amb la que s’havia fet
nomeés un tractament amb hidroxiurea (sense recuperacio) no va ser
possible trobar cap cél-lula positiva, ni en les imatges de microscopia
de la figura 9 ni amb les de High Content Screening (figura 10).
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Figura 10. Els nivells de CK20 varien per immunofluorescéncia de HCS després
d’un o quatre cicles d’estrés replicatiu en cél-lules HCT116. Varem tractar les
cél-lules tal com s’indica a I'esquema, fixar i fer la immunofluorescéncia. Dosi
hidroxiurea (HU): 10mM. Varem utilitzar les cél-lules DLD-1 com a control positiu. Es
varen analitzar entre 800 i 1500 cél-lules per condicié. Es mostren els precentatges d’un
experiment representatiu de 3. Experiments fets en col-laboracié amb Alejandro Pérez.

4.4.4. L’ESTRES REPLICATIU INCREMENTA L’ACCESSIBILITAT
DE LA CROMATINA EN CEL-LULES HCT116

En trobar un gen que si canviava la seva expressié en algunes cél-lules
després d’'un estrés replicatiu sever, varem analitzar si aquests canvis
es produien a més regions del genoma. Per fer aquesta comprovacio
varem utilitzar la técnica ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible
Chromatin using sequencing). Aquesta permet identificar les regions on
la cromatina és accessible i podriem avaluar com varia després de
I'estrés replicatiu.
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La base d’aquesta técnica és utilitzar una transposasa hiperactiva (Tn5)
que permet introduir adaptadors a les regions on la cromatina és
accessible. Després gracies a una PCR s’amplifiquen aquestes regions
que s’identificaran per sequenciacié. Aixi podrem veure si hi ha
diferéncies en l'accessibilitat de la cromatina en resposta a I'estrés
replicatiu.

Varem utilitzar quatre condicions diferents:

- Control (C): Son cel-lules HCT116 recollides directament sense
fer cap tractament.

- Hidroxiurea (H): Son cél-lules recollides després d’un tractament
amb 10mM d’hidroxiurea durant 14 hores. Amb aquesta condicio
podriem veure si I'estrés replicatiu per si sol indueix canvis en
I'accessibilitat de la cromatina.

- Hidroxiurea i recuperacio (HR): Son cel-lules tractades primer
amb hidroxiurea (igual que a la condici6 anterior) i després es
deixen recuperar en medi durant 12 hores.

- Hidroxiurea i recuperacio 36 hores (HR36): En aquesta condicié
la recuperacié és de 36 hores. Aixi podriem comprovar si els
possibles canvis produits durant la recuperacio es mantenen.

Després de la sequenciacié varem alinear les sequiencies obtingudes
contra el genoma de referéncia. Les regions on la cromatina es troba
meés accessible correspondrien a aquelles que s’han amplificat en major
mesura durant la PCR, i, per tant, després de la seqlenciacié hi haura
moltes més lectures (reads) que s’alineen contra elles. De manera que
si es representen els histogrames del nombre d’alineaments de les
diferents regions podrem identificar matematicament les regions
accessibles com a pics en I'histograma. Com que aquests canvis que
volem estudiar es podrien produir de manera estocastica i poden ser
esdeveniments poc freqlents, analitzarem inicialment les regions
detectades a algun dels replicats que hem fet per condicio (figura 11).

211



RESULTATS

32331
31514
30000 4
26394
he)
K] 21579
[
8 20000 4
8
£
K]
(9]
o
g 11176
= 100004
789
6240  Go47
5150
3975 3878 3792
2576 5
Regions accessibles . AT
detectades 0
N HR36
HR
I H
I C
75.000 50(‘300 25600 6
HRmix Vs H HRmix Vs C HVsC
Regions accessibles a totes les mostres  Regions accessibles a totes les mostres  Regions accessibles a totes les mostres
= 5 o = 5 . <5
© . oy © i 1]
@ N k7] k7]
-3 4 Ll -3 4 e * -3 4
© < . © © & 8 © 2 :
L 3 ¥ = 3 0 L 3 P v
S 2 Al S e S we
[ [ T S 2
> > .3 >
o o o (=3 .
=1 =1 =1
& e e
a0 a0 —— - y . a0
-2 -1 0 1 2 2 -1 0 1 2 2 -1 0 1 2
Log,(variacid) Log,(variacid) Log,(variacid)
HRmix Vs C HRmix Vs H
Regions accessibles a HRmix i C Regions accessibles a HRmix i H
= = 5
5 ° k]
0 (2]
> 4 3, 4 o
= . E .
‘6 2 2 o °
< % s o2 Mo
g 2 - o > 2 <
aQ o Q o »
= 1 = !
2) o
g’ 0 o o
4 2 0 1 2 e 0 1 2
Log,(variacid) Log,(variacid)

212



CAPITOL 4

Figura 11. Durant la recuperacioé de I’estrés replicatiu s’incrementa I’accessibilitat
de la cromatina en cél-lules HCT116. Es mostren el nombre de pics (regions
accessibles) detectats en I'histograma agrupats segons la mostra que els conté. Es fa
la interseccié de totes les mostres. Es van tenir en compte tots els pics detectats
almenys en 1 dels 3 replicats per condicid. Els grups que contenen pics que hem
analitzat posteriorment es troben acolorits. Vermell: correspon als pics perduts durant
la recuperacié. Blau: correspon als pics nous que han aparegut durant la recuperacio.
Negre: pics comuns a totes les mostres o a les dues condicions de recuperacié i C o
HU. A sota es mostren els vulcano plot de les comparacions entre les diferents
condicions (només els pics de les interseccions marcades en negre, al subtitol s’indica
a quina de les tres correspon). Hem agrupat les dues condicions de la recuperacié
(HRmix). Per a fer la comparacié només hem considerat els pics presents a dues de les
repliques dels triplicats. En blau: increment de més d’'un 50% i p-valor ajustat <0.05. En
vermell: reduccié de més d'un 30% i p-valor ajustat <0.05. A la filera superior es
comparen les condicions dels pics presents a totes les mostres. A la filera de sota hi ha
les comparacions dels pics presents només a HRmix i C o HU.

En total varem identificar 165315 regions accessibles. Per a cada
condicié varem trobar entre 64975 i 88335 regions amb la cromatina
accessible. La condicié6 amb major nombre de regions fou HR i la que

en tenia menys va ser HR36 (figura 11).

Un cop detectades aquestes regions, ens interessava veure quines
havien canviat durant la recuperacio (ja sigui en relacio al C, a
hidroxiurea o a les dues condicions) i la seva localitzacio al genoma. Al
tenir en compte totes les regions presents als triplicats, hi ha una
variabilitat elevada. Per aix0 per analitzar les noves regions que es
tornen accessibles o aquelles en que es perd I'accessibilitat durant la
recuperacio, varem avaluar només les regions comunes a HR i HR36 i
que no apareixien a C i H, i a la inversa. Aixi doncs varem poder
comprovar com després de la recuperacio es van fer accessibles 2576
regions (barra marcada en blau), que son les que no apareixien ni al
control ni a la condicio tractada només amb hidroxiurea. Per altra banda
després de la recuperaci6 de l'estrés replicatiu es va perdre
accessibilitat en 3975 regions (barra marcada en vermell) (figura 11).

A més d’aquestes regions noves on s’ha guanyat o perdut totalment
'accessibilitat, també es poden produir canvis en I'accessibilitat de
regions detectades a totes les condicions. Partint d’aquestes (31514)
varem comparar els histogrames de cada regi6é un a un i representar la
diferéncia i la significanga en un grafic conegut com a volcano plot
(grafic volca) (figura 11). Només varem comparar les regions presents
com a minim a dues repliques per condicio. Als grafics podem veure en
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quantes regions es va alterar I'accessibilitat després de la recuperacio.
Per a facilitar I'analisi varem agrupar les dues condicions amb la
recuperacid en una sola, anomenada HRmix. Les regions que ens
interessen sén les que estan acolorides. Aquestes corresponen a les
regions on hi ha una diferencia substancial (més d’un 50% d’increment
o un decreixement de més del 30%) i significativa (p-valor ajustat <
0.05). En general comparant les condicions que es van recuperar de
I'estrés replicatiu amb el control o les tractades només amb hidroxiurea,
es pot apreciar com es van produir més increments en I'accessibilitat
que reduccions. En canvi, comparant la hidroxiurea amb el control no
predominen de manera tan clara els increments en 'accessibilitat sobre
les reduccions. També varem analitzar les diferéncies entre les regions
accessibles presents a HRmix i C (3878) i les presents només a les
condicions tractades amb hidroxiurea (7894), aixi varem obtenir noves
regions d’interés (figura 11).

Un cop detectades totes les regions d’interés, varem analitzar la
localitzacio d’aquestes. Varem classificar-les segons la seva localitzacié
respecte als gens. Aixi doncs, varem distingir tres categories diferents:
regions promotores, intragéniques i intergéniques distals. Hem
considerat les regions intergéniques com a distals, ja que la regi6
promotora també conté un fragment que es troba proper al lloc d’inici
de la transcripcié perd fora del gen. De manera que les regions que
estaven fora del gen i de la regié promotora les varem considerar com
a intergéniques distals.

A més a més, també varem analitzar la preséncia d’estimuladors
(enhancers) coneguts a cada una d’aquestes regions definides.

A la figura 12, es pot comprovar com després de l'estrés replicatiu es
produeix un augment general en I'accessibilitat, sobretot en les regions
detectades en totes les condicions -0 totes menys el control 0 menys
hidroxiurea (interseccions marcades en negre a la figura 11)- (1045
contra 133) (figura 12).
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Figura 12. . Durant la recuperaci6 de [I'estrés replicatiu s’incrementa
I'accessibilitat de la cromatina en regions promotores de gens en cél-lules
HCT116. Es mostra la distribucié de les regions d’interes identificades a la figura 11:
Aquelles presents a C, HU i HRmix; C i HRmix; HU i HRmix que distribuim en increments
i reduccions segons la variacié en I'accessibilitat; Aquelles presents només a HRmix
que definim com a guanys; Aquelles presents a C i HU que definim com a péerdues. Es
distribueixen en: regions promotores, intragéniques, i intergéniques distals. Si alguna
d’aquestes regions conté un estimulador es considera com a grup diferent. Les barres
de la esquerra mostren la suma de cada una de les tres regions en total (considerant
amb estimulador i sense), en el cas de les regions estimuladores hi ha la suma de totes
elles.

Si només tenim en compte les regions on s’han produit diferéncies en
'accessibilitat es pot veure com l'increment es produeix practicament
en la seva totalitat en regions promotores. En canvi les regions noves
que es fan accessibles durant la recuperacié aquesta dominancia de

regions promotores respecte a les altres no va succeir (figura 12).

Com que previament varem identificar al gen de CK20 com a gen que
canviava la seva expressio durant la recuperacio a I'estrés replicatiu en
algunes cél-lules, varem comprovar I'accessibilitat de la regié que conté
el gen.

En cap de les condicions estudiades va haver-hi variacions en
'accessibilitat en el promotor del gen de CK20 (regi6 marcada en
vermell). No obstant la regié marcada en taronja conté un estimulador
del gen de CK20 i aquesta regi6 si que es torna més accessible durant
la recuperaci6. La regié groga també es torna més accessible durant la
recuperacio, perd en aquest cas correspon a un estimulador del gen de
la proteina CK23.

Just a dalt de les comparatives (histogrames derivats de la resta de
dues condicions), es poden veure els pics detectats per I'algoritme que
hem utilitzat. En aquesta regi6 només ha identificat com a pic i per tant
com aregio accessible, la de I'estimulador de la CK-23, no del de la CK-
20 (figura 13). Aixd pot ocorrer perqué aquestes dues regions estan
properes i només ha detectat la més gran, ja que l'algoritme té en
compte les regions del voltant. Aixo implica que hi ha més regions que
no hem detectat amb el nostre analisi que després d’un estrés replicatiu
sever canvia la seva accessibilitat de la cromatina en algunes cél-lules.
A més a més, és important destacar que en el cas de la regi6é de CK-20
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aquesta obertura comporta la expressiéo de la proteina, que en les
cél-lules HCT116 no s’expressa.
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Figura 13. Durant la recuperacio de I’estrés replicatiu s’incrementa I’accessibilitat
en la regié estimuladora del gen de CK20 en cél-lules HCT116. Es mostren els
histogrames dels alineaments de les 4 condicions al Genome Browser. A I'histograma
es representa la mitjana dels 3 replicats per condicio (3n). A sota hi ha la referéncia dels
gens presents a aquesta regié del genoma. De cada condicié hi ha la resta dels
histogrames tal com s’indica a I'esquerra. Finalment es mostren els elements reguladors
que consten a la base de dades GeneHancer. Vermell: Inici de la transcripcioé del gen
de CK20. Groc: regio estimuladora del gen de CK23. Taronja: regi6 estimuladora del
gen CK20.

En resum, en aquest capitol hem pogut comprovar com durant la
recuperacié d'un I'estrés replicatiu sever les cél-lules HCT116 activen
nous origens de replicacid6 a nous dominis de replicacio. També es
produeixen canvis generals a nivell de l'accessibilitat global de la
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cromatina i aquesta presenta més regions obertes. En el cas concret
del gen CK20 es produeix un increment en l'accessibilitat de la
cromatina en la regié6 promotora derivant en I'expressié d’aquesta
proteina que en cél-lules HCT116 no s’expressa.
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Un ésser huma al llarg de la seva vida sintetitza aproximadament 2-10"°
metres de DNA. Aquesta longitud equival a 130000 vegades la distancia
que hi ha entre la terra i el sol '*>. A més a més, Vogelstein et. al. han
trobat correlacions entre el risc de desenvolupar un cancer en un teixit
i la quantitat de divisions de les seves cél-lules per mantenir-ne
’lhomeodstasi. En aquest treball proposen com a causa principal de la
formacio de tumors els errors que es produeixen durant la replicacio 7.
En conseqiéncia, el funcionament adequat dels mecanismes de
proteccié durant la replicacié és fonamental en la proteccié contra el
cancer. Per una banda I'estrés replicatiu s’ha vinculat a la inducci6 de
mutacions i alteracions en el genoma. Per I'altra alteracions que deriven
en 'augment de I'expressié d’oncogens indueixen més estres replicatiu.
De manera que durant la tumorigénesi I'eix estrés replicatiu-mutacions
es retroalimenta per afavorir-la.

Les cél-lules tumorals adquireixen mutacions o alteracions
epigenétiques que permeten que escapin dels mecanismes de control
o checkpoints del cicle cel-lular. En tumors, la resposta a l'estrés
replicatiu sovint es troba modificada per poder fer front a l'estrés
replicatiu basal. Es important destacar que les cél-lules no tumorals no
tenen aquests nivells elevats d’estrés durant la replicacié. Aquest estrés
replicatiu i alteracio de la resposta incrementa la inestabilitat gendmica,
tret caracteristic del cancer. No obstant aix0, les mutacions de proteines
de la via de senyalitzacié que s’activa per fer front a I'estrés replicatiu
es troben per sota d’ATR i Chk1. No només la incidéncia de mutacions
en aquestes dues proteines és molt baixa, sind que sovint es troben
sobreexpressades °°38 A més a més, ATR i Chk1 no només actuen
durant I'estrés replicatiu. Els nivells baixos d’aquestes proteines que hi
ha durant la replicacio regulen el progrés d’aquesta. De fet, fins que no
s’inactiva completament ATR en acabar la replicacio, la cél-lula no entra
en fase G2 374575,

Al nostre grup estam molt interessats a caracteritzar i identificar els
elements d’aquesta resposta a I'estrés replicatiu per a conéixer amb
més detall com les cél-lules tumorals es fan resistents. Aixi en un futur
es poden trobar noves estratégies terapéutiques basades en aquesta
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resisténcia que desenvolupen les cél-lules tumorals. L’objectiu final és
millorar I'eficiéncia de tractaments enfocats a generar estrés replicatiu
o aprofitar I'estrés replicatiu basal per poder fer tractaments més
especifics contra les cél-lules tumorals.
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1. OZF MANTE LA VELOCITAT DE PROGRESSIO DE LA
FORQUETA EN CONDICIONS D’ESTRES REPLICATIU

La claspina és un component del replisoma implicat en la progressio de
la forqueta, la resposta a l'estrés replicatiu i la reparacié del dany al
DNA. Funciona com a bastida i té la capacitat d’interaccionar amb
moltes proteines; per tant, el nostre grup estava interessat a trobar més
proteines que interaccionessin amb la claspina. De totes elles OZF va
ser la proteina més interessant, atés el poc coneixement que es tenia
sobre la seva funcié.

OZF és una proteina que s’expressa en gairebé tots els teixits (segons
'Human Protein Atlas °'°), i malgrat aixd es sap poc sobre la seva
funcié. El fet que estigui formada per practicament només 10 dominis
dit de zinc (d’aqui el seu nom Only Zinc Finger) fa que per a les funcions
que pugui tenir sigui important la interaccié amb alguna altre proteina
577,578 E| fet que interaccionés amb la claspina obria un ventall de
possibles funcions dintre de la replicacié i la resposta a l'estrés
replicatiu.

Per comengar es va veure com OZF no només interacciona amb
claspina, sin6é que esta present a les forquetes de replicacio actives. A
més a més també interacciona amb diversos components del replisoma
com Mcm2, Mcm6 o Cdc45 “47. No obstant aixd, OZF no sembla que
tingui un paper important durant la replicacié en condicions normals, ja
que la seva eliminacié no comporta cap efecte sobre la velocitat de
progressio de la forqueta ni sobre la dinamica de replicacio.

En canvi, OZF si que és rellevant en condicions d’estrés replicatiu. Aixi
doncs, la seva deplecio en cél-lules hTERT-RPE sota estrés replicatiu
fa que es redueixi la velocitat de progressio de la forqueta. Aquesta
funcio d’OZF no depeén del checkpoint de replicacio, ja que en aquestes
mateixes cél-lules, en condicions d’estrés replicatiu molt lleuger, on no
hi ha activaciéo del checkpoint, la deplecid6 d’OZF també redueix la
velocitat de la forqueta.
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La claspina és necessaria per I'activacié i manteniment del checkpoint
de replicacio, ja que, per una banda, la seva abséncia fa que els nivells
de P-Chk1 siguin baixos i, per laltra, sigui necessaria la seva
degradacio per a la desactivacié del checkpoint 442. Hi ha proteines com
And-1, que formen part del replisoma, interaccionen amb la claspina i
s’ha descrit que la seva deplecié en cél-lules HCT116 redueix la
quantitat de Chk1 fosforilada en resposta a un tractament amb
hidroxiurea °’°. En canvi, tot i interaccionar amb claspina i estar present
a la forqueta, OZF no sembla que intervingui en l'activacié del
checkpoint ja que pel que hem pogut comprovar, la depleciéo d’OZF en
resposta a estrés replicatiu no impedeix o redueix de manera notable la
fosforilacio de Chk1 en cél-lules no transformades. Tot i que també
podria ser que amb els nivells residuals que quedessin d’'OZF fos
suficient.

La quinasa que forma part del complex DDK (Cdc7), també interacciona
amb la claspina. A part de que en I'activacié del checkpoint de replicacié
Cdc7 pot fosforilar la claspina per tal que interaccioni amb Chk1, també
s’ha descrit que per a l'inici de la replicacio, la claspina recluta a Cdc7
°80-582 En aquest rol de la claspina en I'activacio dels origens, OZF
tampoc intervé, ja que en els experiments de DNA fiber assay fets tant
en hTERT-RPE, HCT116, DLD-1 o SW480, la depleci6 d'OZF no
produeix diferéncies en l'activacid de nous origens. A més a més,
analitzant els nivells de la fosforilaci6 de Mcm2 (Ser 40), que esta
mediada per les DDK 2?7, la deplecid6 d’OZF no va reduir de manera
clara la quantitat d’aquesta en cap de les linies cel-lulars utilitzades.

OZF es pot modificar post-traduccionalment, ja que interacciona amb
UBCY9, que és un enzim que afegeix covalentment a SUMO-1 (small
ubiquitin-like modifier 1) %3. També interacciona amb hRap1, una
proteina present al telomer, de manera que s’ha relacionat amb el
manteniment d’aquests 8. Un estudi recent mostra com OZF es pot
unir a LINE-1. Malgrat aix0, la seva deplecié no promou la transcripcio
dels dos transcrits codificats als LINE-1, ni comporta canvis
substancials en el transcriptoma. No obstant aixd, no es descarta que
pugui intervenir en la regulacié de la cromatina en regions riques en
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sequencies de LINE-1 o que pugui estar implicat en 'embriogénesi, ja
que es creu que LINE-1 pot intervenir en la regulacié de I'accessibilitat
de la cromatina durant aquesta etapa %8°°%¢,

Es una proteina que sovint esta sobreexpresada en cancer pancreatic
%87 gastric %8 i colorectal °%°. En les 3 linies cel-lulars de cancer
colorectal que hem utilitzat I'expressi6 d’'OZF és major que en les
cél-lules no tumorals (hnTERT-RPE). Ens interessava utilitzar com a
model aquestes 3 linies perqué tenen un estrés replicatiu basal. En les
cél-lules HCT116, DLD-1i SW480 OZF és important per a la progressio
de la forqueta de replicacio, tal com succeeix amb les cél-lules hTERT-
RPE en condicions d’estrés replicatiu,

Aquests resultats son interessants si tenim en compte que OZF és una
diana del factor de transcripcié c-Myc 5°. Com que la sobreexpressiod
de c-Myc genera estrés replicatiu ¥/, OZF podria tenir un paper
important per mantenir la replicacié en aquestes condicions i protegir el
genoma. No obstant aixd, en els nostres models I'eliminacié d’OZF en
cél-lules que tenen estres replicatiu no té efectes sobre la viabilitat pel
que fa als clonogénics. Tant en HCT116 en condicions control, com en
hTERT-RPE amb estrés replicatiu induit amb hidroxiurea, la deplecio
d’OZF no altera la capacitat de les cél-lules per formar colonies. A més
a més, la reduccio de la velocitat de la forqueta tampoc incrementa el
dany al DNA, ja que ni en HCT116 ni en DLD-1 hi ha un augment de
marcadors de dany (YH2AX o 53BP1).

Posteriorment, altres grups també han avaluat els efectes de la deplecié
d’OZF. Per exemple en cél-lules HEK 293 no hi ha canvis sobre el
creixement ni la morfologia, tot i que cal tenir en compte que aquestes
cél-lules sén embrionaries de ronyoé 5. En canvi en MKN-45 (cancer
gastric) la deplecio d’OZF si que redueix la velocitat de creixement, la
capacitat de formar colonies, la capacitat dinvasié i augmenta
lleugerament I'apoptosi 5.

A més a més aquest ultim estudi associa I'expressié d’'un RNA no
codificant circular (circPIP5K1A) i tumors de pacients de cancer gastric
amb un diametre gran, en estadi avancat i amb metastasis distals.
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Aquest RNA no codificant actua com a diana del micro RNA miR-376¢-
3p, que inhibeix la traduccié del missatger OZF. De manera que nivells
elevats de 'RNA no codificant circular incrementen els nivells d’OZF i
afavoreixen la progressio del tumor °%. També s’ha vist un fenomen
semblant amb I'RNA no codificant KCNQ10. Aquest es troba altament
expressat en cancer colorectal i actua de la mateixa manera que el
circular descrit abans, perd uneix un altre miRNA (miR-216b-5p), que
també interacciona especificament amb el missatger d’'OZF. En aquest
cas no han estudiat directament els efectes de la deplecié d’OZF, perd
han vist com en ceél-lules de cancer de colon LoVo i SW480 la reduccio
dels nivells d’OZF per I'eliminacio de KCNQ1OT o la sobreexpressio del
miRNA (miR-216b-5p) redueix el creixement cel-lular i la capacitat de
formar colonies *°'. En els nostres models (HCT116 i DLD-1) no hem
observat aquesta reduccié en la viabilitat, probablement perqué no
depenguin tant d'OZF o perqué hem utilitzat una técnica diferent per
reduir la quantitat d’'OZF i els nivells basals siguin suficients.

De manera que en tumors hi ha diverses estratégies per incrementar
els nivells d'OZF, que pot estar relacionat amb la tumorigénesi i ser una
proteina important per mantenir el creixement de determinats tumors.
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2. RAD51 MANTE LA PROGRESSIO DE LA REPLICACIO
EN RESPOSTA A L’ESTRES REPLICATIU

RAD51 és una proteina essencial pel manteniment de genomes grans
com I'huma. De fet, en ratolins genoanul-lats en RAD51 es produeix la
mort en estat embrionari 4°°'. En cél-lules U20S RAD51 es va
relacionar amb el reinici de les forquetes després d’un estrés replicatiu
provocat pel tractament de 2h amb 2mM d’hidroxiurea “%4. En el nostre
laboratori ens hem volgut centrar en el paper de RAD51 durant la fase
S en cel-lules tumorals i no tumorals. En treballs previs hem observat
com en cél-lules no tumorals, RAD51 es manté a la forqueta després
d’un estrés replicatiu agut *°. Tot i ser-hi, gracies als experiments de
DNA fiber assay, hem pogut comprovar com no afecta el reinici de les
forquetes 4°°. No obstant aixo, igual que succeeix amb OZF, RAD51 és
important per a la progressio de la forqueta de replicacio en condicions
d’estrés replicatiu.

Com que aquests resultats s’han obtingut utilitzant I'inhibidor B02 497, es
pot dir que és la inhibicié de la formacio del filament nucleoproteic de
RAD51 o la seva activitat d’'intercanvi de cadenes, la responsable de la
disminucié de la velocitat de progressié de la forqueta en condicions
d’estrés replicatiu. A més a més, hem vist com en cél-lules HCT116
RAD51 és important per mantenir la velocitat de progressié de la
forqueta en condicions control on només hi ha I'estrés replicatiu basal.

RAD51 s’expressa en teixits amb cél-lules que es divideixen activament
576592 En diversos tipus de tumors RAD51 es troba sobreexpressat %%,
Aquest fet esta associat a un pitjor pronostic i una major resisténcia a
tractaments que generen dany al DNA 59259459 | g sobreexpressio de
RAD51 promou una hiperactivacié de la recombinacié homologa que
produeix un increment de la inestabilitat gendomica %%°. A més a més,
amb estrés replicatiu I'increment de BIR pot conduir a reordenaments
cromosomics.37437°

En mostres de pacients de cancer colorectal sovint hi ha una expressio
elevada de RAD51 comparat amb teixit no tumoral %°2°%_ En les linies
cel-lulars de cancer colorectal que hem utilitzat (HCT116 i DLD-1) hi ha
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una expressio de RAD51 major que en les cél-lules hTERT-RPE. Per
tant com que aquestes cél-lules tenen més estrés replicatiu i més
expressid de RADS51, estavem interessats a estudiar I'efecte de la
inhibicié de RAD51 en la replicacio d’aquestes cél-lules.

Tal com hem comprovat per citometria, el fet que les forquetes de
replicacié avancin de manera més lenta en les cél-lules tumorals retarda
la progressié de la fase S. En assajos de clonogenicitat hem vist com la
capacitat de formar colonies de les HCT116 es redueix amb un
tractament amb B02. No obstant aixd, en cél-lules hTERT-RPE el
tractament amb B02 també redueix la viabilitat. Com que les cél-lules
hTERT-RPE no tenen estrés replicatiu basal, probablement aquesta
reduccio de la viabilitat no estigui lligada a la disminucié de la progressié
de la forqueta en condicions d’estrés replicatiu. Com que per fer 'assaig
de clonogenicitat hem utilitzat cél-lules asincroniques, la inhibicié de
RAD51 s’ha fet en algunes cél-lules en fase S i en altres que estaven
en altres fases del cicle. Per tant, en cél-lules amb estrés replicatiu
aquest retard en la progressié de la fase S pot fer que tinguin un
creixement més lent, perd no necessariament afecta la viabilitat
cel-lular. La reduccié en la viabilitat pot estar més relacionada amb el
paper de RAD51 durant la fase G2. En experiments anteriors fets al
laboratori amb hTERT-RPE, es va comprovar per citometria com tant
amb I'is d’'un siRNA contra RAD51, com amb un tractament amb B02,
part de les cel-lules (20% respecte al control) s’acumulaven en fase G2
499 Altres grups també han descrit que en cél-lules embrionaries de
ratoli (MESC) o de limfoma de gallina (DT-40) RAD51 és important per
a I'entrada en mitosi, ja que durant la G2 pot resoldre estructures de
DNA conflictives derivades de la replicacio. L’eliminacio de RADS51
provoca un augment de cél-lules que romanen parades en G2 600601 A
meés a més, en cél-lules embrionaries de ratoli la pérdua de RAD51
tampoc afecta la progressié de la forqueta, tal com succeeix amb les
cél-lules hnTERT-RPE®"",

El tractament amb B02 tampoc produeix un increment en 'activacié del
checkpoint de replicacié en cél-lules en fase S. Ho hem comprovat
analitzant els nivells de P-Chk1 tant en cél-lules hnTERT-RPE
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sincronitzades en fase S i tractades amb diferents dosis d’hidroxiurea
(0.1mM, 1mM i 10mM), com en HCT116 amb I'estrés replicatiu basal.

En canvi, en cél-lules HCT116 en fase S, el tractament amb B02
incrementa la quantitat de yH2AX. No obstant aixd, en eliminar el B02
els nivells d’aquesta proteina es redueixen. Per immunofluorescéncia
s’ha confirmat 'augment de yH2AX en les cél-lules HCT116 i DLD-1 que
han estat replicant el DNA durant les 4 hores de tractament amb B02.

L’increment en yH2AX no necessariament implica dany al DNA. Aquest

també pot incrementar amb ssDNA, ja que ATR també fosforila a la
histona H2AX 498502 Per aixd varem comprovar un altre marcador de
dany com és 53BP1 ¢ En aquest cas el tractament amb B02 no va
variar els nivells de 53BP1 ni en HCT116, ni en DLD-1. Per tant, tot
indicaria que la inhibici6 de RAD51 en cél-lules que estan replicant en
condicions d’estrés replicatiu produeix un increment de ssDNA perd no
de dany al DNA. Malgrat aixd, no varem detectar ssDNA per
immunofluorescéncia utilitzant BrdU. Aixd implica que els fragments de
ssDNA que es podrien formar no sén molt llargs i per aixo no els podem
detectar per immunofluorescéncia amb BrdU.

Un estudi recent del grup de Shammas mostra com en condicions
control en cél-lules HCT116 i OE19 (adenocarcinoma esofagic) la
deplecié o inhibici6 de RAD51 redueix els nivells de yH2AX 5%, Tot i
semblar contradictoris amb els nostres resultats, realment les
condicions dels dos estudis sén diferents. Per una banda nosaltres hem
estudiat la inhibici6 de RAD51 només en les cél-lules que estan
replicant, mentre que Shammas et. al. utilitzen ceél-lules asincroniques,
de manera que no només estan afectant les cel-lules en fase S. Per
altra banda la inhibici6 de RAD51 és diferent, amb el B02 nosaltres
només inhibim la formacié del filament nucleoproteic de RAD51 i
I'activitat d’intercanvi de cadenes, mentre que en aquest treball utilitzen
un siRNA i un inhibidor (RI-1) que s’uneix covalentment a RAD51 %%, Hi
ha funcions de RAD51 com la induccié de la regressié de la forqueta
que no depenen de la formacié d’'un nucleofilament de RAD51 estable
317 per tant pot ser que amb B02 o amb RI-1 no s’estan inhibint les
mateixes funcions de RAD51. Un altre tret interessant del treball de
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Shammas et. al. és que en afegir l'inhibidor de RAD51 a un tractament
amb camptotecina redueix encara més la viabilitat cel-lular, perd no
incrementa la inestabilitat genomica, com si que ho fa el tractament
només amb camptotecina. Per tant amb tractaments que generen dany
al DNA la inhibici6 de RAD51 pot sensibilitzar les cél-lules a aquest

tractament i evitar el seu paper a I'increment de la inestabilitat gendmica
593

En Xenopus laevis el grup de Constanzo ha descrit com en condicions
d’estrés replicatiu provocat amb afidicolina RAD51 és necessaria per
evitar que es formin fragments de ssDNA. A més a més, RAD51
interacciona directament amb la polimerasa a promovent el seu
reclutament a les forquetes parades i evitar la formacio dels fragments
de ssDNA. Per una banda, la unié es dona en un domini de la
polimerasa a molt conservat en eucariotes; i, per altra, per aquest
reclutament cal la formacié del filament nucleoproteic de RAD51 303, En
el nostre treball hem pogut comprovar com en ceél-lules HCT116 el
tractament amb B02 redueix la unié de la polimerasa a a la cromatina.
Els resultats de Constanzo et. al. encaixen amb els nostres, ja que les
cél-lules HCT116 repliquen amb un estres replicatiu basal i per tant
poden necessitar a RAD51 per a reclutar la polimerasa a a les forquetes
que s’hagin parat. El fet de no poder-la reclutar a aquells llocs podria
generar uns fragments de ssDNA petits pero suficients per incrementar
els nivells de yH2AX. En el treball del grup de Constanzo 3 varen
utilitzar microscopia electronica per detectar els fragments amb ssDNA
i, en el nostre cas, amb immunofluorescéncia no tenim tant poder de
resolucio, perd si que detectem un increment de yH2AX i no de 53BP1.

A més a més, la reduccio de la uni6 de la polimerasa a a la cromatina
amb la inhibici6 de RAD51 només es dona en condicions d’estrés
replicatiu, ja que en les hTERT-RPE no succeeix en condicions control.
En canvi si el tractament amb B02 en hTERT-RPE es fa després d’'un
estres replicatiu agut, si que es redueix la quantitat de polimerasa a
unida a la cromatina. Aquesta disminucid no es produeix per la
implicacié que pugui tenir RAD51 en el reinici de la replicacio, ja que si
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s’inhibeix RAD51 un cop reiniciada la replicacié, la quantitat de
polimerasa a en cromatina disminueix igual.

En vista dels resultats obtinguts, el que nosaltres proposem és que la
polimerasa a és necessaria per reiniciar la replicacid en condicions
d’estrés replicatiu. RAD51 afavoreix la interaccié entre la cromatina i la
polimerasa a, i en cas de no poder-se donar aquesta interaccié, queden
regions de DNA sense replicar.
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3. LAINHIBICIO DE L’ACTIVACIO DE NOUS ORIGENS DE
REPLICACIO DESPRES D’UN ESTRES REPLICATU
SEVER FRENA LA RECUPERACIO EN CEL-LULES
HCT116

Les cél-lules no transformades quan pateixen un estrés replicatiu
massa gran com per poder mantenir la integritat del genoma, entren en
senescéncia %%, Aquesta resposta actua com una barrera contra la
tumorigénesi. De fet I'activacié d’oncogens indueix estrés replicatiu i fa
que les cél-lules es tornin senescents per un procés anomenat
senescéncia induida per oncogens %, Préviament el nostre grup va
identificar a APC/C®" com a element d’aquesta barrera contra la
tumorigénesi, que s’activa en fase S en resposta a un estres replicatiu
prolongat, i que inhibeix la recuperacio de les cél-lules °°¢, Recordem
que per que es pugui iniciar la replicacid i s’activin els origens de
replicacid, s’ha d’inhibir APC/C®9" /0. De manera que durant un estrés
replicatiu sever en cél-lules no tumorals, I'activaciéo d’APC/C®" fa que
es degradi la ciclina A, i per tant que no es puguin activar nous origens
i la cél-lula no pugui reiniciar la replicacio després de I'estrés °°%.

Contrariament les cél-lules tumorals sotmeses a estrés replicatiu sever
amb 10mM d’hidroxiurea no activen APC/C®' i sén capaces de
recuperar-se per activacio de nous origens. En els experiments fets per
DNA fiber assay es veu com en cél-lules HCT116, després d'un estres
replicatiu sever hi ha un increment de les forquetes que queden parades
i un augment de l'activacio de nous origens. En canvi, en cél-lules
hTERT-RPE, també hi ha aquest augment de forquetes parades, pero
no es produeix I'activacio de nous origens.

Aquests resultats també s’obtenen amb gemcitabina, que igual que la
hidroxiurea inhibeix la sintesi de nucleotids. Les cél-lules HCT116
finalitzen la replicacio i progressen en el cicle, mentre que més de la
meitat de les hTERT-RPE no acaben la replicacié i la majoria no
progressa en el cicle. En el cas de les hTERT-RPE s’activa APC/C Cd"
durant el tractament amb gemcitabina mentre que en les HCT116
roman inactiu. En aquest cas amb gemcitabina es produeix I'activacio
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d’APC/C ¢! abans que amb la hidroxiurea (10mM). Aixo es pot produir
perqué els dos inhibidors actuen de mode diferent: la gemcitabina
inhibeix la timidilat sintasa i la ribonucledtid reductasa, mentre que la
hidroxiurea només la ribonucleodtid reductasa 7. Per tant sembla que
depenent de la magnitud de I'estrés I'activacio d’APC/C ¢ es produira
abans o després. Aixd quadra amb el fet que reduint la dosi
d’hidroxiurea a 2mM fins les 22-24 hores no s’activa APC/C ¢ i per
tant a les 14 hores les cél-lules hTERT-RPE encara es poden recuperar
de I'estrés produit, mentre que a les 24 activen APC/C ¢ i s'inhibeix la
seva recuperacio.

Per superar aquesta barrera contra la tumorigénesi, les cél-lules
tumorals han pogut desenvolupar diversos mecanismes per reduir
l'activitat d’APC/C®%'. De fet s’ha descrit que les proteines diana
d’'aquesta E-3 ubiquitina ligasa sovint estan sobreexpressades en
tumors, suggerint una activitat APC/C®" baixa %, A més a més, la
reduccido de lactivitat d’APC/C® també avanga lI'entrada de les
cél-lules en fase S, fet que pot incrementar I'estrés replicatiu 6%,

Per una banda s’han descrit directament mutacions en subunitats
importants del complex en cancer colorectal, de mama o de fetge ¢'°-
612 Per altra banda, hi ha elements reguladors que estan alterats. Per
exemple un dels punts importants per a la inactivacio d’APC/CC" és
'activacio dels gens transcrits per Rb, entre ells trobem inhibidors
d’APC/C ¢ com Emi1. En diversos tumors s’han descrit alteracions en
la via de Rb i sobreexpressio d’Emi1 ¢%°. De fet el grup de Duijf ha
comprovat que la majoria de tumors solids tenen nivells elevats d’Emi1
i que a més la seva sobreexpressio té un paper actiu en la tumorigénesi
i produeix inestabilitat cromosomica °'3. Curiosament no s’han trobat
mutacions o amplificacions en el gen que codifica per Emi1, aixi que es
pressuposa que aquest increment en la expressié ve per part d’un
augment de I'expressié en gens de la via d’E2F '3. També s’ha descrit
en tumors una alteracid dels nivells de Cdc20 i Cdh1, les dues
subunitats que s’encarreguen del reconeixement dels substrats. Mentre
que Cdc20 es sol trobar sobreexpressat, hi ha més variacié en els
nivells de Cdh1 %9612 Per una banda s’ha trobat que en melanomes ¢4,
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o en tumors agressius de mama °'°, o colorectals ¢'® estan reduits. La
reduccio dels nivells de Cdh1 provoca un escurgcament de la fase G1
fent que la cél-lula entri en fase S amb unes reserves de nucleodtids
insuficients ¢'7. Per altra banda s’ha descrit que sovint els nivells de
Cdh1 es troben elevats juntament amb els d’Emi1, aixd es deu a que
com que Cdh1 també es degrada per APC/C, la reduccié de I'activitat
d’APC/C augmenta els nivells de Cdh1 ¢'86'9, A més a més, en molts
tumors l'activitat de la quinasa Akt és elevada. S’ha descrit que Akt

fosforila a la ciclina F promovent aixi la degradacié de Cdh1 pel complex
SCFCicIina F 620,621.

A banda d’aix6 en tumors també s’han descrit alteracions en el nivell de
deubiquitinases (DUB), com per exemple Cezanne que és una DUB que
antagonitza APC/C®', i sovint es troba el seu gen amplificat i la
proteina sobreexpressada 2.

Aixi doncs, les cél-lules tumorals tenen moltes estratégies per reduir
lactivitat d’APC/C®'. Com que uns dels efectes de [Iactivacid
d’APC/C®" durant un estrés replicatiu sever és la inhibicié de nous
origens, varem utilitzar inhibidors de nous origens de replicacidé per
inhibir la recuperacié en cél-lules tumorals.

Les fosforilacions que fa CDK2 en components del replisoma sén un
esdeveniment clau per a l'activacié d’origens de replicacié. Per aix0
hem utilitzat inhibidors de CDK2 (roscovitina i CDK2 inhibitor Il) per tal
d’inhibir I'activacié de nous origens. Per DNA fiber assay s’ha corroborat
la inhibicio, tot i que cap de les dosi que hem utilitzat tenia una inhibicio
del 100%.

En cél-lules HCT116, a I'afegir un inhibidor de nous origens després
d’'un estrés replicatiu sever es redueix la viabilitat. Tant amb roscovitina
com amb CDK2 inhibitor Il s’augmenta la reduccié de viabilitat que fa la
hidroxiurea, també a dosis on els inhibidors no tenien cap efecte per si
sols. En el cas de la gemcitabina només I'hnem combinada amb
roscovitina i també es produeix una reduccié de la viabilitat major amb
la combinacié. Per analitzar la viabilitat hem fet un assaig de
clonogenicitat perqué voliem veure com s’afectava les cél-lules que
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havien superat el tractament (la mortalitat la varem analitzar
posteriorment amb els experiments d’anexina V).

S’ha de tenir en compte que en aquests experiments no hem
sincronitzat les cél-lules (per no induir un dany previ), aixi que només
les cél-lules que estaven al principi del tractament en fase S hauran patit
un estrés replicatiu sever, ja que la resta per patir I'estrés, primer han
hagut d’entrar en fase S i aix0 redueix el temps de tractament. No
obstant aixd, s’observen diferéncies amb la combinacié respecte al
tractament amb hidroxiurea o gemcitabina sol. A més a més, algunes
combinacions tenen efectes sinérgics. Aquest fet és important, ja que al
utilitzar inhibidors de CDK2 no només estam afectant I'activacioé de nous
origens, per aix0 ens interessava utilitzar una dosi a la que I'inhibidor
no tingués molt efecte sobre la viabilitat per si sol.

Si comparem els inhibidors entre ells, la roscovitina afecta més a la
viabilitat que el CDK2 inhibitor Il. Aixd és esperable, ja que mentre que
el CDK2 Inhibitor Il només inhibeix a CDK2, la roscovitina inhibeix a
CDK2 i CDK1. Es interessant destacar que CDK1 és I'inica de les CDK
imprescindible per a la cél-lula. Es a dir, tot i que cada CDK té la seva
funcié, CDK1 és I'inica que és capag¢ de substituir la resta i coordinar
ella sola la progressio en el cicle. No obstant aixd, s’ha descrit que
alguns tumors si sén dependents d’altres CDK a més de la CDK1.
Aquest fet s’esta explotant com a diana terapeéutica, i aixi tenir més
especificitat sobre les cél-lules tumorals, ja que les no transformades
generalment poden mantenir-se només amb CDK1 2122,

El grup d’Alexandrow utilitzant un siRNA per reduir el nivell de Mcm va
aconseguir sensibilitzar cél-lules de cancer pancreatic (Panc 1) a
tractaments que generen estrés replicatiu per deplecié de nucledtids
com gemcitabina o 5-fluorouracil °%. En el seu cas també varen estudiar
la viabilitat per assajos de clonogenicitat. La disminucid del nivell de
MCM afecta la quantitat d’'origens de suport disponibles, que soén els
que s’activen per a recuperar la replicacio durant un estrés replicatiu 623,

Analitzant només la recuperacioé de la replicacio (per citometria de flux)
es pot veure com el fet d’inhibir I'activacié de nous origens retarda o
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impedeix el reinici de la replicacio, ja que durant les 12 hores de
recuperacio, bona part de les ceél-lules no sén capaces de finalitzar la
replicacio. Sobretot després d’un estrés replicatiu generat amb 10mM
d’hidroxiurea, que és la dosi on les cél-lules son més dependents de
'activacid de nous origens. De manera que s’aconsegueix que les
cél-lules tumorals responguin de manera semblant a les no
transformades.

No obstant aixd, la implicacié sobre la viabilitat d’aquest impediment o
retard en la recuperacio de la replicacio no és tan gran, almenys si
'avaluem per assajos de clonogenicitat. Aixd es pot deure al fet que en
el cas dels experiments de citometria només hem analitzat les cél-lules
que han estat les 14 hores amb l'estrés replicatiu en comptes de la
poblacio general. Aixd implica que I'estrés replicatiu només haura estat
sever en una part de la poblacio, i la resta en reduir la quantitat de temps
que han estat amb hidroxiurea potser no depenen tant de I'activacio de
nous origens. A més a més, abans de replantar per fer els assajos de
clonogenicitat, hem eliminat l'inhibidor (roscovitina o CDK2 inhibitor 11)
i incubat les cél-lules amb medi durant 8 hores. De manera que en
treure I'inhibidor les cél-lules poden activar nous origens i recuperar-se.
Amb la prova que hem fet amb el CDK2 inhibitor 1l a temps llargs, hem
pogut comprovar com al treure I'inhibidor a les 12 hores de recuperacio
després de l'estrés replicatiu sever, les cél-lules acceleren la
recuperacié i repliquen més rapidament que en les que es manté
l'inhibidor.

També hi ha diferéncies entre els inhibidors utilitzats, ja que en afegir
roscovitina (10um i 15um) després d’un tractament amb 1mM i 2mM
d’hidroxiurea, ja es produeix una petita disminucioé en la poblacié que
finalitza la replicacidé; mentre que en el cas de CDK2 inhibitor Il aixd no
succeeix. Aquests resultats poden semblar estranys, si tenim en compte
que amb les dosis d’inhibidors utilitzades, el CDK2 inhibitor Il produeix
una major inhibicio de I'activacié de nous origens si el comparem amb
la roscovitina (DNA fibre assay). Per tant esperariem veure I'efecte
invers. Aix0 es deu possiblement a que en aquestes condicions d’estrés
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replicatiu I'activacié de nous origens no juga un paper tan important com
amb 5mM i 10mM.

En aquesta linia hem comprovat com en cél-lules hTERT-RPE després
de 14 hores de tractament amb 2mM d’hidroxiurea poden recuperar la
replicacié perqué no s’activa APC/C ¢, pero si a les 24 hores; aixi que
podria tractar-se de la major inhibicié de les CDK que fa la roscovitina
a diferencia del CDK2 inhibitor 1l que és especific de CDK2. De fet, amb
els experiments de DNA fibre assay podem veure com al canviar el
tractament de 10mM a 5mM d’hidroxiurea I'activacié de nous origens
disminueix considerablement, indicant que les cél-lules a 5mM no
depenen tant de [l'activaci6 de nous origens com amb 10mM
d’hidroxiurea. De manera que és possible que després de 14 hores amb
els tractaments de 1mM i 2mM d’hidroxiurea, les cél-lules HCT116 no
depenguin de l'activacié de nous origens per reiniciar la replicacio. A
més a més, si s’allarga el temps de I'estrés replicatiu de 14 a 24 hores
es veu com el tractament amb 10mM dhidroxiurea ja redueix
considerablement el nombre de ceél-lules que finalitzen la replicacié
durant la recuperacio (12h). Si comparem amb els resultats amb 14
hores d’estrés replicatiu, en afegir roscovitina durant la recuperacié
després de l'estrés replicatiu de 24 hores induit amb 2mM i 5mM
d’hidroxiurea, hi ha més cél-lules incapaces de finalitzar la replicacio.
Probablement perquée en allargar el temps els efectes de l'estrés
replicatiu sébn més severs i s'incrementa la dependéncia de I'activacio
de nous origens.

En consequéncia, com que la roscovitina inhibeix de manera més
general les CDK segurament els efectes observats amb 1mM i 2mM
d’hidroxiurea no tenen a veure amb I'activacié de nous origens.

Per analitzar la implicacio de la inhibicié de nous origens en la capacitat
de recuperacioé de les cél-lules després de I'estrés replicatiu sever no
hem considerat la mort cel-lular produida durant els tractaments. En els
resultats obtinguts per citometria, assajos de clonogenicitat o WB
només hem considerat les cél-lules que romanien a la placa després
del tractament i descartat les mortes.
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Hem quantificat aquesta mortalitat per tenir present aproximadament el
nombre de ceél-lules que es moren amb la combinacio d’estrés replicatiu
i després inhibidor de nous origens. De fet hem pogut comprovar com
fins i tot després d’eliminar l'inhibidor i deixar a les cél-lules en medi
fresc la mortalitat continua augmentant. Per tant la combinacié a més
de produir una disminucié en la capacitat de formar colonies, també
incrementa la mortalitat. Un fet interessant és que la mortalitat no esta
relacionada amb la dosi d’hidroxiurea, ja que la mort és la mateixa amb
totes les dosis utilitzades. A més a més cal tenir en compte que igual
que amb els assajos de clonogenicitat, estam analitzant la mortalitat en
la poblacié general i no només en les cél-lules que han estat les 14
hores amb I'estrés replicatiu.

En les ceél-lules hTERT-RPE, després de l'activaci6 d’APC/CC™' es
produeix un increment en marcadors de senescéncia com p21 i activitat
B-galacosidasa °%. En aquest cas hem volgut analitzar en cél-lules
HCT116 alguns marcadors de la resposta al dany i senescéncia com
YH2AX, p53 i p21. En el cas de yH2AX els nivells pugen amb I'estrés
replicatiu i després durant la recuperacio es redueixen. En canvi amb
els de p53 es produeix un augment, pero els nivells no canvien gaire en
afegir linhibidor. Només en el cas de yH2AX l'addicié durant la
recuperacio d’un inhibidor de I'activacié de nous origens incrementa els
nivells d’aquesta proteina, i després d’eliminar l'inhibidor es redueixen
fins a ser semblants al control. S’ha de tenir en compte que l'inhibidor
per si sol ja produeix un augment de yH2AX, pero el fet de combinar-lo
després d’un estrés replicatiu sever amb dosis elevades d’hidroxiurea
(10mM) fa que els nivells incrementin encara més.

Aquesta recuperacié un cop eliminat l'inhibidor és consistent amb els
resultats de la prova que varem fer amb CDK2 inhibitor Il a temps llargs
(fins a 24 hores), ja que en eliminar 'inhibidor s’incrementa la velocitat
de progressid de la fase S. Per tant potser la cél-lula es recupera en
eliminar l'inhibidor i repara el dany que s’hagi pogut produir. Tot i que
també s’ha de tenir en compte que les cél-lules que es moren no les
analitzem, aixi que pot ser els nivells d’aquestes proteines baixin amb
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el temps perqué les cél-lules que tenen els nivells més grans de dany
moren.

El cas de p21 és diferent. Tot i incrementar lleugerament p53 no
s’aprecia cap canvi en els nivells de p21 durant el tractament amb
hidroxiurea. No obstant aixd, durant la recuperacié els nivells de p21
augmenten i es mantenen estables durant tot el temps de recuperacié
(36 hores). A més a més, els nivells d’aquesta proteina no depenen de
la inhibicié de nous origens.

Gracies als experiments d'immunofluorescéncia, hem pogut comprovar
que 'augment de p21 durant la recuperacié correspon a una poblacio
de cél-lules p21 positives en les que aquesta proteina es troba al nucli.
Aquestes cél-lules p21 positives son incapaces de sintetitzar DNA
després d’un periode de 24h de recuperacio, per tant no progressen en
el cicle. La nostra hipotesi és que aquestes cél-lules expressen p21
quan arriben a G2, ja que per WB hem vist com els nivells de p21
incrementen progressivament entre les 4 i les 8 hores de recuperacio,
que és quan hem vist per citometria que les cél-lules finalitzen la
replicacio.

Per tant, els nostres resultats mostren com segons la severitat de
I'estrés replicatiu (que depén del temps i de la dosi d’hidroxiurea
utilitzada) les cél-lules HCT116 sén més dependents de I'activacié de
nous origens per a recuperar-se. El fet de reduir I'activacié de nous
origens amb un inhibidor de la CDK2 disminueix tant la viabilitat cel-lular
com el nombre de cél-lules que es recuperen. No obstant aquesta
inhibicié és reversible, ja que quan s’elimina I'inhibidor les cél-lules es
recuperen més rapidament.
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4. LA INHIBICIO CONJUNTA DE CDK2 | RAD51 DESPRES
D'UN ESTRES REPLICATU INCREMENTA LA
MORTALITAT EN CEL-LULES HCT116

Diversos estudis han mostrat que com RAD51 intervé en la reparacio
de DSB per recombinacié homologa. La inhibiciéo de RAD51 sensibilitza
les cél-lules tumorals a tractaments que produeixen DSB com el cisplati
o l'olaparib 9%€24-627  RAD51 pot estar involucrada en el BIR (break
induced replication) 362363628 j 3 més a més -com hem comprovat al
segon capitol de resultats- és important per al reinici després d’un estrés
replicatiu agut. De manera que hem volgut combinar la inhibicié de
RAD51 amb la de nous origens de replicacio per veure si érem capagos
de reduir encara més la recuperacio de les cél-lules tumorals després
d’un estrés replicatiu sever. El nostre objectiu era per una banda inhibir
I'activacio de nous origens i per l'altra reduir la capacitat de reinici i
progressio de la forqueta de replicacio.

Tot i ser resultats preliminars, ja que calen més experiments per poder-
ho afirmar amb seguretat, el tractament amb B02 no redueix la poblacio
que arriba a fase G2-M durant la recuperacié de I'estrés replicatiu. Es
possible que les cél-lules repliquin més lentament que en la condicio
control, perd al final de les 12 hores de recuperacié arriben a G2-M el
mateix percentatge de cél-lules. Quan el BO2 es combina amb el CDK2
inhibitor 11, aquest no incrementa I'efecte de I'inhibidor de CDK2, ja que
la poblacié que 12 hores després de l'estrés roman en fase S no
augmenta. No ho fa nia 5mM i 10mM d’hidroxiurea, que per I'increment
en l'activacid de nous origens en aquestes condicions s’hi podria
interpretar que el nombre de forquetes col-lapsades seria major i les
cél-lules serien més dependents de BIR per recuperar la replicacio
375629 Aix0 podria ocorrer perqué pel reinici de les forquetes després
d’un estres replicatiu sever, les cél-lules HCT116 no sén tan dependents
de RAD51. Per una banda amb el B02 no s’inhibeix el paper de RAD51
en la regressié de les forquetes, ja que per aquesta funcié no cal la
formacio del nucleofilament de RAD51 317318479480 Per altra banda s’ha
descrit tant en llevats %3°¢3" com en cél-lules humanes %2 ['existéncia
de BIR independent de RAD51.
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A més amés els paralegs de RAD51 poden estar actuant ja que aquests
s’han involucrat en la resposta a I'estrés replicatiu i tot i que puguin
actuar estabilitzant a RADS1 o carregant-lo a la cromatina, no totes les
seves funcions son dependents de RAD51 3, S’han relacionat
directament els complexos BCX2 4%2 amb la regressid i proteccio de la
forqueta, i CX3 4°2 i Shu #*° amb el reinici de la forqueta després d’un
estres replicatiu. A més a més s’ha vist com un subcomplex format per
XRCC2 i RAD51D intervé modulant i reduint la velocitat de la forqueta
de replicacié quan disminueix el nivell de nucledtids. L’activacié
d’aquest subcomplex depén d’ATR i contribueix a la proteccioé de les
forquetes evitant que es produeixi dany 8. Vista aquesta importancia
dels paralegs de RAD51 en la resposta a l'estrés replicatiu seria
interessant a part d’inhibir a RAD51 inhibir algun paraleg com XRCC2,
que esta fortament implicat.

També és important considerar que els nivells de RAD51 en cél-lules
tumorals utilitzades son elevats en comparacié amb les cél-lules no
transformades (hTERT-RPE), i a més a més el BO2 no produeix una
inhibicio total de RAD51 5%, En U20S s’ha determinat que la ICso
d’inhibicié de la recombinacié homologa és de 17.7uM %% i la dosi que
hem utilitzat és 25uM. De manera que probablement no estam inhibint
per complet I'activitat de RAD51. Recentment el grup d’Alexander Mazin
han desenvolupat modificacions del BO2 que el fan molt més eficient en
la inhibicio de la uni6 de RAD51 al DNA i inhibeixen practicament tota
I'activitat d’intercanvi de cadenes (ICso 0.72 uM), fet no observat amb
B02 %%, Aixi que seria interessant testar el B02 modificat en comptes
del BO2 que hem utilitzat en el nostre treball.

No obstant aixd, la combinacié d’inhibidors després d'un estrés
replicatiu sever si que incrementa la mortalitat, tal com hem pogut
comprovar amb el marcatge d’Anexina V-Pl. Mentre que la dosi de B02
utilitzada no indueix mortalitat, quan aquesta es combina amb CDK2
inhibitor Il incrementa els efectes induits per aquest ultim. Igual que
ocorre amb CDK2 inhibitor Il sol, aquest efecte és independent de la
dosi d’hidroxiurea utilitzada.
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De manera que si millorem la eficiencia d’aquesta inhibicié de RAD51
i/o la combinem amb la d’altres proteines claus com XRCC2,
possiblement inhibirem encara més la progressié de les cél-lules
tumorals que no poden activar nous origens després de lestrés
replicatiu sever, i també podriem incrementar encara més la mortalitat.
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5. LA RECUPERACIO D’UN ESTRES REPLICATIU SEVER
ALTERA LA DINAMICA DELS DOMINIS DE
REPLICACIO | L’ACCESSIBILITAT DE LA CROMATINA
EN CEL-LULES HCT116

La formacio i progressio del tumor no depén només de canvis génics,
si no també pot dependre de canvis a nivell epigenétic. Des de fa temps
es planteja la relacid entre l'estrés replicatiu i les alteracions
epigenétiques 4. Diversos estudis han mostrat com durant I'estrés
replicatiu es pot alterar la reposicio d’histones %63, En llevats s’ha vist
com la mateixa resposta a I'estrés replicatiu inhibeix 'expressié génica
de les zones afectades . Un dels factors més importants a tenir en
compte és si aquestes alteracions després es mantenen en les
seguents divisions cel-lulars.

L’epigenética també juga un paper important en la resposta contra
lestrés replicatiu %%. Aquest estrés pot induir canvis directes en
histones com per exemple l'addici6 de la histona modificada
macroH2A1.2 a les regions del genoma on sovint es produeix estrés
replicatiu. Es el mecanisme que té la cél-lula per marcar aquelles
regions que soén fragils i crear un ambient favorable per respondre de
manera eficient en cas d'estrés replicatiu i dany. Aquesta histona
interacciona amb la proteina BRCA1, implicada en mecanismes de
reparacio, i permet que estigui ja present a les zones del genoma on la
replicacié és més complicada 5%,

Hi ha marques epigenétiques que s’han relacionat amb el timing de
replicacié, fet que encaixa amb que aquest depen de l'estructura i
condensacié de la cromatina %6-%¢5, Tot i que I'epigenética i I'estructura
de la cromatina pugui regular el timing de replicacio durant la G1, s’ha
vist com aquesta relacio de dependéncia també pot succeir a la inversa,
ja que canvis en el temps de replicacio en regions concretes pot produir
diferencies en els nivells d’acetilacié 5. A més a més, hi ha proteines
que intervenen en la formacié dels TADs com Rif-1, que esta implicada
en el control del timing de replicacio i I'estructura de la cromatina, ja que
interacciona amb TADs que repliquen de manera tardana i ajuda a

245



DISCUSSIO

mantenir els contactes dintre d’aquests 54%%4'. Recentment s’ha vist com
la seva deplecié en diversos tipus cel-lulars tumorals i no tumorals
-entre ells HCT116- produeix una alteracid global en el timing de
replicacid i en les marques epigenétiques propies de la cél-lula %42,

Hem comprovat com després d'un estrés replicatiu sever les cél-lules
HCT116 activen nous origens, i part d’'aquests estan dominis de
replicacié que no estaven actius a l'inici de 'estrés. Per tant si aquests
dominis no s’haurien d’activar en aquell moment, potser s’esta alterant
el timing de replicacié. En consequéncia si s’alterés el timing de
replicacié d’alguns dominis potser també es podrien estar alterant
marques epigenétiques, que derivarien en canvis en la conformacio de
la cromatina fent que pugui canviar I'expressio génica.

Com que pressuposavem que aquest canvi era a l'atzar entre els
dominis de replicaciod, no teniem gens especifics per a comprovar si hi
havia modificacions en I'expressié génica. Aixi que varem buscar gens
que no s’expressessin en les cél-lules HCT116 i veure si després de
'estrés augmentava la seva expressid. Primer varem comprovar els
nivells ORF1p (transcrit de LINE-1), que sabiem que prové d’'un gen
que té nombroses copies al genoma i esta fortament reprimit. Després
d'un o varis cicles destrés replicatiu sever i recuperacié varem
comprovar que no es produeixen canvis en I'expressio dORF1p ni a
nivell de mRNA ni a nivell de proteina. Aixd es pot deure al fet que els
elements transposables es troben fortament reprimits en aquestes
cél-lules, tant a nivell de cromatina com de transcrit gracies a RNAs
curts no codificants (sncRNAs) °¢2,

Posteriorment varem quantificar el mRNA d’un panell de gens regulats
pel desenvolupament. Els TAD de gens associats al desenvolupament
0 especialitzacio de llinatge cel-lular durant la diferenciacié canvien la
seva localitzacié en el nucli, el timing de replicacié i 'expressio dels
gens que contenen 3. Aixi que possiblement aquests gens si que
poden alterar la seva expressio si es desregula el timing de replicacid.

De tots els gens analitzats només I'expressio del gen de la citoqueratina
20 (CK20) es va incrementar després d’un o varis cicles d’estrés
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replicatiu i recuperacio. A més del missatger, també hi ha un increment
dels nivells de la proteina, que en condicions control és indetectable. El
experiments de microscopia mostren com l'expressié de CK20 es
produeix en un nombre baix de les cél-lules (menys del 5%), perod ni en
condicions control ni només amb un tractament amb hidroxiurea es
detecta. Aquest resultat encaixa amb la idea que els canvis en el timing
de replicacié i en I'accessibilitat de la cromatina succeeixin de manera
estocastica, tot i que pot haver-hi regions que siguin mes susceptibles
de patir aquestes alteracions, igual que els llocs fragils comuns (CFS)
del genoma, que s6n més susceptibles de patir estrés replicatiu i dany.

Gracies a l'experiment d’ATAC-seq hem pogut comprovar que es
produeixen canvis en 'accessibilitat del genoma durant la recuperacio
després de l'estrés replicatiu. Comparant les dues mostres de la
recuperacié amb el control o la hidroxiurea, es pot veure com hi ha un
increment clar en I'accessibilitat. Al treballar amb un conjunt de cél-lules
i no amb ceél-lules individuals, el fet de tenir valors més alts en
'accessibilitat implica que un major nombre de cél-lules d’aquella
condicio té la regid accessible. De manera que després de l'estrés
replicatiu una major quantitat de cél-lules tenen accessibles aquestes
regions.

En canvi, les disminucions sén forca menors en comparacié amb els
increments, ja que hi ha molt poques disminucions en que es produeixi
una diferencia substancial o rellevant i que aquesta sigui
estadisticament significativa (194 disminucions contra 1937
increments). Aixd encaixa amb la nostra hipotesi de partida, on
I'activacié de nous origens pot alterar I'epigenética de les regions on
s’activin, ja que els origens que s’activarien en altres dominis pertanyen
a zones que no s’han replicat fins ara. Per tant és més facil que regions
més condensades es comencin a replicar a un temps que no pertoca i
en consequéncia es tornin més accessibles. A més a més aquest
augment de l'accessibilitat només succeeix durant la recuperacio, ja
que comparant el control amb la hidroxiurea hi ha un nombre semblant
d'increments i reduccions que siguin rellevants i estadisticament
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significatius. De manera que les diferencies notables que hem observat
es produeixen en eliminar la hidroxiurea.

Durant la recuperacio també s’han detectat regions noves que s’han
tornat accessibles i d’altres en que s’ha perdut I'accessibilitat. En aquest
cas hi ha un nombre semblant de guanys i pérdues.

En quant a la localitzacié de les regions que durant la recuperacié es
perd o disminueixen la seva accessibilitat, aquestes no es produeixen
en una regio concreta, el nombre és semblant en regions promotores,
intragéniques o intergéniques. Tot i aix0, no es pot descartar que no hi
hagi una preferéncia per les regions promotores. Aquestes sén mes
curtes que les altres, aixi que seria possible que fos menys freqlient
trobar els canvis en aquestes regions que a les altres dues. Al tenir els
nivells semblants a la resta de regions podria haver-hi enriquiment en
promotors.

En canvi, en el cas dels increments en I'accessibilitat, aquests es donen
practicament tots en regions promotores. Pel que fa als guanys
d’accessibilitat, els nivells son semblants entre les regions. Igual que
passa amb les pérdues, tampoc podem descartar un enriquiment.

Com que els origens de replicacié no tenen una sequéncia definida és
dificil saber si aquestes regions detectades per ATAC-seq corresponen
a origens de replicacio. No obstant s’han estudiat i localitzat els origens
de replicacié en el genoma gracies a I'is de técniques com SNS-seq,
que utilitza técniques de seqlenciacié de nova generacio i aixi es pot
sequenciar els fragments curts derivats de l'inici de la replicacié per a
localitzar-los al genoma. En diversos treballs han analitzat els origens
de replicacié de varies linies cel-lulars humanes o d’altres mamifers
com ratolins, i els han definit i distribuit en diverses categories en funcié
de la seva eficiéncia o activitat 100:174.543.644-648 ' Aquesta major eficiéncia
o activitat d’'un origen respecte a un altre fa referéncia a que dintre de
les poblacions cel-lulars analitzades, tot i que la selecci6 d’origens és
estocastica %8, hi ha origens que s’utilitzen en un major nombre de
cel-lules. Aquests origens que s'utilitzen amb més frequiéncia i que gran
part sén comuns entre diferents linies cel-lulars s’han anomenat origens
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centrals (core origins) 64¢64° per diferenciar-los de la resta, anomenats
estocastics 6. El grup de Marcel Méchali va analitzar tots els origens
detectats en diverses linies cel-lulars, immortalitzades o no. Per cada
linia cel-lular van determinar que els origens centrals eren un 20% del
total, i la majoria eren comuns entre les diferents linies cel-lulars. En
termes quantitatius els origens centrals representaven la majoria de les
seqléncies analitzades per SNS-seq (70-85%) 64¢.

A més a més els origens de replicacio es troben sovint a promotors de
gens 10064664965 F|g resultats que hem obtingut amb ATAC-seq
mostren que la majoria de regions que incrementen la seva
accessibilitat després d’'un estrés replicatiu es troben a promotors de
gens, per tant podria ser que s’activin origens que es troben a regions
promotores. Tot i que des de fa molts anys s’havia vinculat un augment
de la transcripcié amb una major activitat dels origens de replicacié que
contenen 699-6%2 estudis recents mostren com no és necessari que els
gens es transcriguin de forma activa per a qué s’utilitzin els origens de
replicacié localitzats a les regions promotores %%. Hi ha altres factors
que intervenen, com determinades marques epigenétiques -com
H3K4me1, H3K4me3 o H3K27ac-, o que els origens siguin propers a
regions riques en guanina com les illes CpG, freqlents també a regions
promotores 174646653654 De manera que el fet que origens de replicacié
actius es trobin en regions promotores no implica que els gens es
transcriguin activament. De fet inclis en els dominis que es repliquen
de manera primerenca, i que per tant tenen la cromatina més oberta i
major activitat transcripcional, l'inici de la replicacid es produeix en
zones on no hi ha transcripcio. Aixi s’eviten col-lisions entre les dues
maquinaries. A més a més el grup de Jiazhi Hu ha descrit que les
marques epigeneétiques associades a la elongacio dels transcrits com
s6n H3K79me2 i H3K36me3 no coincideixen amb els origens de
replicacid, i que la RNA polimerasa Il col-labora en aquesta exclusio
dels origens de les zones amb elevada activitat transcripcional 5%,
Concretament han demostrat com es produeix un desacoblament entre
ORC i MCM, i la principal hipotesi és que la RNA polimerasa |l desplaca

les MCM pero no les ORC i les exclou de les zones on hi ha transcripcié
654
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Bona part dels origens de replicacié centrals es troben en promotors
dels gens %%, També s’ha descrit que els origens de replicacié que
presenten una major activitat sén els que tenen una elevada
connectivitat a nivell de cromatina i tendeixen a ser regions que es
repliquen de manera primerenca 53. Un estrés replicatiu lleuger pot
alterar 'activitat dels origens de replicacié i amb un estrés més sever es
poden activar altres que no siguin molt utilitzats -aquells que Méchali i
col-laboradors anomenaven estocastics- %46647.649 A més a més, les
cél-lules immortalitzades presenten major nombre d’origens estocastics
646, Per tant, és possible que en les regions detectades a totes les
condicions on augmentava I'accessibilitat durant la recuperacio, sigui
més probable trobar origens de replicacié que puguin tenir una major
activitat, i per aixd aquest enriquiment en les regions promotores. Tot i
aix0, encara que puguin ser origens de replicacié amb activitat elevada,
no exclou el fet que es puguin activar a temps diferent al que tocaria per
timing. En canvi les regions noves detectades és més probable que
corresponguin a origens que tenen una menor activitat i per tant no
estan tan enriquits en regions promotores. No obstant aixd, en un futur
caldra comprovar si en aquestes regions detectades hi ha altres
elements associats a origens de replicacid, com son les regions riques
en guanina.

A nivell de TAD hi ha una major concentracié d’origens de replicacié a
les fronteres que a l'interior %, Tot i que la majoria de interaccions de
la cromatina es donen dintre d’'un mateix TAD hi ha algunes regions que
poden establir interaccions inter-TAD, i si hi ha origens de replicacio en
aquestes regions, aquests es replicaran amb un timing idéntic tot i
formar part de dos TADs diferents ¢*°. De manera que si s'altera la
condensacio de la cromatina i es produeixen altres interaccions entre
TADs, també es pot canviar el timing de replicacio.

Al haver-hi un enriquiment tan gran en promotors en les regions
detectades a totes les condicions, és possible que lincrement de
'accessibilitat que trobem en les regions promotores sigui una
consequéncia de I'activacido de gens en resposta a l'estrés replicatiu.
Tot i que en algunes regions podria passar, és improbable que sigui una
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resposta global, ja que aquestes modificacions en I'accessibilitat
persisteixen 36 hores després de l'estrés. A més a més, que la
cromatina de les regions promotores estigui oberta no implica
necessariament la transcripcio del gen. En el cas de la CK20 hem pogut
comprovar com l'increment de I'expressio es produeix només en un
nombre reduit de cél-lules, fet incompatible amb una resposta global a
I'estrés replicatiu.

En I'experiment d’ATAC-seq hem pogut comprovar com durant la
recuperacié de 'estrés replicatiu la cromatina d’una regi6 estimuladora
(enhancer) de CK20 és més accessible. De manera que amb 'ATAC-
seq no només hem validat I'observacié prévia, sind que amb les
condicions en que hem realitzat aquesta técnica tenim prou sensibilitat
com per detectar aquests canvis. No obstant aix0, I'algoritme que hem
utilitzat per a detectar els pics (peak calling), no ha detectat el de
I'estimulador de CK20, aixi que probablement estam infraestimant la
quantitat de regions on es modifica la condensacié de la cromatina
despres d’un estrés replicatiu. En aquest cas al haver un pic major molt
proper (estimulador de CK23), I'algoritme no ha detectat el de CK20.
Per aquest treball hem utilitzat un algoritme d’'RNA-seq, i en un futur
caldria utilitzar altres algoritmes per a detectar més pics en I'histograma,
i aixi poder identificar noves regions que poden canviar en resposta a
un estrés replicatiu sever. Un experiment que seria interessant realitzar
per complementar I'estudi és una sequienciacio d’RNA abans i després
de l'estrés, per veure si coincideixen regions obertes amb un increment
dels transcrits.

Durant la diferenciacio cel-lular hi ha alguns gens de TADs regulats pel
desenvolupament que s’expressen tot i replicar-se de manera tardana
(fet que xocava amb el model establert fins al moment). Perd després,
el TAD canvia el timing i esdevé un TAD de replicaciéo primerenca,
canviant posteriorment la posicié al nucli, i promovent I'expressio de
més gens del TAD . Aixd mostra com no necessariament primer es
canvia el domini de posicio, o I'expressio génica, sind que pot ser a la
inversa: es poden produir canvis en I'accessibilitat de la cromatina que
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facin que s’expressin gens en un TAD que es replica de forma tardana,
i més endavant es canvia el patré de replicacio.

La nostra hipotesi €és que les regions s’obren per I'activacié de nous
origens, i no amb la finalitat de transcriure-les. Aixd podria ocasionar
canvis a diferents nivells com epigenétic, de timing de replicacio,
localitzacié en el genoma o d’expressio. Aquests factors estan molt
relacionats i s’influeixen mutuament. De manera que no totes les
regions han d’experimentar els mateixos canvis, ni ocorren a la vegada,
sind que pot ser un efecte en la condensacioé de la cromatina, que com
que es manté en el temps -fet que hem pogut comprovar fins a 36 hores
després- pot derivar en altres canvis en qualsevol dels altres factors
esmentats en la regié alterada i la d’aquelles que interaccionen amb
ella.
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6. MODEL FINAL

Amb els resultats obtinguts a aquesta tesi proposem el seguent model
(figura 1) .

Alteracions

Fase del cicle a les 12h
W@ cetulesens
Céllules en G2

Céllules en la
segient G1

Recuperacio de l'estrés

® Domini parat
® Nous dominis

Severitat de I'estrés replicatiu

APC/CE

hTERT-RPE HCT116

Figura 1. Comparacioé de la recuperacio a I’estrés replicatiu en cél-lules tumorals
i no tumorals. Els nostres resultats suggereixen que les cél-lules tumorals HCT116
tenen més resisténcia a I'estres replicatiu que les ceél-lules no transformades hTERT-
RPE. Si I'estrés és agut o poc sever -depenent de la dosi d’hidroxiurea utilitzada i el
temps de tractament- tant les cél-lules hTERT-RPE com les HCT116 es recuperen
gracies al reinici de les forquetes de replicacié. Les proteines OZF i RAD51 son
importants per a la replicacid després de l'estrés. En canvi en el cas d’'un estrés
replicatiu sever hi ha moltes forquetes de replicacié que no poden reiniciar i les cél-lules
necessiten activar nous origens per a continuar amb la replicacié. En el cas de les
cél-lules hTERT-RPE aquestes no es recuperen, ja que quan l'estrés posa en risc la
integritat cel-lular. Durant I'estrés replicatiu s’activa APC/C®d" que degrada la ciclina A
evitant I'activacié de nous origens durant la recuperacié. De manera que depenen del
reinici de les forquetes de replicacié. Bona part de les cél-lules es queden en fase S i
no finalitzen la replicacié. Les que la finalitzen es queden parades en G2 i part es tornen
senescents. En canvi les cél-lules tumorals HCT116 activen nous origens de replicacio
i completen la fase S. Algunes de les que arriben a G2 activen p21 i possiblement es
tornen senescents, mentre que la resta progressen i finalitzen el cicle cel-lular. Aquesta
activacié de nous origens durant la recuperacié de l'estres, no només es dona als
dominis de replicacié que estaven actius abans, siné que també s’activen nous dominis.
Aquest fet provoca un increment de l'accessibilitat de la cromatina, que altera
I'epigenética i I'expressio génica. Si s'incrementa encara més la severitat de I'estrés
replicatiu (10mM hidroxiurea 24 hores) hi ha un punt on les cél-lules tumorals activen
APC/CCdn1 tot i que aquesta activacio no inhibeix completament I'activacio de nous
origens, ja que tot i que una poblacié cel-lular roman en fase S després de les 12 hores
de recuperacio, hi ha una altra poblacid, que és major i que si es capag de finalitzar la
replicacié i progressar en el cicle.
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CONCLUSIONS

Les conclusions generals de cada capitol sén:

1.

OZF és una proteina altament expressada en cél-lules de
cancer colorectal com HCT116, DLD-1 i SW480. Es necessari
per a mantenir la velocitat de progressié de la forqueta en
condicions d’estrés replicatiu, perd la seva eliminacié no
comporta un increment en el dany o reduccio de la viabilitat en
cél-lules HCT116 i DLD-1.

La inhibicio de la capacitat d’'unié al DNA i d’'intercanvi de cadena
de RAD51 en cél-lules amb estrés replicatiu basal comporta un
retard en la progressio en la fase S. Tot i que no incrementa el
dany en el DNA, redueix la capacitat d’'uni6 de la polimerasa a a
la cromatina.

En condicions d’estrés replicatiu induit per hidroxiurea, a major
dosi d’hidroxiurea i temps de I'estrés, les cél-lules HCT116 son
més dependents de 'activacié de nous origens per recuperar la
replicacid i progressar en el cicle. La inhibicié de nous origens
minva la capacitat de recuperar la replicacio i incrementa la mort
cel-lular, sensibilitzant les cel-lules a I'estrés.

Durant la recuperacié d’'un estrés replicatiu sever les cél-lules
HCT116 activen origens de replicacid en nous dominis de
replicacié que no estaven actius abans de I'estrés. A més a més
es produeixen canvis en l'accessibilitat de la cromatina que
poden alterar I'expressio génica, tal com hem vist en una petita
proporcio de cél-lules en que després de la recuperacié d’un
estreés replicatiu expressen CK20.
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CONCLUSIONS

Seguint els objectius que ens haviem marcat préviament a aquesta tesi,

les conclusions especifiques dels objectius d’aquesta tesi son:

1. Conclusions derivades de [I'analisi de proteines
involucrades en la remodelacié de la forqueta de replicacio
durant l'estrés replicatiu agut i el seu paper a I'estabilitat

genomica.

1.1.  OZF no és una proteina necessaria per a l'activacié del
checkpoint de replicacio.

1.2.  OZF té una expressido elevada en cel-lules de cancer
colorectal HCT116, DLD-1 i SW480 comparant amb les
cel-lules no transformades hTERT-RPE.

1.3. OZF és necessari per a la velocitat de progressié de la
forqueta en DLD-1 i SW480.

1.4. OZF no intervé en l'activacié dels origens de replicacio.

1.5.  La reduccio dels nivells d’'OZF en cél-lules HCT116 i DLD-1
no incrementa el dany al DNA ni te efectes sobre la viabilitat.

1.6. Les cél-lules HCT116 i DLD-1 tenen maijor nivell de RAD51
que les no transformades hTERT-RPE.

1.7.  La inhibici6 de RAD51 amb B02 retarda la progressio de la
fase S en cél-lules DLD-1i HCT116.

1.8.  Lainhibicié6 de RAD51 amb B02 no incrementa el dany ni té
efectes sobre la viabilitat en cél-lules DLD-1i HCT116.

1.9. La inhibici6 de RAD51 amb B02 incrementa els nivells de
yH2AX tot i que no genera fragments llargs de ssDNA en
cél-lules HCT116.

1.10. La inhibicié de RAD51 amb B02 redueix la uni6é de la DNA
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polimerasa a a la cromatina en ceél-lules HCT116 en
condicions control i en cél-lules hTERT-RPE després d’un
estres replicatiu agut induit amb hidroxiurea.



2. Conclusions derivades de I'analisi de la inhibicié de nous
origens de replicacié després d’un estrés replicatiu sever
en cél-lules tumorals.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

Les cél-lules HCT116 tenen major resisténcia que les
hTERT-RPE a [lestrés replicatiu sever induit amb
gemcitabina gracies a que no activen APC/C¢d,

Les cel-lules HCT116 tenen major resisténcia que les
hTERT-RPE a I'estrés replicatiu sever induit amb hidroxiurea
ja que necessiten un estrés replicatiu més sever, en funcié
del temps i la dosi d’hidroxiurea, per activar APC/CCtd",
Durant la recuperacio després d’un estrés replicatiu sever, hi
ha una proporcio de cél-lules HCT116 que quan arriben a la
fase G2 expressen p21 i no progressen en el cicle.

La roscovitina inhibeix l'activaci6 de nous origens de
replicacio.

El tractament amb roscovitina durant la recuperacio
sensibilitza les cél-lules HCT116 a l'estrés replicatiu sever
induit amb gemcitabina.

El tractament amb roscovitina durant la recuperacié
sensibilitza les cél-lules HCT116 a I'estrés replicatiu sever
induit amb hidroxiurea i indueix mort cel-lular.

El tractament amb roscovitina durant la recuperaciéo a un
estrés replicatiu sever induit amb hidroxiurea incrementa els
nivells de yH2AX, pero no els de p21 o p53.

El tractament amb CDK2 inhibitor 1l inhibeix I'activacié de
nous origens de replicacio.

El tractament amb CDK2 inhibitor 1l durant la recuperacio
sensibilitza les cél-lules HCT116 a I'estrés replicatiu sever
induit amb hidroxiurea, en condicions on aquestes
necessiten de I'activacidé de nous origens per recuperar-se i
indueix mort cel-lular.

El tractament amb CDK2 inhibitor 11 durant la recuperacio
d'un estrés replicatiu sever induit amb hidroxiurea
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2.11.

incrementa els nivells de yH2AX, perd no els de p21 o p53
en cél-lules HCT116.

La combinaci6 de BO02 i CDK2 inhibitor 1l durant la
recuperaci6 d'un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea no incrementa el nombre de cél-lules que
queden parades en fase S pero si incrementa la mortalitat
cel-lular en cél-lules HCT116.

3. Conclusions derivades de I'analisi de I’activacié dels nous
origens i la dinamica dels dominis de replicacié en resposta
a un estrés replicatiu sever i les seves implicacions en

I’epigenética i I’'expressio génica.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.
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Durant la recuperacié d’'un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea les ceél-lules HCT116 activen nous origens de
replicacié que es troben en dominis de replicacié inactius
abans de l'estrés.

La recuperacié d’'un estrés replicatiu sever induit amb
hidroxiurea no afecta I'expressido del transcrit ORF1p
codificat pel gen LINE-1 en cél-lules HCT116.

Després de la recuperacié d’un estrés replicatiu sever induit
amb hidroxiurea en cél-lules HCT116, es produeix un
increment en I'accessibilitat de la cromatina amb preferéncia
per les regions promotores.

Després de la recuperacié d’un estrés replicatiu sever induit
amb hidroxiurea, un percentatge reduit (inferior al 5%) de
cél-lules HCT116 expressen CK20, correlacionant amb un
increment en I'accessibilitat d’'una regio estimuladora del gen
que codifica per CK20.
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CULTIUS CEL-LULARS

1. CULTIUS CEL-LULARS

1.1.  LINIES CEL-LULARS | MEDI DE CULTIUS

Taula 1. Linies cel-lulars utilitzades. DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
FBS: Fetal Bovine Serum. ATCC: American Type Culture Collection. ICO: Institut Catala
d’Oncologia.

Linia

Tipus de cél-lula Medi" Procedéncia

cel-lular

Cél-lules d’epiteli pigmentari | DMEM:F12

hTERT-RPE de retina immortalitzades amb (1:1) ATCC
hTERT +7% FBS
DMEM:F12
Cél-lules epitelials ICO
HCT116 dad . | tal (1:1) Dr. Capella
adenocarcinoma colorecta +7% FBS (Dr. Capella)
DMEM:F12
Cél-lules epitelials Horizon
DLD-1 dad _ orectal (1:1) Di
adenocarcinoma colorecta +7% FBS iscovery
Cél-lules epitelials DMEM
SW480 ATCC

d’adenocarcinoma colorectal +10% FBS

. o Hammersmith
Cél-lules epitelials DMEM i
MCF-7 Hospital (Dra.
d’adenocarcinoma de mama | +10% FBS .
Guaita)

* Tots els medis de cultius estan suplementats amb:

- Aminoacids no essencials (1%)

- L-glutamina (2 mM)

- Acid piravic (1 mM)

- Antibiotics: penicil-lina (50 unitats/mL) i estreptomicina (50
Hg/mL)

El PBS que hem utilitzat a cultius ’'hem preparat nosaltres amb les
seguents concentracions de sals:
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131mM NaCl
PBS| 1.54mM KH2PO4

5.06mM NazHPO4

1.2. SINCRONITZACIO EN FASE S DEL CICLE
CEL-LULAR

Per a tenir les cél-lules sincronitzades en fase S, primer varem fer un
tractament de 22-24 hores amb timidina amb el que les cél-lules queden
aturades en la transicié G1/S. A continuacio varem canviar el medi de
cultiu per eliminar la timidina. A les 2 hores les ceél-lules estaven
creixent sincronicament en fase S.

Per comoditat, en els esquemes quan ens referim a sincronitzacié amb
timidina estem englobant el tractament amb timidina i les dues hores
d’'incubacié en medi.

- Dosi timidina cél-lules no tumorals: 1.5uM
- Dosi timidina cél-lules tumorals: 2.5uM

1.3. TRANSFECCIO AMB siRNA

REACTIUS
Lipofectamine® RNAIMAX LMRNAO015 (Invitrogen)
Opti-MEM 31985070 (Gibco)

siRNA ON-TARGETplus SMARTpools (Dharmacon): Estoc 20uM.
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Taula 2. siRNA utilitzats

Proteina Diana Referéncia Seqiiéncies

5-UGGUUUACAUGUCGACUAA-3’
5’-UGGUUUACAUGUUGUGUGA-3’
5-UGGUUUACAUGUUUUCUGA-3’
5-UGGUUUACAUGUUUUCCUA-3’

J-019625-05-002 = 5-GCGAGAAGCUUUUCGAAUG-3’

OZF J-019625-06-002 = 5-GCAAAUCCAACCUUACUGA-3
J-019625-07-002 = 5-GCGAACAUCACUUAUUGUA-3’

Non-target (NT) D-001810-10-20

Dilucions siRNA i Lipofectamina per condicio. Si es canvia la placa
s’ha d’ajustar segons l'area del pou.

Taula 3. Volums de reactius de la transfecci6 segons la placa.

siRNA
20pM

Opti-MEM Lipofectamina Opti-MEM

Placa de 6 pous
o p35(9.2cm?)
Placa de 12
pous (3.5 cm?)

5uL 195uL 6uL 194uL

25uL  97.5uL 3uL 97uL

PROTOCOL TRANSFECCIO siRNA

Es molt important que tot el material utilitzat s’esterilitzi préviament per
evitar contaminar-lo amb RNAses.

Abans de la transfeccio, les cél-lules han d’estar a un 40-50% de
confluéncia a la placa.

1) Preparar la dilucié de lipofectamina en Opti-MEM en un tub conic
de 15mL, barrejar bé amb un agitador tipus vortex i centrifugar al
maxim uns segons
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2) Preparar la dilucié de siRNA en Opti-MEM en un altre tub conic de
15mL, barrejar bé amb un agitador tipus vortex i centrifugar al maxim
uns segons.

3) Afegir la dilucié de siRNA al tub que conté la diluci6 de
lipofectamina. Es molt important fer-ho en aquest ordre.

4) Barrejar bé amb un agitador tipus vortex, centrifugar al maxim uns
segons i incubar a temperatura ambient (TA) durant 5 minuts dins de
la cabina de cultius.

5) Afegir medi de cultiu als tubs, barrejar be. El volum de medi es
calcula per arribar al volum desitjat per a cada pou que es té. El
volum per cada pou de placa de 6 pous és de 2mL i per cada pou de
placa de 12 pous és de 1mL.

6) Aspirar el medi de cultiu del pou on estan creixen les cél-lules i
afegir la barreja de siRNA-lipofectamina-medi.

1.4. COMPOSTS UTILITZATS

Taula 4. Compostos utilitzats. BrdU: 5-bromo-2’-desoxiuridina. CldU: 5-cloro-2’-
desoxiuridina. 1dU: 5-iodo-2’-desoxiuridina. EAU: 5-etinil-2’-desoxiuridina.

Referéncia Concentracio de

Compost Funcié
producte treball
Inhibidor de la
Hidroxiurea H8627 0.1 mM, 1 mM, 2 ) .
ribonucleotid
(HU) (Sigma) mM, 5 mMi 10 mM
reductasa
L Analeg de
Gemcitabina G6423 .
. 20 nM nucleosid
(Gem) (Sigma) . .
(antimetabolit)
Adriamicina D1515 Agent intercalant
) 0.15 pg/mL
(Adr) (Sigma) del DNA
Roscovitina R7772 ] o
] 5uM, 10 uM i 15 yM Inhibidor de CDK
(Rosc) (Sigma)
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CDK2
Inhibitor Il
(CDKZ2i)

Timidina

MG-132

Nocodazole

BrdU

Cldu

IdU

EdU

219445
(Millipore)

T1895
(Sigma)

S2619
(Sigma)

M1404
(Sigma)

B50002
(Sigma)
C6891
(Sigma)
17125
(Sigma)
A10044

(Invitrogen)

5uM, 10 uMi 15 uM

1.5 mM hTERT-RPE
2.5mM cel-lules
tumorals

20 M

250 ng/mL Cél-lules
tumorals
500 nM/mL hTERT-
RPE

10 pM

25 uM

250 uM

50 uM

CULTIUS CEL-LULARS

Inhibidor de CDK2

Desoxiribonucleodsid

Inhibidor del

proteasoma

Interfereix amb la
polimeritzacié dels

microtubuls

Analeg de la
timidina
Analeg de la
timidina
Analeg de la
timidina
Analeg de la

timidina

2. ASSAJOS DE VIABILITAT | PROLIFERACIO
CEL-LULAR

2.1.

ASSAIG DE CLONOGENICITAT

Cada mostra es sembra a un pou d’'una placa de 6 pous. Quan les
cél-lules estan al 70% de confluéncia es tracten segons la condicio
(detallat a cada figura) i després es realitza el seguient protocol.
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PROTOCOL ASSAIG DE CLONOGENICITAT

1) Sembrar 200 cél-lules per pou (placa de 6 pous, per triplicat). Es
molt important barrejar bé. Fer dues dilucions abans d’arribar a la
dilucié final (133,33 cél-lules/mL). A I'afegir el volum final al pou,
agitar la placa dibuixant una creu per distribuir homogeniament les
cél-lules, mai fent cercles.

2) Incubar les cél-lules durant 3 dies i canviar el medi. Acuradament
perqué no es desenganxin els clons.

3) Incubar les cél-lules 4 dies més. Si els clons son encara massa
petits, incubar-los 1 dia més.

4) Aspirar el medi de cultiu.

5) Rentar amb 1mL de PBS. Fer-ho acuradament, deixant caure el
liquid pel costat del pou.

6) Fixacio i tincié amb una solucié de cristall violeta 1% en etanol
70%. Afegir amb una pipeta Pasteur, ha de cobrir tot el pou.

7) Incubar com a minim 5 minuts a TA.

8) Recollir la solucié de cristall violeta. Es reutilitza.

9) Rentar amb H20 per eliminar I'excés de cristall violeta. Descartar
I'H2O en bidons perqué aquest colorant és toxic.

10) Contar el numero de colonies.

2.2. ASSAIG DE MORTALITAT (ANEXINA V / PI)

REACTIUS ANEXINA

APC-anexina V 550474 (BD Pharmingen)

lodur de Propidi (Pl) Tmg/mL P4864 (Sigma)
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2.5mM CaClz
Tampo6 anexina 10X| 1.4M NaCl

1.4M Hepes

50uL Tampé anexina 10X

Solucié 450uL H20ma

anexina-PIl

2uL APC-anexina V
(per mostra)

0.025uL PI

Es important titular tant TAPC-anexina V com el Pl. En aquest protocol
els volums indicats sén els que hem utilitzat per les cél-lules HCT116.

PROTOCOL ANEXINA

1) Sembrar les cél-lules de I'experiment en plaques de 6 pous o p35.
Quan estiguin al 60-70% de confluéncia fer el tractament
corresponent.

2) Aspirar el medi de cultiu i fer un rentat amb 1mL de PBS.

3) Tripsinitzar les cél-lules amb 400uL de tripsina i una vegada
desenganxades, neutralitzar I'enzim afegint medi de cultiu
suplementat amb FBS 10%.

4) Recollir les cél-lules en un tub conic de 15 mL.

5) Centrifugar a 660 rcf (forca centrifuga relativa) a 4°C durant 5
minuts.

6) Aspirar el sobrenedant.

7) Resuspendre les cél-lules en 500uL de solucié anexina-Pl.

8) Incubar 10 minuts 4°C en obscuritat. Es pot fer de cami al citometre.
Les mostres s’han de passar pel citometre durant 'hora seguent.
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3. WESTERN BLOT (WB)

3.1. RECOLLIDA DE MOSTRES

En aquesta tesi, les mostres proteiques per a WB s’han obtingut seguint
el protocol de la secci6 3.1.1 a excepcid dels experiments en els quals
s’ha purificat la fraccié de cromatina tal com s’explica a I'apartat 3.1.2.

3.1.1 OBTENCIO DE LISATS CEL-LULARS

Les cél-lules es lisen directament a la placa de cultiu.

REACTIUS RECOLLIDA DE MOSTRES

Tampé | 67mM Tris-HCI pH 6.8

de lisi 2% SDS

PROTOCOL DE LISI

1) Aspirar el medi de cultiu de la placa.

2) Fer 3 rentats amb PBS a TA.

3) Afegir 60-100 pL de tampé de lisi (plaques p35) i rascar
enérgicament amb la rasqueta.

4) Recollir el lisat amb la pipeta en un tub Eppendorf i preservar a -
80°C.

3.1.2 OBTENCIO DE LA SUB-FRACCIO CEL-LULAR
CORRESPONENT A LA CROMATINA

Cal recollir les cél-lules de la placa sense lisar-les abans de procedir
amb l'extraccio de la cromatina
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PROTOCOL DE RECOLLIDA DE LES CEL-LULES

1) Aspirar el medi de cultiu de la placa.

2) Fer 3 rentats amb PBS a 4°C.

3) Recollir amb la rasqueta les cél-lules (sense trencar-les) en 3mL
de PBS a 4°C: fer-ho amb la placa inclinada en el gel, fent
moviments de dalt a baix (no tornar després de baix a dalt). Al
cobrir tota la superficie girar 90° i repetir. Fer fins a 4 girs.

4) Centrifugar a 660 rcf a 4 °C durant 5 minuts.

5) Aspirar el sobrenedant (SN).

6) Preservar les cél-lules (pellet) a -80 °C. També es pot fer la
extraccié seguidament.

REACTIUS EXTRACCIO

Taula 5. Composicié Tampé A.

Es contamina sovint, ja que porta sacarosa.

Es prepara el tampé estoc 2X, s’autoclava i després s’hi
afegeixen la resta de components. Els inhibidors
s’afegeixen just abans d’utilitzar el tampo. .

Estoc 2X: 50mL 125mL estocs
20mM Hepes pH 7.4 2mL 2.5mL Hepes
i 0.5M (4°C)

TAMPO A | 20mM KCI 2mL 2.5mL KCI
1M (TA)
3mM MgCl2 150uL 375 L MgClz
1M (TA)
0.68M Sacarosa 11.649g 29.1¢g

(TA)

Estoc 1X: afegir a I'estoc 2X el glicerol i I' H20ma:

10% glicerol*

H20wmo*

Inhibidors™

$0.1% Trité X-100*

En el moment d'utilitzar el tampd, com que es necessita
tampd A 1X amb i sense tritd, es prepara el buffer 1X en un
tub (15 mL o 50 mL segons volum) i després es distribueix
en dos. A un se li afegeix el tritd i els inhibidors, i a I'altre
nomeés els inhibidors.

Taula 6. Composicié Tampé B. EDTA: acid etilendiamintetraacétic. EGTA: ethylene
glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid.
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Es prepara I'estoc1X amb H20wa i es conserva a 4°C. Els
inhibidors s’afegeixen just abans d’utilitzar el tampé.

; 50mL 500mL estocs
TAMPO B
3mM EDTA 300uL 3mL EDTA 0.5M
(4°C)
0.2mM EGTA 100uL 1mL EGTA 0.1M
(4°C)
Inhibidors*
*A 4°C (gel)

Taula 7. Inhibidors utilitzats en I’obtencio de la fraccié de la cromatina. PMSF:
Fluorur de fenilmetilsulfonil.

INHIBIDORS Dilucio Estoc Inhibicio
Leupeptina 1:100 1mg/mL (-20°C) @ Proteases
PMSF* 1:100 100mM (-20°C) Proteases
Ortovanadat de sodi 1:1000 100mM (-20°C)  Tyr fosfatases
Aprotinina 1:1000 1mg/mL (-20°C) | Ser proteases
NaF 1:1000 1M (RT) Ser/Thr
fosfatases
Ditiotreitol (DTT) 1:1000 1M (-20 °C) Evita I'oxidacié

* El PMSF només és estable durant 30 minuts. A -20°C forma cristalls
que cal dissoldre bé abans d'utilitzar-lo.

PROTOCOL DE LISI

Cal que el material estigui autoclavat.

1) Resuspendre el pellet de cél-lules en 8 vegades el seu volum
de tampé A amb 0.1% Trité X-100 i inhibidors. Incubar 10
minuts a 4°C (cél-lules HCT116) o 20 minuts a 4°C (cél-lules

RPE).

Separar-ne una part (INPUT) i afegir 3 vegades el seu

volum d agafat de tampé de lisi (detallat al punt 3.1.1). Es dificil
resuspendre els pellets per la qual cosa cal tenir-los tots

resuspesos abans de comencar a comptar el temps de 10
minuts. Si les mostres es tenen en tubs de 15mL, cal transferir-
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les a tubs Eppendorf freds (4°C) quan queden uns 8 minuts
d’incubacié amb el tampo A. Algunes linies cel-lulars necessiten
més temps de permeabilitzacio amb tampé A amb 0,1% Trito X-
100, o bé es pot incrementar la concentracio del detergent fins
al 0.2%.

Durant la incubacié amb el tampd A es pot anar monitoritzant la pérdua
del citoplasma amb el microscopi (3uL de mostra).

2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)
9)

Centrifugar a 600 rcf a 4°C durant 4 minuts.

Mentre, afegir els inhibidors al buffer A sense trité.

Recollir i mantenir a 4°C el sobrenedant (SN)
(CITOPLASMA+membranes) i resuspendre el pellet (nuclis)
molt suaument amb 8 vegades el seu volum de buffer A sense
trito.

Per anar amb més cura, recollir el citoplasma amb 3 puntes una
dintre de l'altre (1 mL-200 pL-10 uL).

Centrifugar a 600 rcf a 4°C durant 4 minuts.

Aspirar (descartar) el SN i afegir 8 vegades el volum del pellet
de buffer B amb inhibidors. Incubar 10 minuts a 4°C.

Centrifugar a 1700 rcf a 4°C durant 5 minuts.

Recollir i Guardar a 4°C el SN). El pellet correspon a la
cromatina i el SN a la fraccié soluble nuclear (FSN). Rentar el
pellet de cromatina amb 8 vegades el seu volum de buffer B.
Centrifugar a 600 rcf a 4°C durant 5 minuts

Aspirar (descartar) el SN i repetir el rentat si el pellet encara és
blanquinés (ha d’acabar sent transparent).

10) Aspirar (descartar) el SN i quedar-se amb el pellet

(CROMATINA). Resuspendre’l amb 3 vegades el seu volum de
tampo de lisi (detallat al punt 3.1.1).
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A les mostres d'INPUT i CROMATINA se’ls afegeix 3 vegades el seu
volum de tampo de lisi. Les mostres de CITOPLASMA i FSN es guarden
amb els buffers corresponents (representa que les proteines ja estan
extretes, de manera que no és necessari SDS). Cal tenir en compte que
les mostres que no porten SDS tenen proteases que poden degradar
les proteines, de manera que quan es treballa amb aquestes cal
mantenir-les en gel en tot moment.

3.2.  QUANTIFICACIO DE LA CONCENTRACIO DE
PROTEINA | PREPARACIO DE MOSTRES

La quantificacid es fa en una placa de 96 pous.

REACTIUS QUANTIFICACIO

Solucié de Lowry:

Taula 8. Composicioé de la soluci6 de Lowry.

2% Na2COs , 0.1N NaOH

Solucid |
216uL/mostra 109 NazCOs [500mL H,0umq
2g NaOH

0.5% CuSO4

225uL/pou Solucio I
2.5g CuS04-5H20 | 500mL
4.5uL/mostra

1% Potassium sodium tartrate
Solucié lll | tetrahydrate

4.5uL/mostra
500mL HZOMQ

5g C4H4KNaOs4H20
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Preparacié de la placa:

Recta patrd

Taula 9. Recta patré per la quantificacié de proteina.
BSA: Albumina sérica de bovi.

BSA (pL) H2Omaq (ML)  TAMPO DE LISI (pL)
Estoc 1 yg/ uL
0 43 2
1 42 2
2 41 2
4 39 2
8 35 2
16 27 2
32 11 2
40 3 2
Preparacio de les mostres
2 uL mostra + 43 yL H2Owmaq
PROTOCOL QUANTIFICACIO

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Preparar la recta patré i les mostres. Afegir en aquest ordre
I'H2Owmq (recta i mostres), el BSA ,el tampd de lisi i en darrer lloc
les mostres barrejar be amb l'agitador tipus vortex). Si les
cel-lules s’han lisat amb SDS, bullir-les durant 15 minuts abans
de quantificar la concentracié de proteines.

Afegir 225uL de solucié Lowry a cada pou i barrejar be. Es fa
amb la pipeta multicanal.

Incubar 10 minuts a TA.

Afegir 22.5uL de solucié Folin (109001 [Merck]) (1:1 en H2Owmq)
i barrejar bé.

Incubar 30 minuts a TA (com a maxim 2 hores).

Llegir 'absorbancia a A 750nm.

275



MATERIALS | METODES

3.3. ELECTROFORESI EN GEL D’ SDS-
POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Un cop quantificada la concentracio proteica, es preparen les mostres
per a carregar en el gel 40ug de proteina per condicid. Els volums
s’igualen afegint tampo de lisi. Després s’afegeix el tampé de Laemmli,
també anomenat de carrega. Just abans de carregar les mostres al gel
es bullen a 97°C durant 5 minuts.

En aquesta tesi s’ha utilitzat el sistema de BioRad Mini-PROTEAN®.
PROTOCOL

1) Netejar els vidres amb etanol i paper de cel-lulosa.

2) Col-locar els vidres al suport i comprovar que estiguin ben
muntats. Afegir H.Omq entre els dos vidres i assegurar que no
es perdi volum.

3) Preparar els gels en dos tubs diferents (gels resolutiu i
empaquetador). Afegir els agents polimeritzadors  (PSA |
TEMED) just abans d’abocar la solucié entre els vidres.

Composicid dels gels segons el percentatge d’acrilamida

S’indiquen els volums necessaris per gels d’ 1.5mm de gruix. En el cas
dels gels per detectar la polimerasa a, al ser una proteina molt gran ho
hem fet en gels de 1mm de gruix amb 6% d’acrilamida (en aquest cas
s’ha utilitzat la meitat del volum que hi ha a la taula 10.)
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Taula 10. Composicié dels gels utilitzats. PSA: Persulfat amonic. TEMED:
Tetrametiletilendiamina.

% Acrilamida EMPAQUETADOR
Solucié 1 (mL) 5 5
2

Solucié 2 (mL) 2.4 2.8 3.4 4 5 0.36
Solucié 3 (mL) - - - - - - 1.5
H20 (mL) 3 26 22 1.6 1 - 1.2
TEMED (L) 14 14 14 14 14 14 7.5
PSA (13%) (uL) 50 50 50 50 50 50 30
TOTAL (mL) 10 10 10 10 10 10 3
Solucio1 | 0-75M Tris-HCI pH 8.8 solucig 2 | 30%  Acrilamida
Resolutiu | 594 5ps Acrilamida | o gos Bis-acrilamida
Solucié 3 0.25M Tris-HCI pH 8.8

Empaquetador

0.2% SDS

4) Barrejar la solucié del gel resolutiu i abocar amb cura entre
els vidres.

5) Afegir una mica d’aigua uniformement per sobre de la
superficie del gel amb una pipeta. L’aigua possibilita la
polimeritzacio de I'acrilamida (té lloc en abséncia d’oxigen), i que
la superficie del gel sigui regular.

6) Deixar polimeritzar el gel. Per saber si el gel ha polimeritzat es
va controlant la resta de solucié que ha quedat al tub (tapat),
quan aquesta polimeritzi, es pot assumir que el gel ha
polimeritzat.

7) Decantar l'aigua.

8) Afegir el PSA i TEMED al tub que conté la solucié de gel
empaquetador.

9) Barrejari abocar amb cura entre els vidres.
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10) Col-locar la pinta (per definir els pous al gel empaquetador). Es
posa la pinta de costat per a treure I'escuma que pot quedar a
la part superior, si desborda part del gel no passa res.

11) Deixar polimeritzar el gel empaquetador.

12) Muntar els gels en la cubeta d’electroforesi. L’ orientacio ha de
quedar amb els vidres petits cap endins.

13) Omplir la cubeta amb tampé electrolit.

14) Bullir les mostres 5 minuts. Es fa un petit forat a la part superior
dels tubs Eppendorf per a qué no s’obrin per la temperatura.
15) Centrifugar al maxim uns segons les mostres i el marcador de

pes molecular.

16) Treure la pinta i omplir els pous dalt amb tamp6 electrolit.

17) Carregar 3uL del marcador de pes molecular.

18) Carregar les mostres (tot el volum). Es carreguen amb la
xeringa Hamilton evitant bombolles. L’agulla s’ha de netejar
amb tamp6 electrolit entre les diferents mostres.

19) Connectar la cubeta a la font d’alimentacié a 60V durant 10-15
min (opcional). Aixi, tot el volum de les mostres s’empaqueta
en una sola linia de sortida a sobre del gel resolutiu.

20) Incrementar a 120V en el cas de correr el gel a voltatge
constant, o a 35mA per gel en el cas de cérrer a amperatge
constant. Es fa correr el gel fins que el front arriba al final del gel
resolutiu.

21) Desmuntar el sistema, descartar el gel empaquetador amb cura
i deixar el gel resolutiu en tampé de transferéncia.

3.4. ELECTRO-TRANSFERENCIA PROTEINES A UNA
MEMBRANA DE BLOTTING

En aquesta tesi s’han utilitzat les membranes de blotting de
nitrocel-lulosa. Abans de fer-les servir incubar-les uns segons amb
tampd de transferéncia per hidratar-les.

1) Abocar tampé de transferéncia en una safata i col-locar la
quadricula base del sandwich de transferencia.
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Col-locar el suport del sandwich (component del sistema amb
els eléctrodes) dins la cubeta i omplir-la amb tampé de
transferéncia fins a la meitat de la seva capacitat.

Muntar el sandwich seguint I'esquema de la figura 1. Es
important que tot el material estigui ben banyat en tamp¢ i
eliminar les bombolles.

Part transparent del suport (anode -) 1
I oo
Paper de filtre (Whatman™)
| | Paper de filtre (Whatman™)
\ Membrana de blotting
Gel

Paper de filtre (Whatman™)

Esponja
Part negra del suport (catode -)

Ordre de muntatge

Figura 1. Muntatge del Sandwich de transferéncia.

4)
5)

6)

Acoblar el sandwich en el suport de dins de la cubeta i acabar
d’omplir-la amb tampé de transferéncia.

Connectar el sistema a la font d’alimentacio durant 2 hores a
70V, o alternativament tota la nit a 20V a 4°C.

Desmuntar el sistema. Descartar el gel i els papers de filire en
el contenidor de residus d’acrilamida. La membrana de blotting
en aquest punt es pot assecar entre dos fulls nous de paper de
filtre, perd s’ha de tenir en compte que en el moment de
continuar amb caldra rehidratar-la amb H2O en el cas de la
membrana de nitrocel-lulosa).

3.5. TINCIO DE PROTEINES AMB COLORANT PONCEAU
S | BLOQUEIG DE LA MEMBRANA DE BLOTTING

Colorant |0.1% Solucié de Ponceau
Ponceau .
5% Acid aceétic
0.05% Tween 20
8BS 20mM Tris TBS-T | 20mM Tris
150mM NaCl 150mM

NaCl
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280

1)

3)

4)

7)

2)

3)
4)

Si després de la transferéncia de proteines del gel a la
membrana de blotting, aquesta s’ha assecat, rehidratar-la amb
HZO.

Incubar la membrana amb colorant Ponceau uns minuts fins
que es vegin les bandes de proteina. Aquest colorant tenyeix
totes les proteines (sensibilitat de 200 ng) de la membrana
Rentar amb cura la membrana amb H.O corrent per eliminar
I'excés de colorant.

Fer una fotografia. La tincio de les proteines permet controlar
si la transferéncia ha tingut lloc correctament, i també com a
control de carrega dels diferents pous del gel.

Eliminar el colorant totalment de la membrana fent els rentats
amb H;0 corrent que calguin.

Bloquejar els possibles llocs inespecifics d’'unié a anticossos
de la membrana amb 3% d’albumina bovina (BSA) al en TBS-T
durant 1 hora en agitacié.

Rentar amb TBS-T per eliminar la soluci6 de bloqueig.

3.6. INCUBACIO AMB L’ANTICOS PRIMARI

Preparar una cambra humida per incubar la membrana amb
els anticossos:

a. Posar paper Parafilm dins d’ una placa de Petri de mida
gran. Es important que quedi ben pla.

b. Col-locar dos rotlles de paper de filtre mullats en els
laterals on no cobreix el Parafiim.. Aquests mantindran
la humitat dins la placa tapada.

c. Assecar bé la zona del Parafiim on hi haura la
membrana.

Preparar 'anticos primari a la concentracié adequada en una
solucio del 5% de BSA en TBS-T.
Col-locar la membrana i cobrir-la amb 1mL d’anticés primari.

Incubar durant tota la nit a 4°C.
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5) Un cop passat el temps, treure amb cura els rotlles de paper
mullat.

6) Transferir la membrana amb I'ajuda d’unes pinces a un
recipient que contingui TBS-T.

7) Recollir I'anticos primari amb una micropipeta i preservar-lo a
4°C.

8) Fer 3 rentats de 7 minuts a TA amb TBS-T en agitacié.

Taula 11. Anticossos primaris utilitzats en WB.

Cdh1 Fet i cedit per R. Freire Ratoli 1:1000
CDK4 Santa Cruz; sc-709 Conill 1:500
Chk1 Santa Cruz; sc-8408 Ratoli 1:500
CK20 Cell Signaling; #13063S Conill 1:1000
Ciclina A2 Santa Cruz; sc-751 Conill 1:500
Ciclina B1 Santa Cruz; sc-245 Ratoli 1:200
GAP120 Santa Cruz; sc-63 Ratoli 1:200
Lamina B Santa Cruz; sc-6217 Cabra 1:500
ORF1p Merck; MABC1152 Ratoli 1:1000
OZF Sigma; HPA003358 Conill 1:1000
p21 Millipore; OP-64 Ratoli 1:1000
p53 Epredia MS-186-RQ Ratoli 1:1000
pChk1 (S296)  Cell Signaling; #2349 Conill 1:1000
pMCM2 (S40) abcam; ab133243 Conill 1:7500
YH2AX Millipore; 05-636 Ratoli 1:500
(S139)
Polimerasa a Santa Cruz; sc-5921 Cabra 1:200
RAD51 Santa Cruz; sc-8349 Conill 1:200
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1)

2)

3)

5)

3.7. INCUBACIO AMB L’ANTICOS SECUNDARI

Preparar I’anticos secundari a la concentracié adequada en
una solucié del 5% de llet en pols en TBS-T.

Transferir la membrana del TBS-T a la cambra humida.

Cobrir la membrana amb I'anticos secundari.

Incubar 1 hora a TA.

Fer 2 rentats de 7 minuts a TA amb TBS-T de 7 minuts en
agitacié.

Fer 1 rentat de 7 minuts a TA amb TBS en agitacio.

Taula 12. Anticossos secundaris utilitzats.

Anticossos Referéncia Dilucio ‘
a-Conill IgG (H+L) HRP
(peroxidasa de rave BioRad; 1706515 1:3000
rustica)
a-Ratoli IgG (H+L) HRP | BioRad; 1706516 1:3000

a-Cabra IgG (molécula
BioRad; A5420 1:10000
sencera) -Peroxidasa

3.8. REVELAT

Transferir la membrana amb les pinces a dins d’'una funda de
plastic oberta.

Preparar la solucioé de revelat: afegir el volum necessari dels
reactius A (fotosensible) i B d’EZ-ECL (20-500-120 [Biological
Industries]) dins d’un tub conic i barrejar bé per inversio.

Cobrir la membrana amb la solucié de revelat.

Tancar la funda de plastic. En aquest moment, amb I'ajuda d'un
paper, es fa una mica de pressié sobre les membranes per
expulsar les bombolles i 'excés de reactiu deixant les dos
bandes del plastic ben unides.

Obtenir les imatges amb el chemidoc™ de BioRad.
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IMMUNOFLUORESCENCIA

CITOMETRIA DE FLUX

41. RECOLLIDA DE MOSTRES
PROTOCOL DE RECOLLIDA DE MOSTRES

Els volums que s’especifiquen en aquest protocol son per treballar amb
cél-lules sembrades en plaques de 6 pous o p35.

1)

2)
3)

4)

5)
6)
7)

8)
9)

Recollir el medi de cultiu de les cél-lules en un tub conic de
centrifuga de 15mL.

Fer 1 rentat amb 1mL de PBS (TA).

Aspirar el PBS. Si les cél-lules no estan gaire enganxades
(tractament amb nocodazole*) també es pot recollir el PBS amb
cura i afegir-lo al tub que conté el medi de cultiu per evitar la
possible pérdua d’aquestes cél-lules (pas 1). *El nocodazole
atura a les cél-lules en mitosi. En aquesta fase les cél-lules estan
poc adherides a la superficie de la placa i adopten un fenotip
arrodonit.

Afegir 400uL de tripsina (TA) a la placa, incubar com a
maxim 6-7’ , i una vegada desenganxades, neutralitzar
'enzim afegint medi de cultiu suplementat amb FBS 10%.

Recollir les cél-lules en el tub conic.

Centrifugar a 660rcf a 4°C durant 5 minuts.

Aspirar el sobrenedant i afegir 3mL de PBS fred (4°C). No
apurar al aspirar.

Centrifugar a 660rcf a 4°C durant 5 minuts.

Aspirar el sobrenedant i afegir 480uL de PBS fred (4°C). A
I'aspirar, deixar uns 20uL del sobrenedant.

10) Resuspendre bé el pellet de cél-lules. Es molt important perqué

no s’agreguin durant la fixacid. Fer els passos 10 i 11 seguits
per cada mostra.

11) Fixar les cél-lules: afegir 4.5 mL d’etanol al 70% fred (-20 °C)

gota a gota en agitacié (amb I'agitador tipus vortex a velocitat
molt baixa) .

12) Incubar a -20°C. Minim 2 hores.
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4.2. IMMUNOFLUORESCENCIA

REACTIUS IMMUNOFLUORESCENCIA

145 mM NaCl
PBS| 6 mM Na;HPO,

2.5 mM NaH,PO,

PBS-T: 0.05% Tween 20 en PBS

2M HCI
Solucioé desnaturalitzadora
(en PBS) 0.1% Trité X-100

Solucié de bloqueig: 3% BSA en PBS-T.

Tampé6 Borat pH 8.5:

- Solucié 1: 100mM Na>BO4O~

- Solucié 2: 100 mM H3BOs
Utilitzar la segona soluci6 per ajustar el pH de la primera (s’utilitza
gairebé 1 litre).

1% lodur de propidi
Solucié iodidica
(En PBS) 0.1 pg/pL de RNAsa A
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Campana
d’extraccio

IMMUNOFLUORESCENCIA

PROTOCOL D'IMMUNOFLUORESCENCIA

1) Centrifugar les cél-lules que estan ja fixades amb etanol a 660
rcf a 4°C durant 5 minuts.

2) Decantar i descartar el sobrenedant.

3) Afegir 3mL de PBS-T. Per eliminar les restes d'etanol i
permeabilitzar les cél-lules amb el detergent.

4) Centrifugar a 660rcf a 4°C durant 5 minuts.

5) Aspirar el sobrenedant.

6) Incubar les cél-lules amb 2mL de solucié desnaturalitzadora
durant 75 minuts. Afegir primer 1mL a totes les mostres i
comengar a comptar el temps. Quan s’han resuspés tots els
pellets de cél-lules afegir I'altre mL de solucié.

7) Neutralitzar amb 4mL de tamp6 Borat pH 8.5.

8) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.

9) Aspirar el sobrenedant . NO APURAR. Deixar uns 0.5mL.

10) Afegir 4mL de tampo6 Borat pH 8.5 .

11) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.

12) Aspirar el sobrenedant. NO APURAR. Deixar uns 0.5mL.

13) Afegir 3mL de PBS-T.

14) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.

15) Aspirar el sobrenedant.

16) Afegir 1mL de solucié de bloqueig, resuspendre suaument
amb la pipeta i transferir les mostres a tubs Eppendorf i
incubar de 30 minuts a 1h amb agitaci6 suau.

17) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.

18) Aspirar el sobrenedant.

19) Incubar amb I'anticds primari 1h a TA (entre 50uL i 100uL).

a-BrdU [abcam 6326 Rata. Diluci: 1:500] En soluci6 de
a-MPM2 [Millipore 05-368 Ratoli. Dilucio: 1:1000] * | bloqueig

20) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.
21) Aspirar el sobrenedant.
22)Rentar amb 1mL de PBS-T.
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23) Centrifugar a 660rcf a 4°C durant 5 minuts.

24) Aspirar el sobrenedant .

25) Incubar amb I'anticos secundari 1h a TA (entre 50pL i 100uL)
en OBSCURITAT.

a-Rata 488 (BrdU) [Dilucié: 1:500] En PBS-T
a-Ratoli 647 (MPM2) [Dilucié: 1:1000] * : i

26) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.
27) Aspirar el sobrenedant.
28) Rentar amb 1mL de PBS-T.
29) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts.
30) Aspirar el sobrenedant.
31) Resuspendre els pellets de cel-lules en 400-750uL (en funcio
de la quantitat de cél-lules) de solucié iodidica.
32) Tapar la gradeta amb paper d’alumini i incubar durant 30
minuts’ a 37 °C.
33) Conservar a 4°C (maxim 2 dies a la nevera).
* En el cas que només es vulgui analitzar la fase S, no cal fer el
marcatge amb MPM2

5. DNA FIBER ASSAY

5.1. RECOLLIDA DE MOSTRES

REACTIUS RECOLLIDA DE MOSTRES

) 0.5% SDS
Tampo
spreading | 200 mM Tris-HCI pH 7.5

50 mM EDTA
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PROTOCOL DE RECOLLIDADE MOSTRES

Es important que tot el material, tampons (4°C) i ambient de treball
estigui tot fred: a) en aquest protocol la tripsina s’inactiva amb el fred i
no amb medi de cultiu amb 10% FBS; b). és important deixar el PBS
a la nevera després de cada us; c) abans de comencgar, posar els tubs
Eppendorf en gel perqué ja estiguin freds en el moment de I'experiment;
d) engegar laire condicionat perqué la sala estigui freda abans de
procedir amb I’ spreading. Com a minim el dia abans convé preparar 5L
de PBS 1X esteéril.

Els volums que s’especifiquen en aquest protocol son per treballar amb
cél-lules sembrades en plaques de 12 pous. Per cada condicié que es
té es sembra un altre pou amb cél-lules que no es marcaran ni tractaran.
Aquestes cél-lules no marcades es barregen amb les marcades per a
diluir les fibres de cada condicio al portaobjectes i que a la imatges no
quedin les marcades unes sobre les altres dificultant I'analisi. A la
condicié6 marcada i la no marcada hi ha d’haver aproximadament el
mateix nombre de cél-lules al moment de recollir.

1) Fer 3 rentats amb PBS fred i estéril.

2) Tripsinitzar les cél-lules amb 200uL de tripsina. Important que
totes les cel-lules estiguin desenganxades abans del pas
seguent.

3) Recollir les cél-lules amb 800uL de PBS fred i estéril i
transferir-lesa un tub Eppendorf. Es distribueixen els 800pL
entre la condicio i el pou de no marcades corresponent. Ajuntem

Gel

marcades i no marcades al mateix eppendorf i es posa
immediatament en gel per inactivar la tripsina.
4) Centrifugar a 660 rcf a 4°C durant 5 minuts. Posar el tub

Marcades
800 L <:
No Marcades —» Marcades —» Eppendorf (1.2mL volum final)

Eppendorf sobre un tub conic de 15 mL sense tap a la centrifuga
( (aixi el pellet de cél-lules queda més compactat). Per evitar que
el pellet es resuspengui, amb molta cura traslladar el tub
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Gel

5)

6)

Eppendorf al gel, concretament a I'espai que préviament hem
marcat amb un Eppendorf buit.
Aspirar el sobrenedant amb molta cura (no apurar: deixar

20uL aproximadament).

Resuspendre el pellet amb 200uL de PBS fred esteéril.

5.2. SPREADING | FIXACIO

PROTOCOL D’SPREADING | FIXACIO

L’spreading+fixacio es fa just després de recollir les mostres perqué les
ceél-lules amb el temps es poden fer malbé. Es fa en tandes de 5

portaobjectes cada una. Necessitem 5 portaobjectes bons per cada
condicié i que siguin de dues tandes diferents (No fer els 5 només

d’'una). El laboratori ha d’estar fred, perd I aire condicionat no pot
impactar directament a la mostra perqué es podria assecar.

288

1)
2)

3)

4)

5)

6)

Col-locar 5 portaobjectes sobre un paper de filtre nou..
Assegurar-nos que la la mostra esta ben resuspesa amb la
pipeta.

Depositar 4uL de mostra en cadascun dels portes. Es posen
amb la mateixa punta i rapidament es torna la mostra al gel.
Afegir 8uL de tampoé d’spreading sobre la gota de mostra i
barrejar bé fent cercles amb la punta de la pipeta. Fins que la
mostra quedi viscosa. i en acabar la primera mostra es posa un
crondmetre cap amunt i ens anem fixant en el temps quan
acabem cada porta.

Incubar 2 minuts a TA. Cal controlar amb el crondmetre
exactament el temps per cada portaobjectes. Es important que
els portaobjectes estiguin ben plans sobre la superficie de
treball.

Col-locar els portaobjectes amb la mostra en una inclinacio
de 15° sobre la superficie de treball.
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7) Deixar que la gota de mostra es vagi desplagant cap avall
d’entre 2 a 5 minuts. Es descarten els portaobjectes en que la
gota no ha baixat en el temps que toca o ha deixat petites
acumulacions en el recorregut. Al final s’han d’obtenir 5
portaobjectes perfectes per cada condicid.

8) Deixar assecar la gota escampada pel portaobjectes durant
10 minuts. Anem guardant les mostres entre les dues fustes
(respectant la inclinacio de 15° perqué la gota no retrocedeixi).

O
~

Fixar les mostres dels portaobjectes amb metanol:acid
acetic (3:1) durant 10 minuts .

campana
d’extraccio

10) Deixar assecar les restes de la solucio fixadora 5-10’.

Un cop s’ha acabat aquest procés, les mostres es poden conservar a
4°C fins a 1 mes.

5.3. IMMUNOFLUORESCENCIA

PROTOCOL D’IMMUNOFLUORESCENCIA

Utilitzar PBS esteéril. Cal tenir molta cura al manipular les mostres
perqué les fibres de DNA es trenquen molt facilment. . Netejar les
cubetes amb sabd després de la desnaturalitzacid, o bé amb aigua
destil-lada i eixugar-les rapidament amb paper de filtre. Després de
cadascun dels rentats s’agafen els portaobjectes i s€’ls hi dona dos
cops damunt del paper de filtre per eliminar I'excés de solucié. Cal
procedir rapid perqué no s’assequin els primers portaobjectes que s’han
tractat (uns 30 segons aproximadament).

1) Fer 3 rentats amb PBS de com a minim 1 minut.

2) Fer 1 rentat amb tampé de desnaturalitzacio (2.5M HCI en
HzOMQ).

3) Incubar amb tampé de desnaturalitzacié durant 80 minuts’ a
TA.

4) Neutralitzar fent 4 rentats amb PBS. L’ultim de 5 minuts’.

5) Rentar amb sol-lucié de bloqueig (0.1% trit6-X100, 1% BSA
en PBS).

6) Bloquejar (200uL/mostra) un minim de 45 minuts a TA.

campana
d’extraccio
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7) Incubar amb 'anticds primari (CldU [0-BrdU abcam 6326 Rat.
Dilucioé: 1:100]) durant 75 minuts a TA (100uL/mostra).

8) Rentar amb 0.1% Tween 20 en PBS.

9) Fer 2 rentats amb PBS.

10) Crosslinking amb 4% paraformaldehid en PBS (100uL/mostra)
durant 10 minuts en obscuritat.
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A partir d’ara tot en obscuritat

11) Fer 3 rentats amb PBS .

12)Incubar amb I’anticos secundari (CldU) [a-Rat 555 dilucio:
1:500] durant 1 h a TA (100uL/mostra).

13) Fer 3 rentats amb PBS.

14) Incubar amb I’anticos primari (200uL/mostra) durant tota la nit
a 4°C (IdU [a-BrdU BD biosciences Cat n° 34758 Mouse.
Dilucio: 1:200]).

15) Rentar amb 0.1% Tween en PBS.

16) Fer 2 rentats amb PBS.

17)Incubar amb l'anticos secundari (IdU) [a-mouse 488. Dilucio:
1:500]) durant 1h a TA (100uL/mostra).

18) Fer 5 rentats amb PBS.

19) Posar 5 portas (eixugar be i Després fer rapid) sobre un paper
de filtre net. Els passos 19 a 21 es fan en tandes de 5
portaobjectes cada una.

20) Muntar les preparacions amb cobreobjectes de 24x60 mm
50 uL de Mowiol

21) Eixugar I'excés de Mowiol amb un paper de filtre (2 vegades).

22) A les 2h segellar el cobreobjectes al amb pintaungles.

23) Observar les preparacions amb el microscopi Zeiss LSM880
(Unitat de microscopia optica avangada-Campus clinic CCiTUB
de la Universitat de Barcelona) i prendre imatges. Com a maxim
les immunofluorescéncies aguanten 48 hores en condicions
optimes.
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6. IMMUNOFLUORESCENCIA (IF)

El protocol d’IF varia en funcié del tipus d’experiment que s’esta duent
a terme.

Les imatges d’aquesta tesi s’han obtingut amb el microscopi Zeiss
LSM880 (Unitat de microscopia Optica avangada-Campus clinic
CCiTUB de la Universitat de Barcelona), i han estat tractades amb el
programa ImageJ.

6.1. IF PER HIGH CONTENT SCREENING.

S’han utilitzat les plaques especials u-Slide 8 Well high 80806 (ibidi)
amb les que la manipulacié ha de ser molt curosa perqué les cél-lules
se’n desenganxen facilment. D’aquesta manera el liquid dels pous s’ha
de decantar per inversié i el que resta s’ha d’eliminar posant la placa a
l'inrevés sobre paper de filtre. No obstant quan a continuacié s’ha de
treballar amb un volum precis (tractaments o anticossos) cal aspirar el
liquid que queda inclinant la placa i recollint suaument el volum per la
paret del pou amb una micropipeta de 1000uL amb tres puntes: 1000-
100-10 pL.

FIXACIO

1) Fixar amb 4% paraformaldehid en PBS durant 10 minuts a la
campana d’extraccio de gasos. Assegurar-se que el volum de
medi de cultiu final en e el pou en el moment de la fixacié és de
300uL i afegir-hi 100uL del paraformaldehid al 16% per tenir
una concentracio final de 4%.

2) Fer 2 rentats amb PBS-Tween 20 (0.01%) esteril.

3) Preservar a 4°C a la foscor.

IMMUNOFLUORESCENCIA

El protocol varia segons si s’utilitzen analegs de timidina o no. Si es fa
servir CldU cal fer un pas de desnaturalitzacié amb HCI (conjuntament
amb la permeabilitzacid), i si s’empra EdU cal fer la reaccié anomenada
click reaction. En el cas de no utilitzar-ne cap dels dos aquests passos
no calen. Les permeabilitzacions i rentats es fan amb un volum de 200
ML. Les incubacions amb anticossos o la click reaction es fan amb
100uL, que es poden reduir fins a un volum de 70uL en agitacio.
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REACTIUS D'IMMUNOFLUORESCENCIA

2M HCI

Solucié desnaturalitzadora

(en PBS) 0.2% Tritd X-100

100mM Tris-HCI, pH 8
2mM CuSO4

Click Reaction* | 1uM Alexa488-Azida (Invitrogen; A10266)

100mM Acid ascorbic

PBS-T: 0,01 % Tween 20 en PBS

* Es molt important afegir els reactius en aquest ordre (de dalt a baix) a
aigua ultrapura.

1)

2)

4)
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PROTOCOL IMMUNOFLUORESCENCIA

Permeabilitzar les cél-lules amb 200 L de 0.1% trité X-100 en
PBS estéril en agitacié durant 30 minuts.

1.1) Permeabilitzar i desnaturalitzar amb Ila solucié
permeabilitzadora durant 30 minuts a TA a la campana
d’extraccio de gasos. Aquest pas substitueix I'anterior si es
vol detectar CldU, |dU o BrdU.

1.2) Fer 5 rentats amb PBS-T. En cas de no utilitzar EdU i
no fer la click reaction passar al pas 3.

1.3) Incubar amb el reactiu de la click reaction durant 30
minuts en agitacié en obscuritat.

Fer 3 rentats amb PBS-T ..

Incubar amb l'anticos primari preparat en medi de cultiu
suplementat amb 5% BSA filtrat durant 1h a TA. En caixa
folrada amb paper d’alumini.

Fer 3 rentats amb PBS-T .
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5) Incubar amb I'anticos secundari preparat en medi de cultiu
suplementat amb 5% BSA filtrat durant 1h a TA. En caixa
folrada amb paper d’alumini.

6) Fer 3 rentats amb PBS-T

7) Incubaci6 amb HCS CellMask™ (Invitrogen; H32721) 1:2000
preparat en medi de cultiu amb 5%BSA filtrat durant 15
minuts a TA.

8) Fer 3 rentats amb PBS-T.

9) Muntatge amb medi de muntatge ibidi amb DAPI. (2 gotes per
pou), Es tracta d’'un medi de muntatge que ja porta incorporat el
DAPI (50011 [ibidi]).

En el cas de fer una immunofluorescéncia per detectar ssDNA
permeabilitzar amb 0.1% tritdé X-100 en PBS estéril en agitacié durant
30 minuts.

6.2. IMMUNOFLUORESCENCIA PER CidU/IdU

Aquesta immunofluoresceéncia s’ha realitzat en cobreobjectes i en
plaques u-Slide 8 Well high 80806 (ibidi). El protocol és el mateix,
canviant els volums i el muntatge final. Mirar punt 6.1 per veure com
procedir amb els rentats, el volum i el muntatge final amb medi de
muntatge+DAPI 50011 (ibidi).

En el cas de fer la immunofluorescéncia en cobreobjectes, aquests es
recullen i s'introdueixen en plaques de 24 pous (un per pou) amb PBS-
T.

FIXACIO

1) Rentar amb PBS-T esteéril.

2) Fixar amb 70%etanol durant 10 minuts. 40ul/cubreobjecte.

3) Fer 2 rentats amb PBS-T .

4) Preservar a4°C alafoscor . En el cas dels cobreobjectes es fer-
ho en les plaques de 24 pous cobertes amb paper d’alumini. Es
recomana fer la immunofluorescéncia el més aviat possible per
evitar contaminacions.
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REACTIUS IMMUNOFLUORESCENCIA

2M HCI

Solucio desnaturalitzadora
(En PBS) 0.2% Trit6 X-100

Buffer Borat pH 8.5:
- Solucié 1: 100mM Na2B0407
- Solucié 2: 100mM H3BOs

Utilitzar la segona soluci6 per ajustar el pH de la primera (s’utilitza
gairebé un litre).

9)

PROTOCOL

Permeabilitzar i desnaturalitzar amb la  solucié
permeabilitzadora durant 30 minuts a TA a Ila campana
d’extraccio de gasos. Es fa a la placa de 24 pous en un volum
de 500pL.

Eliminar la solucié desnaturalitzadora i fer 3 rentats amb
buffer borat.

Fer 3 rentats amb tampd borat.

Fer 3 rentats amb PBS-T.

Bloquejar amb 1% BSA en PBS durant 30 minuts en estatic a
TA.

Incubar amb l'anticos primari preparat en 1% BSA en PBS
durant 1h a 37°C en unacambra humida S’utilitzen 40uL de la
solucié de l'anticos per cada cobreobjectes.

Rentar amb 1% BSA en PBS durant 5 minuts en agitacié.
Incubar amb I'anticés secundari preparat en 1% BSA en PBS
durant 45 minuts a 37°C. L’anticos s’incuba igual que el primari.
Rentar amb 1% BSA en PBS durant 5 minuts en agitacio.

10) Rentar amb PBS durant 5’en agitacio.
11) Incubar amb DAPI (Sigma-Aldrich; D9564) preparat a 0.2ug/mL
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en H20wq durant 3 minuts*.
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12) Muntar els cubreobjectes sobre portaobjectes amb 4uL de
Mowiol (Sigma-Aldrich; 81381)*. Primer es posen les gotes de
Mowiol sobre el portaobjectes, es renten els cobreobjectes en
laigua agafant-los amb les pinces, després s’assequen per
capil-laritat col-locant el canté del cobreobjectes en paper de
filtre i es munten sobre les gotes de Mowiol.

* Si la immunofluorescéncia és de High Content Screening els passos
10 i 11 es substitueixen pel muntatge directe amb medi de muntatge
ibidi amb DAPI (ibidi; 50011).

6.3. IMMUNOFLUORESCENCIA PER p21 |
p21/53BP1/EdU

FIXACIO

1) Rentar amb PBS-T (0.01%).

2) Fixar amb 4% paraformaldehid en PBS durant 10 minuts a la
campana d’extraccio de gasos. Volum de 40uL/cobreobjecte.

3) Fer 2 rentats amb PBS-T.

4) Preservar a 4°C a la foscor. Fer-ho en plaques de 24 cobertes
amb paper d’alumini. Es recomana fer la immunofluorescéncia
el més aviat possible per evitar contaminacions.

REACTIUS IMMUNOFLUORESCENCIA

100mM Tris-HCI, pH 8
Click Reaction* | 2mM CuSO4
1uM Alexa488-Azida, A10266 (Invitrogen)

100mM Acid ascorbic

* Es molt important afegir els reactius en aquest ordre (de dalt a baix) a
aigua ultrapura.
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8)
9)

PROTOCOL IMMUNOFLUORESCENCIA

Permeabilitzar amb 0.1% trité X100 en PBS esteéril en
agitacio durant 30 minuts. Es fa a la placa de 24 pous en un
volum de 500uL.

Fer 3 rentats amb PBS-T. Si no s'utilitza EdU, passar al pas 4.
Incubar amb el reactiu de la click reaction durant 30 minuts en
agitacio a la foscor. Es fa a la placa de 24 pous en un volum de
500pL.

Fer 3 rentats amb PBS-T.

Incubar amb anticos primari preparat en medi de cultiu
suplementat amb 5% BSA filtrat durant 1h a TA en una cambra
humida. S’utilitzen 40 yL de la solucié de l'anticos per cada
cobreobjecte.

Fer 3 rentats amb PBS-T .

Incubar amb I'anticos secundari preparat en medi de cultiu
suplementat amb 5% BSA filtrat durant 1h a TA.

Fer 3 rentats amb PBS-T.
Rentar amb PBS.

10) Incubacié amb DAPI (Sigma-Aldrich; D9564) preparat a 0.2

Mg/mL durant 3 minuts.

11) Muntar els cobreobjectes sobre portaobjectes amb 4 pL de

Mowiol (Sigma-Aldrich; 81381).
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Anticossos

Taula 13. Anticossos primaris utilitzats en immunofluorescéncia.

53BP1 abcam; ab36823 Conill 1:500
BrdU abcam; ab6326 Rata 1:500
CK20 Cell Signaling; #13063S Conill 1:1000
CidU (BrdU) abcam; ab6326 Rata 1:500
IdU (BrdU) BD biosciences; 34758 Ratoli 1:200
ORF1p Merck; MABC1152 Ratoli 1:1000
p21 Millipore; OP-64 Ratoli 1:1000
YH2AX Millipore; #05-636 Ratoli 1:3000
(8139)
RPA32 Cell Signaling; #2208 Rata 1:1000

Els anticossos secundaris depenen de l'espécie on s’ha generat
I'anticos primari (taula 13). Son de Invitrogen i estan conjugats amb els
fluordfors: Alexa488, Alexa 555 o Alexa 647. La dilucié a la qual s’han
utilitzat per norma general és de 1:500 (si no és aixi esta indicat al
protocol corresponent).
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7. RT-gPCR

7.1. EXTRACCIO DE RNA

En aquesta tesi, I'extraccio de RNA s’ha realitzat amb el Kit RNeasy
Mini kit 74104 (QIAGEN) a la campana d’extracci6é de gasos (amb bido
de residus de mercaptoetanol).

Preparacié del material: 1) autoclavar dues vegades les puntes de
pipeta i els tubs Eppendorf (de 1,5 i 2 mL); 2) netejar bé amb RNAse
away la superficie de treball, pipetes, gradetes,capses de puntes,
xeringues (1 mL), agulles i guants.

Preparacio de solucions:

1) Etanol 70%: es prepara a partir d’etanol pur i H>-O-DEPC 0.01%
(desproteinitzant) en agitacié tota la nit.

2) Tampé RLT amb mercaptoetanol (BME) (10uL/mL): afegir el
mercaptoetanol al volum que necessitem de tampo RLT i agitar bé.

Partim de plaques p100 al 70% de confluéncia.
PROTOCOL EXTRACCIO DE RNA

1) Fer 3 rentats amb 5 mL de PBS fred (4°C).

2) Afegir 600uL de tampd RLT amb BME i rascar enérgicament amb
la rasqueta (una per mostra). per lisar les cél-lules.

3) Recollir els lisats (amb compte perqué sén molt espesos) en tubs

Eppendorf de 2mL i rapidament deixar en gel.

Fer passar les mostres per xeringa 10 vegades. Calcular bé el

volum final de lisat perqué després s’hi ha d’afegir el mateix

volum d’etanol 70%.

5) Afegir el mateix volum d’etanol 70%. Un cop s’afegeix I'etanol

Gel
2

es pot treballar a TA.

6) Resuspendre bé les mostres i transferir exactament 700 pL a les
columnes (no hi cab més volum) . Si encara queda mostra, es
podra transferir a la columna una vegada hagin passat els primers
700 L .

7) Centrifugar les columnes tapades a 8000g durant 15minuts a

TA.
8) Descartar el flow-through i afegir 700uL de tampé RW1 (rentat).
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9) Centrifugar a 8000g durant 15 segons a TA..

10) Descartar el flow-through i afegir 500uL de tampé RPE.

11) Centrifugar a 8000g durant 15 segons a TA. .

12) Descartar el flow-through i afegir 500uL de buffer RPE.

13) Centrifugar a 8000g durant 2 minuts a TA..

14) Canviar el tub de sota les columnes.

15) Centrifugar a maxima velocitat (14000g) durant 1 minut a TA
per assecar la membrana de la columna (opcional)

16) Canviar els tubs per tubs Eppendorf estéerils i afegir entre 30-
50uL d’H.O RNAsa free per eluir el RNA. Per defecte afegir
40pL.

17) Centrifugar a 8000g durant 1 minut a TA.

18) Preservar a -20°C. Meusrar la concentraci6 de RNA amb un
nanodrop.

7.2. RETROTRANSCRIPCIO (RT)

En aquesta tesi, la retrotranscripcio se realitzat amb el kit High
capacity cDNA reverse transcription (4368814 Thermo Fisher).

Preparacio: 1) autoclavar dues vegades les puntes de pipeta i els tubs
Eppendorf PCR (de 0,2 mL); 2) netejar bé la superficie de treball; 3) fer
els calculs: per la retrotranscripcio s’utilitza 1ug de RNA i s’afegeix H.O
RNAse free fins a 10uL. 4) posar en gel les solucions del kit.

Preparar la barreja de reaccioé (MIX). Es prepara per una mostra més a
partir de 15, per dues mostres més).
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Taula 14. Composicié de la MIX per fer la retrotranscripcio

Tampé 10X 2uL/mostra
dNTPs 25X 0.8ulL/mostra
Primers 10X 2uL/mostra
H,O RNAse free” 4.2ul/mostra
Transcriptasa** 1ulL/mostra

*Del Kit d’extraccié d’'RNA
**¥NO fer servir agitador tipus vortex.

PROTOCOL RETROTRANSCRIPCIO

1) Afegir els volums calculats anteriorment d’'H.O RNAse free en
el tubs Eppendorf PCR (0,2 mL).

2) Afegir 10puL de la MIX.

3) Afegir el volum calculat de cada mostra corresponent a 1 ug de

RNA. Donar petits cops per mesclari fer un pols amb la centrifuga.

No utilitzar I'agitador tipus vortex. El programa del termociclador

consta dels seglients passos:

Gel

RETROTRANSCRIPCIO

1- 10’ 25°C
2- 2h37°C
3- 585°C

4- FOREVER 4°C

7.3. gPCR

Preparacio: 1) autoclavar les puntes de pipeta i els tubs Eppendorf
PCR (de 0,2 mL) 2) fer els calculs tenint en compte que cal fer
triplicats per cada gen; 3) treballar en gel (opcional); 4) descongelar
els primers i els reactius protegint-los de la llum amb paper d’alumini.
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PROTOCOL qPCR

1) Preparar la dilucié del cDNA, barrejar bé amb I'agitador tipus
vortex i fer un pols amb la centrifuga.
Fer una dilucié 1/20 en H20O DNAsa free del cDNA obtingut a la
retrotranscripcio. El volum total corresponent de dilucio per cada
condicié (gen) és de 6 pL al fer-se per triplicat (2uL per pou),
perd s’aconsella preparar-ne 5-10uL de més.

2) Preparar la barreja de reaccio (MIX), mesclar bé amb
I'agitador tipus vértex i fer un pols amb la centrifuga. Es

prepara una MIX per gen.

Taula 14. Composicié d ela MIX per fer la qPCR.

MIX 2X

Primer FW 10pM
Primer RV 10uM
H,0 nuclease free

6.25uL/mostra
0.625uL/mostra
0.625/mostra
3ul/mostra

Abans d’afegir el cDNA i la MIX als tubs Eppendorf, encendre el

termociclador.

3) Posar 2uL de la dilucié 1/20 de ¢cDNA a cada pou. Per la paret

lateral.
4) Posar 10.5uL de la MIX.

5) Tapar els tubs i fer un pols amb la centrifuga. .

q-PCR
1- Preincubacio: 10’ 95°C

2- 40 cicles: 30” 95°C
15” 60°C
30" 72°C

3- Melting: 10” 95°C
60” 65°C
17 97°C Continu
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8. ATAC-seq

El protocol que s’ha utilitzat en aquesta tesi esta desenvolupat en
l'article de Buenrostro, Wu, Chang i Greenleaf ¢ . Aquesta técnica
consta de diversos passos: es recullen les cél-lules, es lisen a fi de
recuperar unicament els nuclis, es fa la reaccié de transposicio, s’extreu
el DNA, s’amplifica per PCR, i es sequencia per Next Generation
Sequencing. En aquesta tesis, I'amplificacid, I'addicié dels adaptadors i
la sequenciacid s’ha fet a la Unitat de Gendmica del Centre de
Regulaci6 Genomica (CRG) de Barcelona. S’ha seqlienciat amb
'aparell NovaSeq 6000Dx d’lllumina i s’han obtingut 2x50 milions de
lectures (reads) per mostra. L’analisi dels resultats s’ha fet en
col-laboraci6 amb el Dr. Pere Llinas Arias (Cancer Epigenetics
Laboratory at the Cancer Cell Biology group, Institut d’Investigacio
Sanitaria llles Balears [IdISBa]).

8.1. RECOLLIR CEL-LULES | REACCIO DE
TRANSPOSICIO
REACTIUS RECOLLIDA DE CEL-LULES | REACCIO

TRANSPOSICIO

10mM Tris-HCI, pH 7.4
10mM NacCl
Tampo de Lisi | 3mM MgClz

0.1% IGEPAL® (Merck, CA-630)
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PROTOCOL RECOLLIDA DE CEL-LULES | REACCIO
TRANSPOSICIO

1) Centrifugar 50000 cél-lules a 500 rcf durant 5 minuts a 4°C.
El nombre de cél-lules és molt important.
_|2) Aspirar el sobrenedant. Tois els aspirats es fan amb una
& pipeta amb tres puntes (com s’explica a I'apartat 6.1) per ser
meés precisos. Com que els pellets son molt petits i no es veuen,
és util centrifugar el doble de cél-lules per determinar la posicid
on queden els pellets en els tubs i la seva consisténcia. Aixi
s’evitara la perdua de cél-lules de les mostres de I'experiment
en el procés d’aspirar el sobrenedant.
3) Rentar el pellet de cél-lules amb 50uL de PBS fred.
4) Centrifugar a 500 rcf durant 5 minuts a 4°C.
5) Aspirar el sobrenedant.
6) Resuspendre el pellet de cél-lules amb 50uL de tampo de lisi
a 4°C. El tampo de lisis s’ha de preparar el mateix dia.
7) Centrifugar a 500 rcf durant 5 minuts a 4°C.
8) Aspirar el sobrenedant.
9) Amb el pellet de cél-lules en gel, resuspendre’l amb el tampé
de transposicio.
Taula 14. Composici6 del tampé de
transposicio.
TD (2X) 25uL/mostra
TDE1 2.5ul/mostra
H.O RNAse free 4.2ul/mostra
10) Incubar a 37 °C durant 30 minuts en agitacio.
11) Purificar el DNA amb el Qiagen MinElute PCR Purification Kit
2| (Qiagen, ID:28004).

12) Eluir el DNA en 10uL d’Elution buffer.
13) Preservar el DNA a -20°C.
14)
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8.2. GENERACIO DE LES LLIBRERIES PER PCR

Un cop processades, les mostres foren enviades al Centre de Regulacié
genomica (CRG). Alla, foren amplificades amb Novaseq6000(lllumina),
51nt(R1)-10nt(11)-10nt(12)-51nt(R2).

8.3. ANALISI DELS RESULTATS DE LA SEQUENCIACIO

Les dades es van processar seguint les directrius del Galaxy project
ATAC -seq 7. Primer es van eliminar els adaptadors afegits per la
sequenciacio de les sequéncies obtingudes. Després amb bowtie2 es
van alinear les seqliéncies contra el genoma de referéncia h38. Els
arxius resultants foren curats, retirant les lectures del cromosoma
mitocondrial, lectures duplicades i lectures amb una pobre qualitat d
emapeig (<30). La distribucié de mida dels fragments va ser similar
entre replicats, mostrant un pic a I'histograma al voltant dels 200 parells
de bases, corresponents a regions flanquejades per nucleosomes. Els
pics corresponents a regions accessibles es van detectar utilitzant
MACS2 en un procés conegut com a peak calling. El peak calling es va
fer seguint les recomanacions d’ENCODE fent la crida sobre els
replicats corresponents de forma conjunta. Es van obtenir els pics en
format bedgraphs amb els que es van generar arxius bigwig amb els
que es poden visualitzar els histogrames i pics detectats al UCSC
genome browser %%, La intensitat dels BigWigs es va normalitzar contra
la mitjana de cada mostra, a fi de compensar la seqlienciacio diferencial
entre replicats. A la figura de sota es detalla més concretament el
tractament de les dades obtingudes amb la seqlenciacié.
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Filtered
alignments

Filtered WO dup
alignments

Figura 2. Esquema del tractament de les dades de seqiienciacié. Extreta de %

Posteriorment es determina si les regions detectades per ATAC-seq
eren diferencialment accessibles comparant un o varis grups
experimentals, per fer-ho, es va tornar a dur a terme el peak calling de
forma individual amb els replicats. Aixi, s’establiren pics comuns i pics
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exclusius de cadascuna de les combinacions de grups experimentals.
Es considerava que dos grups experimentals presentaven un pic en
comu si aquest es trobava en ambdos grups, i presentava una
interseccié d’almenys un parell de bases. Entre els pics comuns, es
calcula quins es trobaven differencialment accessibles en base a dos
criteris, un p-valor < 0.05 i un valor absolut de log2Fold Change superior
a 0.5 (que expressa un increment del 150% o un decrement del 33% de
I'accessibilitat). La localitzacié gendmica de tots els pics variables — els
exclusius i els comuns diferencialment accessibles — es va determinar
emprant el paquet Ch/Pseeker dins I'entorn de Galaxy. El processament
de les dades es va dur a terme emprant els paquets de R de I'entorn de
tidyverse i Upset.

9. ANALISI DELS RESULTATS

L’analisi dels resultats de citometria s’ha fet amb el programa FlowJo™
v10. Per analitzar les imatges de WB s’ha utilitzat el programa Image
Lab v5. Per 'analisi de dades de RT-gPCR s’ha utilitzat el programa
LightCycler® 96 de Roche. L’analisi de les imatges de microscopia i del
High Content Screening automatitzat s’ha fet amb el programa ImageJ.

L’analisi estadistic de les dades obtingudes s’ha dut a terme amb el
programa GraphPad Prism T software v9. Especificament en el cas dels
experiments de High Content Screening s’ha utilitzat el programa
RStudio. Tant els analisis estadistics utilitzats en cada cas com la
significacio estadistica estan detallats als peus de figura.
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