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RESUM

La cromatina €s una estructura nucleoproteica,
dinamica i jerarquicament organitzada dins del nucli
cel-lular. La seva estructura, organitzacié i funcié
esta controlada al llarg del cicle cel-lular, per
processos  epigenétics que produeixen canvis
heretables que no afecten la sequiéncia de DNA.
Entre aquests canvis es troben la metilacio del DNA,
les modificacions postraduccionals de les histones i
el plegament de la cromatina orquestrat pels
complexes remodeladors i proteines estructurals. Les
modificacions postraduccionals de les histones es
donen principalment de forma dinamica i regulada a
I’extrem N-terminal, canviant la seva carrega i
funcio. Entre les diferents modificacions descrites,
I’acetilacio 1 la metilacid de les histones H3 i H4,
semblen tenir una importancia especial sobre
I’estructura i estat de la cromatina. En particular,
I’acetilaci6 de la lisina 16 de la histona H4
(H4K16Ac) per se impedeix la formacid
d’estructures compactes de cromatina. D’aquesta
manera, s’associa 1’estat desacetilat d’aquest residu a
zones d’heterocromatina i transcripcionalment
inactives, mentre que la hiperacetilacié d’H4K16 esta
estretament vinculada a zones eucromatiques i
transcripcionalment actives. La dinamica
d’acetilacio-desacetilacio d’H4K16 esta controlada
principalment per [I’equilibri de les activitats
acetiltransferasa de MOF i desacetilasa de SirT1 i
SirT2. Per tant, aquests dos grups d’enzims son
essencials per el control de I’expressid genica i1 de
I’arquitectura de la cromatina dins del nucli, regulant
la transicio entre 1’estat transcripcionalment actiu i
inactiu de la cromatina. MOF és crucial per el
desenvolupament embrionari, la reparacio del DNA i
la progressio del cicle cel-lular, i la seva pérdua esta
associada a l'augment de les aberracions
cromosomiques, a 1’aturada del cicle cel-lular en
G2/M 1 a l’augment de la inestabilitat genomica.
SirTl i SirT2 pertanyen a la classe Il de
desacetilases d’histones (HDACS), conegudes com
sirtuines, i s6n crucials pel manteniment de la
integritat I’adaptaci6 a I’entorn i
I’envelliment, entre altres funcions. No obstant, dels
set membres de sirtuines presents a mamifers, nomeés

genomica,

SirT2 i en menor mesura SirT1, han estat vinculades
amb el control del cicle cel-lular. Concretament,
SirT2, tot i ser principalment citoplasmatica, és
transportada al nucli durant la transicio G2/M,
moment en el que a través de la desacetilacid
d’H4K 16 permet la monometilacié d’H4K20 per PR-
SET7 (la  monometiltransferasa  d’H4K20),
determinant els nivells d’H4K20me2,3 en la resta del
cicle cel-lular. Com a consequéncia, SirT2 esta
implicat en processos estrictament associat a aquestes
modificacions, com la compactaci6 dels cromosomes
metafasics, la progressio a través de mitosi, la
replicacio i reparaci6 del DNA o la formaci6 de
I’heterocromatina. Fins al moment el paper de SirT2
en el control de la progressid a través de la mitosi ha
estat atribuit a la regulaci6 de diferents substrats. En
particular, el control d’H4K20mel dependent de
SirT2 ha estat relacionat amb [’activacié del
checkpoint de G2/M en resposta a estres, tot i que els
mecanismes involucrats en [’aturada del cicle
cel-lular eren del tot desconeguts. En aquest treball
hem volgut indagar sobre com SirT2 regula la
transici6 G2/M i la seva coordinaci6 amb la
maquinaria regulatoria del checkpoint. Les nostres
dades semblen indicar que SirT2 condueix a
I’activacio del checkpoint de G2/M a través de la
regulacié d’H4K16Ac, H4K20mel i el control de la
transcripci6 de gens relacionats amb el cicle cel-lular.
Es descriu per primera vegada, com SirT2 controla
H4K16Ac a través de la regulacié de I’activitat 1 de
I’estabilitat proteica de MOF durant G2/M.
Concretament, SirT2 desacetila MOF durant G2/M i
en promou la sortida de la cromatina, la inactivacio i
degradaci6, afavorint I’estat desacetilat d’H4K16 i la
monometilacié d’H4K20. En concordanca, hem vist
que MOF controla negativament la preséncia de PR-
SET7 a la cromatina, mantenint aixi uns nivells
adequats d’H4K20mel abans d’entrar a mitosi i
evitant la condensacié prematura dels cromosomes.
El nostre estudi suggereix que la interconnexio entre
SirT2 i MOF esta directament implicada en el control
epigenétic del cicle cel-lular, contribuint al
manteniment de 1’estabilitat genomica.
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ABREVIATURES

7AAD
53BP1
AADPR
Ac
ADP
APC/C
ATM
ATP
ATR
BER
BRCA1
BSA
BUBR1
CAK
CAPs
CBB
CBD
CBP
CDC14
CDC20
CDH1
CDK
CENT
CHD
CHFR
CHK2
CHX
CK2
Co-IP
CRL4
CRM1
CTCF
DAPI
DCC
DDR
DKO
DNA

7-aminoactinomicina D

p53-binding protein 1

O-acetil-ADP-Ribosa

Acetilat

Adenosina difosfat

Complex promotor de 1’anafase/ciclosoma, de les sigles en anglés
Ataxia telangiectasia mutated

Adenosina trifosfat

ATM and Rad3-related

Reparacio per excisio de base, de les sigles en anglés
Breast cancer 1

Albdmina sérica bovina

Budding unhibited by benzimidazoles related 1

Quinasa activadora de CDKSs, de les sigles en angles
Chromatin arquitectural proteins

Coomassie Brillant Blue

Domini chromo-barrel; de les sigles en anglés

Proteina d’uni¢ al factor de transcripcié CREB, de les sigles en anglés
Cell divisién cycle 14

Cell divisién cycle 20

E-Cadherina

Quinasa dependent de ciclina

Proteina del centromer, de les sigles en alnglés

Chromo domain helicase/ATPase binding protein
Checkpoint with forkhead-associated (FHA) and ring finger domains
Check point kinase

Ciclohexamida

Casein kinase 2

Co-immunoprecipitacid

Cullin-ring finger ligase 4

Chromosomal region maintenance 1

Factor d’uni6 a aillant

4’,6’-diamino-2-fenilindol

Complex de compensaci6 de dosi, de les sigles en anglés
Resposta al dany al DNA, de les sigles en anglés

Doble knockout

Acid desoxiribonucleic, de les sigles en anglés
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DNA-PKcs
DNMT
dNTPs
DTB
DSB
EDTA
ES
ESCs
Ezh2
FBS
FOXO
Gcend
GNAT
GST
HA
HATSs
HAS
HBO 1
HDACs
HDMs
HelLa
HMT
HP1
HR
INO80
ISWI
IF

IHC

1P
KAT
KO
L3MBTL1
IncRNAs
MBT
MCC
MDM2
Me
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DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
Metiltransferasa de DNA, de les sigles en anglés
Desoxiribonucleotids trifosfat

Doble bloqueig de timidina

Trencament de doble cadena, de les sigles en anglés
Acid etilendiaminotetraacétic

Extracte soluble

Cel-lules mare embrionaries, de les sigles en anglés
Enhancer of Zeste 2

Suero fetal bovi, de les sigles en angles

Forhead box class O

General control nonderepressible-5

Gcen5-related histone N-acetyltransferases

Glutatio s transferasa

Hemaglutinina A

Acetiltransferases d’histones, de les sigles en angles
High affinity sequence

Histone acetyltransferase binding protein to ORC1
Desacetilases d’histones, de les sigles en anglés
Desmetilases d’histones, de les sigles en anglés
Henrietta Lacks

Metiltransferases d’histones

Heterochromatin protein-1

Inositol 80
Recombinacié homologa, de les sigles en angles
Imitation of switch

Immunofluorescéncia

Immunohistoquimica

Immunoprecipitacio

Acetiltransferasa de lisines

Knockout

Lethal 3 malignant brain tumor 1

Acid ribonucleic llarg no codificant, de les seves sigles en anglés
Malignant brain tumor

Mitotic checkpoint complex

Murine doble minute 2

Metilat
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MEFs
MLE
MLL
MOF
MORF
MOz
mMRNA
MS
MSL
MTS
MYST
NAD*
NAM
NncRNAs
NER
NFR2
NHEJ
NSB1
NES
NF-KB
nLS
NLS
NSCLC
NSL
NuA4
NuRD
ORC

PARP
Pb
PCAF
PcG
PCNA
PCR
PHD
PHF8
PLK1

Fribroblasts embrionaris de ratoli, de les sigles en anglés
Maleless

Mixed lineage in leukemia

Males absent On the First

MOZ related factor

Monocytic leukemia zinc finger protein

RNA missatger

Espectrometria de masses, de les sigles en anglés

Male specific lethal

Sequéncia de direccionament mitocondrial, de les sigles en anglés
MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 i TIP60

Dinucleotid d’anenina i nicotinamida

Nicotinamida

Acid ribonucleic no codificant, de les seves sigles en anglés
NF-E2-related factor 2

Reparacio per excisié de nucleotid, de les sigles en anglés
Nonhomologous end-joining

Nijmegen breakage syndrome 1

Seqiiencia d’exportacio nuclear, de les sigles en anglés
Nuclear factor-KB

Sequéncia de localitzacid nucleolar

Sequiénsia de localitzacié nuclear

Non-small cell lung cancer

Non specific lethal

Nucleosomal acetyltransferases of H4

Nucleosome remodeling and deacetilase

Origin recognition complex

Fosforilat

Poly-ADP-ribose polymerase

Parell de bases

P300/CBP-associated factor

Grup Polycomb

Proliferating cell nuclear antigen

Reaccio en cadena de la polimerasa, de les sigles en anglés
Plant homeo domain

Plant homeo domain finger protein 8

Polo kinase 1

13



ABREVIATURES

PML Fluorur de fenilmetilsulfonil

PMSF Protein phosphatase 2

PP2A Complex de repressié Polycomb, de les sigles en anglés
PRC Element de resposta a Polycomb

PRE Pre-Replication complex

Pre-RC Protein arginine N-methyltransferases

PRMTs Factor d’elongacio de la transcripcio

PN Pellet nuclear

pTEF Modificacions postraduccionals

PTMs Acid ribonucleic, de les sigles en anglés

gPCR PCR quantitativa

Rb Retinoblastoma

rDNA DNA ribosomal

RNA RNA polimerasa Il

RNA Pol 11 Proteina mielocitica de leucémia

RPA Replication protein A

RSR Resposta a Iestres replicatiu, de les sigles en angles
roxX RNA on the X

RSC Remodelador de I’estructura de la cromatina

RT-PCR PCR a temps real

SAC Checkpoint del fus, de les sigles en angles

SAGA Spt-Ada-Gcenb acetyltransferase

SAM S-adenosylmetionina

Sas Something about silencing

Sgol Shogoshin

SIMs SUMO interacting motifs

SINE Short interspersed nuclear elements

SirT1-7 Silent mating type information regulation 2 homolog 1-7
SKP2 S-phase kinase associated protein 2

SMC Structural maintenance chromosomes

SNncRNAs Acid ribonucleic curt no codificant, de les seves sigles en anglés
SRC Coactivador de receptors d’esteroids, de les sigles en anglés
SSB Trencament de cadena senzilla, de les sigles en angles
sSDNA DNA de cadena senzilla, de les sigles en anglés

SUMO Small ubiquitin-like modifiers

Suv39hl Suppressor of variegation 3-9 homologl

Suv420hl Supressor of variegation 4-20 homolog 1
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Suv420h2
SWI/SNF
TIP60
Ub

uv
TAF1
TFTC
TIP60
™
TopBP1
TRE
TSA

TSS

WB

WT

XPA
XPC

Apolars

Alanina
Valina
Leucina
Isoleucina
Prolina
Metionina
Fenilalanina
Trioptofan

Ala
Val
Leu
lle

Pro
Met
Phe
Trp

Supressor of variegation 4-20 homolog 2
Switch/sucrose nonfermenting

HIV Tat interacting prtoein of 60 KDa

Ubiquitina

Ultravioleta

Factor d’iniciacior de la transcripci6 1, de les sigles en angles
TBP-free TAF-containing complex

HIV Tat interacting protein of 60 KDa

Tamoxife

Topoisomerasa 11 Beta

Element de resposta a Trithorax

Trichostatin A

Lloc d’inici de la transcripcid, de les sigles en anglés
Western blot

Wild type

Xeroderma pigmentosum A

Xeroderma pigmentosum C

Polars sense carrega Polars carrega -

A | Glicina Gly G | Aspartat Asp D
V | Serina Ser S | Glutamat Glu E
L | Treonina Thr T

| | Cisteina Cys C

P | Tirosina Tyr Y

M| Glutamina  GIn Q

F

w

Polars carrega +

Lisina
Arginina
Histidina

Lys
Arg
His

K
R
H
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1. Estructura de la cromatina

El DNA és la macromolécula primaria que
emmagatzema la informacié genética i la propaga de
cel-lula mare a filla, i a la segiient generacié a través
de la linea germinal. A les cél-lules eucariotes, la
doble hélix de DNA es troba acomplexada amb
proteines histoniques i no histoniques, formant la
cromatina. La unitat basica i repetitiva de Ila
cromatina és el nucleosoma, constituit per el
nucleosoma central, la histona H1 i el DNA
connector. El nucleosoma central consisteix en 146
parells de bases (pb) de DNA envoltant un octamer
d’histones, format per un tetramer d’H3-H4 i dos
dimers d’H2A-H2B (Kornberg & Lorch, 1999; Luge
etal., 1997; Thomas & Kornberg, 1975).

La cromatina és wuna molécula dinamica,
jerarquicament organitzada dins del nucli cel-lular.
La forma més laxa i accessible de cromatina que es
coneix son els nucleosomes en cadena o beads-on-a-
string, descrita per primera vegada al 1976 gracies a
les observacions en microscopi electronic d’alta
resolucié (Olins et al., 1976). En aquesta forma
descondensada, els nucleosomes es troben units de
mitjana per 20 pb de DNA connector per formar la
fibra de cromatina d’11 nm. Ara bé, per tal de que tot
el DNA contingut en una cél-lula capiga dins del
nucli, calen ordres més alts d’organitzacio.

El segient esglad en la compactacié de la cromatina
és la fibra de 30nm, anomenada aixi per primera
vegada 1’any 1976 per Finch i Klug (Finch & Klug,
1976). Hi ha controversia sobre com els nucleosomes
de la fibra de cromatina interaccionen entre si per
formar la citada estructura de 30nm i si realment,
aquesta estructura existeix in vivo. Per una banda, les
observacions en microscopi electronic de cromatina
nativa aillada de nuclis mostren 1’existéncia de dues
possibles estructures de fibra de 30 nm (Finch &
Klug, 1976; Gerchman & Ramakrishnan, 1987;
Langmore & Paulson, 1983; Robinson et al., 2006;
Woodcock et al., 1984). En primer lloc, el solenoid
consisteix en una hélix amb un dnic comencament on
els nucleosomes s’enrotllen linealment al voltant
d’un eix central per mitja del plegament del DNA
connector (Finch & Klug, 1976). En segon lloc, el

model zig-zag és una hélix amb dos comengaments
on els nucleosomes s’apilen de manera alterna
mitjancant el DNA connector (Woodcock et al.,
1984; Woodcock et al., 1993). En ambdos casos,
s’estableixen interaccions intra-fibra que permeten el
plegament de la cromatina i es creu que la histona H1
juga un paper fonamental en la formacié d’aquestes
estructures (Robinson et al., 2008). Cal remarcar que
totes aquestes observacions estan fetes en condicions
in vitro, en les que la concentracié de sal no és la
fisiologica, i aguest fet podria afectar la manera en
que els nucleosomes interaccionen entre si i amb el
DNA. Per una altra banda, al 1988, Dubochet i
col-laboradors observen per mitja de Cryo-EM
(técnica de visualitzacié per microscopi electronic
amb mostres congelades que permet 1’observacié in
vivo sense la necessitat de fixar ni marcar el material
de treball) que la cromatina compactada en
cromosomes metafasics no presenta cap tipus
d’organitzacié més enlla de la fibra d’11 nm. Estudis
més recents defensant aquesta teoria proposen
I’anomenat polymer melt model, en el qual la
cromatina, tant la interfasica com la mitotica estaria
dins del nucli empaquetada desorganitzadament i
nomeés existiria la forma de 30 nm en els casos on la
concentracié de nucleosomes fos baixa (Fig. 1). En
aquest model, les interaccions de nucleosomes inter-
fibra guanyarien forca, desplacant les interaccions
intra-fibra establertes per formar la fibra de 30nm
(Dubochet et al., 1988; Eltsov et al., 2008; Maeshima
etal., 2014).

En el seguent nivell jerarquic, la cromatina
s’organitza en dominis de 300-700 nm, possiblement
a través de I’ancoratge de la fibra de cromatina a la
periféria del nucli o a altres proteines nuclears que
serveixen de plataforma (Kind et al., 2015).
Finalment, I’estructura de cromatina més condensada
s’observa en els cromosomes metafasics, on
s’aconsegueix compactar el DNA fins a 10.000
vegades.

A més de la classificacio jerarquica, historicament, la
cromatina ha estat dividida en eucromatica o
heterocromatica basant-se en el marcatge amb
tincions per visualitzar el DNA (Heitz, 1928).
L’eucromatina comprén zones de cromatina
descondesada, accessible i en la seva major part,
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transcripcionalment actives. L’heterocromatina, en
canvi, esta altament compactada i silenciada. Les
regions heterocromatiques son riques en sequéncies
repetitives, com les presents en telomers i
centromers, i pobres en gens. Aixi doncs,
I’heterocromatina t¢ un paper fonamental en Ila
proteccié dels caps dels cromosomes i en la
segregacio de les cromatides durant la mitosi.

A

DNA UNANVNNNZRELL

Nucleosoma (fibra 11 nm)

PDD i

Plegament irregular cromatina

Polymer melt model
: 4

Fibra30 nm

Cromosoma

~10um gi gj 4~700nm

wat  FF
)

30-nm folding

Figura 1. Visi6 convencional i moderna dels nivells
d’estructuracio de la cromatina. A, La molécula de DNA
s’enrotlla al voltant dels nuscleosomes per formar la fibra
d’llnm. En el model convencional el segiient grau de
compactacié és la fibra de 30 nm, representada aqui en la forma
de solenoid per, progressivament, compactar-se fins a
cromosoma metafasic. B, esquema del model del polymer melt,
on la cromatina, a altes concentracions de nucleosomes, es
trobaria desorganitzada, donant-se lloc interaccions inter-fibra i
permeten la maxima condensacié cromosomica.

Alhora, I’heterocromatina es divideix en regions
d’heterocromatina constitutiva, o permanentment
silenciada, i en zones d’heterocromatina facultativa,
en la que alguns gens es poden activar en algun
determinat tipus cel-lular o estadi del desenvolupa-

ment (Allis et al., 2015; Kouzarides, 2007).

A part de les classificacions esmentades, recents
estudis proposen que la cromatina esta organitzada
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dins del nucli interfasic en diferents dominis,
anomenats dominis topologics. Aquesta organitzacio
espacial sembla ser un tret general de tot el genoma i
s’ajustaria a la funcié de cada regié de cromatina.
Les regions flanquejants d’aquests dominis estan ben
definides per factors que controlen la difusio de
I’heterocromatina com CTCF (factor d’unié a
aillant), gens d’expressi6 constitutiva (housekeeping)
0 elements retrotransposables SINE (Dixon et al.,
2012).

2. Dinamica de la cromatina

La regulacio de I’estructura de la cromatina és un
procés finament modulat al llarg del cicle cel-lular,
que copren diferents mecanismes epigenetics que
poden propagar-se al llarg de les divisions cel-lulars i
a través de la linia germinal (Holliday, 2006).
Aquests mecanismes consisteixen en la modificacio
postraduccional (PTM) de les histones, el
desplacament i modificacié de 1’estructura dels
nucleosomes per remodeladors de la cromatina
dependents d’ATP, el recanvi dinamic de les variants
d’histones als nucleosomes, el paper senyalador dels
RNAs no codificants (ncRNAs) i la metilacié del
DNA en els residus de citosina (Allis et al., 2015).
Tots ells es coordinen per assegurar la correcta
organitzacio de la cromatina en cada moment del
cicle cel-lular i per preservar la integritat genomica

(Fig. 2).

2.1. Modificacions postraduccionals de les
histones

Les histones del nucleosoma central son proteines
petites i basiques, composades per un domini
globular i un extrem N-terminal desestructurat, o cua
d’histona, que sobresurt de la superficie del
nucleosoma i que interaccionen tant amb proteines
com amb el DNA. Les cues d’histona participen en
les interaccions intra- i inter-nucleosoma per formar
la fibra de 30 nm. Aquestes interaccions no només es
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Remodelador

(L0

Figura 2. Epigenética. Les variacions a I’estructura de la
cromatina modulen 1’Gs del genoma per mitja de: PTM de les
histones (Mod), remodeladors de la cromatina, variants
d’histones (nucleosoma blau), metilacié del DNA (Me) i RNAs
no codificants (ncCRNAs). Modificat d’Epigenetics, 2015 (Allis et
al., 2015).

donen en cis, sind que també hi ha evidéncies de que
succeeixen en trans, és a dir, entre diferents fibres de
cromatina, fet que afavoreix la formacié de nivells
més alts de compactaci6 (Dorigo et al.,, 2003;
Shogren-Knaak et al., 2006; Zheng et al., 2005). Les
cues d’histona i, en menor mesura els dominis
globulars, contenen molts residus potencialment
modificables, com ja va descriure per primera vegada
als anys 60 Vincent Allfrey (Allfrey et al., 1964). Les
modificacions de les cues d’histones en varien la
carrega i proporcionen una superficie de
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reconeixement per a factors reguladors de la
cromatina (readers), jugant un paper essencial en la
transcripcio, replicacid i reparacio del DNA i en la
compactacio de la cromatina.

Hi ha com a minim 8 tipus de modificacions

postraduccionals  descrites fins al moment:
Acetilacid, metilacio, fosforilacid, ubiquitinacio,
sumoilacio, ADP-ribosilacio, citrulinacié i

isomeritzacio de prolina (Fig. 3, Taula 1) (Huang et
al., 2014; Kouzarides, 2007).

Els enzims implicats en la deposicio i 1’eliminacio
d’aquestes marques son coneguts com a Writers i
erasers respectivament. Aquests enzims normalment
formen part de complexes amb varies subunitats i
catalitzen la incorporaci6 o 1’eliminacié d’un tipus de
modificacid especifica de les histones i també de
proteines no histoniques. Adquestes activitats
antagoniques  governen l’equilibri de cada
modificacio en questio. Entre els writers es troben les
acetiltransferases (HATS), metiltransferases (HMTS),
quinases i lligases d’ubiquitina. En el grup d’enzims
que eliminen les modificacions s’inclouen les
desacetilases (HDACs), desmetilases (HDMs),
fosfatases i  desubiquitinases  (Bannister &
Kouzarides, 2011).

3

' 135aa

Vv
2627 36

&

IGLGIGAERHR‘%VLRDNIQGITK PAIRRLAR- \H'”m 1102 aa
20

® ©

Histona 129 aa

Histona ' 125 aa

Figura 3. Llocs de modificacio de les histones. Es mostra la seqliéncia detallada de la cua de les histones del nucleosoma central i els
residus modificats. Estan representades algunes modificacions del domini globular de cada histona. aa, aminoacids. Adaptat de Huang

etal., 2014 (Huang et al., 2014)
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Els readers, anomenats aixi perque sén els que
llegeixen o0 interpreten les  modificacions
postraduccionals de les histones, son reclutats a la
cromatina per fer la seva funcié mitjancant dominis
de reconeixement. Els més rellevants son els dominis
Bromo, Chromo (Chromosome  organization
modifier), dit de PHD (Plant homeodomain) i els
dominis Tudor (Fig. 4).

Residus
modificats

Modificacions

s Funcions regulades
histoniques

Transcripcio, Reparacio,

Acetilacié K-ac L -
Replicacio, Condensacid

K-mel K-me2 K-

Transcripcid, Reparacid
me3 pcio, Rep

Metilacio (lisines)

Metilacio R-mel Transcrincié

(arginines) R-me2a R-me2s P

Fosforilacié S-ph T-ph Transcnpaf)l, Reparacio,
Condensacié

Ubiquitinacio K-ub Transcripcid, Reparacio

Sumoilacié K-su Transcripcio

ADP-ribosilacié E-ar Transcripcid

Taula 1. Classes de modificacions postraduccionals presents
en histones. Modificat de Kouzarides , 2007 (Kouzarides, 2007).

Els dominis Bromo son moduls d’uns 110
aminoacids presents en moltes proteines associades a
la cromatina i son els Unics que selectivament
reconeixen lisines acetilades, tot i que Ultimament
s’ha descrit que els dits de PHD també poden
reconeixer algunes histones acetilades (Bannister &
Kouzarides, 2011; Dhalluin et al., 1999; Jeanmougin
et al., 1997). Els dominis Bromo es troben sovint a
HATSs i complexes remodeladors de la cromatina.

El reconeixement de la metilacié de les histones és
més complex, fet que no sorpren si es té en compte
gue tant arginines com lisines poden ser metilades i
gue ho poden estar en diferents graus. Les lisines
poden estar, mono- di- o trimetilades, mentre que les
arginines només poden ser mono- o dimetilades. Aixi
doncs, diferents dominis poden recongixer les metil-
lisines, incloent els dominis Chromo, MBT, PHD,
Tudor, WDA40 i les repeticions d’anquirina (Brent &
Marmorstein, 2008; Fischle et al., 2003; Jacobs et al.,
2001; Musselman & Kutateladze, 2009; Schindler et
al., 1993). Els dominis Chromo son regions
peptidiques conservades de 40-50 aminoacids, que a
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través d’un solc format per tres aminoacids aromatics
reconeixen metil-lisines especifiques en base a la
sequéncia contigua a I’aminoacid modificat (Fischle
et al., 2003). A més, els dominis Chromo també
poden unir-se a sequiencies de DNA i RNA (Akhtar
et al., 2000; Bouazoune et al., 2002). Entre d’altres,
presenten  aquest domini, la  familia de
metiltransferases  d’histones, la familia HP1
(Heterochromatin protein 1), la familia de Polycomb,
les acetiltransferases  d’histones, la  familia
d’homolegs de MSL3 i la familia SWI3 (Tajul-Arifin
et al., 2003). Igualment, els dominis MBT (malignant
brain tumor) sén moduls de reconeixement de metil-
lisines i es troben en proteines d’unid a la cromatina
relacionades amb repressioé de la transcripcié (Wang
et al., 2003) .La gran familia de dits de PHD (plant
homeodomain) es pot dividir en diferents subgrups
segons la PTM que reconeixen. Els dos grups més
rellevants s6n el que comprenen els moduls PHD
capacos d’unir-se a la histona H3 trimetilada a la
Lys4 (H3K4me3) i a la cua no modificada de la
histona H3 (unH3) (Musselman & Kutateladze,
2009). Per una altra banda, les arginines metilades
son reconegudes per dominis Tudor, aixi com per
moduls PHD (Jin et al., 2009; Musselman &
Kutateladze, 2009). Els dominis Tudor contenen
aproximadament 60 aminoacids que reconeix
selectivament lisines o arginines metilades. Hi ha
guatre grups de dominis Tudor, perdo el més
representatiu és el que presenta la familia de
desmetilases d’histona JMJD (Jin et al., 2009).

Els dominis SANT van ser originalment descrits
I’any 1996 per Aasland i colaboradors com a dominis
d’inetraccid proteina-proteina o proteina-DNA. El
nom prové de les inicials dels complexes on va ser
observat per primera vegada (SWI3, ADA2, N-CoR i
TFIIB B™). S’ha vist que aquests dominis s’uneixen
a les cues d’histona no modificada i estan presents a
nombrosos enzims modificadors d’histones i a
remodeladors de la cromatina (Aasland et al., 1996;
De La Cruz et al., 2005) .

Agquests dominis de reconeixement poden trobar-se
junts en una mateixa proteina o aillats. EI més
important és que seran capagos d’unir-se al seu
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Figura 4. Enzims modificadors d’histones i dominis de reconeixement. Les modificacions postraduccionals de les histones son
dutes a terme pels writers i eliminades pels erasers. Els readers contenen dominis de reconeixement de les PTM de les histones a
través dels quals s’uneixen al substrat especific i duen a terme la seva funcié. HAT, histone acetyltransferase; HMT, histone
methylttransferase; HDAC, histone deacetylase; HDM, histone demethylase; Ac, acetilacio; Me, metilacio; K, lisina; R, arginina.

Adaptat de Epigenetics, 2015 (Allis et al., 2015).

substrat dependent de si esta o no modificat. L’any
2001 Jenuwein i Allis van proposar la teoria del codi
histonic (Jenuwein & Allis, 2001), segons la qual, les
modificacions de les histones poden tenir un efecte
sinérgic o antagonic en el reclutament dels factors
gue modulen la cromatina. Per tant, els factors que
reconeixen la cromatina i en regulen la seva
conformaci6 i funcié estan subjectes a multiples
nivells de regulacié que no només concerneixen la
modificacio especifica que reconeixen.

2.1.1. Acetilacio

Gracies als descobriments dels Premis Nobel
Lipmann, Bloch i Lynen, que demostraven que
I’Acetil-CoA era la molécula precursora de les
reaccions d’acetilacio, ha sigut possible tot el
coneixement actual sobre proteines acetilades
(Lipmann, 1947; Lipmann & Kaplan, 1946).
L’acetilacio de proteines consisteix en la
transferéncia d’un grup acetat al grup e—amino d’un
residu de Lys (Vidali et al., 1968).

L’acetilacio de proteines, no només d’histones, s’ha
establert com una importantissima modificacio
postraduccional que regula la funcié de milers de

proteines i processos, tals com el cicle cel-lular, la
remodelaci6 de la cromatina, el metabolisme
mitocondrial o la polimeritzacié de 1’actina (Kim et
al., 2006; Schwer et al., 2006). Des de que Vincent
Allfrey va descobrir la primera acetilacié fa 50 anys,
i va proposar que les modificacions de les histones,
incloent també la metilacio, controlaven 1’expressid
génica regulant 1’accés al DNA, han hagut
nombrosos estudis en aquest camp intentant explicar
com es duu a terme aquest fenomen (Allfrey et al.,
1964).

Actualment el coneixement és suficient per afirmar
que D’acetilaci6 de les histones regula I’estructura de
la cromatina i activa 1’expressié geénica de dues
maneres diferents perd coordinades. Primerament, el
canvi de carrega que proporciona el grup acetat a la
cadena lateral de la lisina acetilada genera una
repulsié de carregues entre nucleosomes adjacents i
dins del propi nucleosoma (Shogren-Knaak et al.,
2006). En un estudi fet per Gorisch i col-laboradors,
basant-se en la distribucié de dextrans de diferents
mides a la cromatina, mostren com després d’induir
un estat d’hiperacetilacio cel-lular, augmenta
I’accessibilitat de dextrans de mida més gran a la
cromatina, indicant que la cromatina d’aquestes
regions es troba més descondesada, estat que es
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reverteix quan es restauren els nivells d’acetilacio
(Gorisch et al., 2005). A més, les regions promotores
de gens transcripcionalment actius presenten alts
nivells d’acetilacio d’H3K9, H3K14 i H4K16 i la
densitat de nucleosomes en tota la regio génica, i en
particular als promotors d’aquests gens, €s menor que
a les regions intergeniques (Pokholok et al., 2005).
Segon, perd no menys important, la lisina acetilada
és reconeguda per proteines amb dominis bromo.
Degut a la variabilitat d’aquests dominis es genera un
reconeixement especific entre la modificaci6 en
concret i la proteina reclutada. Per exemple, el
domini bromo contingut en el complex remodelador
de la cromatina SWI/SNF conté el domini bromo
Swi2/Snf2 que s’uneix especificament a H3K9Ac,
H3K14Ac i a la histona H4 acetilada en cada un dels
4 residus de Lys de la seva cua, en canvi el domini
bromo Spt7 de [Dacetiltransferasa SAGA només
s'uneix a H3K9Ac. Aquestes proteines actuen
corrent avall modulant 1’estructura de la cromatina i
I’expressio génica (Dhalluin et al., 1999; Hassan et
al., 2007).

L’acetilacio d’H3 i H4 té patrons diferents. Mentre
que I’acetilacié d’H4 és depenent del cicle cel-lular,
presentant el seu maxim durant fase S, coincidint
amb la replicaci6 del DNA, I’acetilacio d’H3 és
totalment independent i els seus nivells sén estables
al llarg del cicle (Jasencakova et al., 2000).

L’equilibri entre la forma acetilada i desacetilada de
les histones esta controlat per les activitats
enzimatiques de HATs i HDACs. De manera general,
les HATs catalitzen la incorporacié d’un grup acetat
al residu de lisina del seu substrat, fent servir una
molecula d’Acetil-CoOA com a co-substrat de la
reaccio. Aixi doncs, promovent l’obertura de la
cromatina i afavorint I’expressio génica. Per una altra
banda, les HDACs eliminen aquest grup acetil
conduint a un estat de cromatina més condensat i
transcripcionalment inactiu. Tant HATs com HDACs
acostumen a desenvolupar la seva funcidé en
formacions de complexes multiproteics.

2.1.1.1. H4K16Ac

Entre les quatre
potencialment acetilables de

lisines (K5, K8, K12, K16)
la histona H4,
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H4K16Ac juga un paper clau en la regulacié de
I’estructura de la cromatina i les seves funcions. El
principal enzim encarregat de 1’acetilaci6 d’H4K16
és Dacetiltransferasa MOF (Males absent On the
First), mentre que I’eliminacié d’H4K16Ac es duu a
terme per diferents enzims (Akhtar & Becker, 2000;
Hilfiker et al., 1997; Smith et al., 2000; Taipale et al.,
2005). Les HDACs que desacetilen majoritariament
H4K16Ac son SirT1 i SirT2. SirT1 ho fa durant tot el
cicle cel-lular en regions especifiques i dirigides del
genoma, mentre que SirT2 és el responsable de la
desacetilacié global de K16Ac durant la transicio
G2/M (Imai et al., 2000; Vaquero et al., 2004, 2006).
De manera més localitzada i puntual, HDAC 1 i 2
desacetilen H4K16Ac en els llocs de dany al DNA
promovent la reparacié per NHEJ (Nonhomologous
end-joining) i HDAC3 desacetila K16Ac a
Drosophila, fet que té un efecte sobre el creixement
de I’insecte (Lv et al., 2012; Miller et al., 2010).

H4K16 és el residu més frequentment acetilat en
eucariotes i mentre la seva forma acetilada és una
marca d’eucromatina transcripcionalment activa, la
seva variant desacetilada promou el silenciament
génic i la formacié d’heterocromatina des de llevats
fins a humans (Carmen et al., 2002; Imai et al., 2000;
Jeppesen & Turner, 1993; Kimura et al., 2002; Millar
& Grunstein, 2006; Suka et al., 2002; VVaquero et al.,
2004). Les funcions atribuides a la cua d’H4
acetilada es donen, primerament, d’una manera
inespecifica, degut a la neutralitzacié de la carrega de
les quatre lisines pels grups acetil i en segon lloc,
mitjancant les funcions especifiques de K16Ac que
tenen relacio amb el reconeixement d’aquesta marca
per altres factors (Vaquero et al., 2007).

En estudis in vitro en els que s’utilitzen arrays de
nucleosomes homogeniament modificats a la Lys 16
de la histona H4, es demostra que la cua d’aquesta
histona és necessaria per a que es formin les
interaccions intra-fibra i per tant ’estructura de 30
nm. L’acetilacio d’H4K16 impedeix que aquestes
interaccions tinguin lloc, inhibint la formacié de la
fibra de 30 nm i també les interaccions inter-fibra i
per tant impedint nivells més alts de compactacié
(Allahverdi et al., 2011; Robinson et al., 2008;
Shogren-Knaak et al., 2006; Tse et al., 1998). No
obstant, hi ha controvérsia sobre la relacid entre
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H4K16Ac i la compactacié de la cromatina in vivo.
Per una banda, diferents treballs en Drosophila,
demostren el lligam entre 1’acetilacié de K16 i la
descompactacid del cromosoma X dels mascles, perd
per una altra banda, en un estudi recent en ESCs
(cél-lules mare embrionaries, de les sigles en anglés)
de ratoli, s’ha vist que la pérdua d’H4K16Ac no
correspon amb una major compactacié de la
cromatina (Akhtar & Becker, 2000; Lavender et al.,
1994; Taylor et al., 2013; Turner et al., 1992).

Durant el cicle cel-lular, la lisina 16 és la primera de
les quatre lisines d’H4 en acetilar-Se, seguida per
K12 i K8/K5 (Turner et al., 1998). Els nivells
d’H4K16Ac presenten un pic durant la fase S i
decreixen dramaticament durant la transici6 G2/M,
promovent la compactacié de la cromatina fins a
cromosoma metafasic (Rice et al., 2002; Serrano et
al., 2013; Vaquero et al., 2006).

L’acetilacio6 d’H4K16 esta estretament lligada a
I’activaci6 de la transcripci6. H4K16Ac als
nucleosomes de regions promotores permet
I’ancoratge dels complexes remodeladors en aguestes
zones, desestabilitza 1’estructura dels propis
nucleosomes i consequientment porta a la disminucié
de nucleosomes en aquestes regions, facilitant la unié
de la RNA Pol Il (Polimerasa I1) (Boeger et al., 2003;
Hassan et al., 2001; Schones et al., 2008). Coincidint
amb aix0, H4K16Ac s’ha trobat enriquida en zones
promotores properes al TSS (llocs d’iniciacié de la
transcripcid, de les sigles en anglés) en ESCs de
ratoli (Li et al., 2012). També té un paper important
en elongacid, ja que recluta proteines com el factor
d’elongacié p-TEFb. Se la relaciona amb el
manteniment de la pluripoténcia cel-lular, ja que la
presencia d’H4K16Ac a les regions geéniques de
Nanog i Oct4 és fonamental per a la expressio
d’aquests factors de transcripcid caracteristics i
indispensables en cél-lules mare (Akhtar & Becker,
2000; Li et al., 2012; Taylor et al., 2013; Zippo et al.,
2009). En cél-lules de ronyé embrionaries humanes
(HEK293), H4K16Ac esta enriquit a les zones
terminals dels cromosomes i és practicament
inexistent a les regions centromériques. Més
concretament, el 82% d’aquesta marca es troba dins
de gens: 45% dins d’introns, 10% en llocs al voltant
dels TSS, 10% al voltant dels TES i només el 5% en

regions exoniques. A les regions intergeniques
només hi ha el 18% de I’acetilacid de K16. No
obstant, la regulaci6 de la transcripcié per part
d’H4K16Ac no és igual en tots els organismes i tipus
cel-lulars. Tot i aix0, esta clara la contribucio
d’H4K16Ac en I’expressio de gens relacionats amb
la progressié del cicle cel-lular, proliferacio i
apoptosi (Horikoshi et al., 2013).

H4K16Ac desenvolupa dues funcions claus en la
reparacié del dany al DNA. En primer lloc, els
nivells inicials d’H4K16Ac son necessaris per a
senyalitzar els llocs de dany. En segon lloc, els
canvis que K16Ac produeix a la cromatina permeten
I’accés de la maquinaria de reparacié (Hunt et al.,
2013; Sharma et al., 2010). Defectes en 1’acetilacio
de K16 produeixen inestabilitat genomica i retras en
la progressio6 del cicle cel-lular a través de G2/M com
a consequéncia del dany acumulat (Megee et al.,
1990; Megee et al., 1995).

L’acetilacio de K16 també coordina la recombinaciod
associada a la transcripcié de les regions de rDNA
(DNA ribosomic) (Cesarini et al., 2012).

Finalment, la Lys 16 esta implicada en diferents
fendmens epigenétics. A Drosophila, controla la
compensacié genica entre géneres, mantenint el
cromosoma X dels mascles d’aquesta especie
descondensat i duplicant la taxa de transcripcid dels
gens continguts en ell (Akhtar & Becker, 2000;
Lavender et al., 1994; Turner et al., 1992).
Contrariament, el cromosoma X de les femelles de
mamifer esta hipoacetilat en la Lys 16, promovent la
formacio d’heterocromatina i el silenciament genic
(Jeppesen & Turner, 1993).

2.1.2. Metilacio

La metilacié de les histones es produeix en tots els
residus basics: lisina, arginina i histidina, tot i que
aquest ultim ha estat poc caracteritzat. Les lisines
poden ser mono- (mel), di- (me2) o tri- (me3)
metilades en el seu grup e-amino i les arginines
poden ser monometilades (mel) o dimetilades,
simetricament (me2s) o asimétricament (me2a) en el
seu grup guanidinil (Borun et al., 1972; Byvoet et al.,
1972; Haempel et al., 1968; Murray, 1964; Paik &
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Kim, 1971). Els llocs de metilaci6 d’histones més
estudiats inclouen H3K4, H3K9, H3K27, H3K36,
H3K79 i H4K20. En el cas de residus d’arginina, els
més coneguts sén H3R2, H3R8, H3R17, H3R26 i
H4R3 (Greer & Shi, 2012).

A diferéncia de 1’acetilacio, la metilacid d’histones és
una marca quimicament més estable. Tot i aixi,
I’equilibri entre els diferents nivells de metilacio i la
forma desmetilada esta finament controlat per les
activitats HMTs i HDMs (Byvoet et al., 1972; Greer
& Shi, 2012). A la taula 2, es detallen les histones
metilades als diferents residus i els enzims
responsables de cada modificacié. S’han observat
diferents taxes d’intercanvi d’aquestes marques
segons el procés en el que estan implicades. Per
exemple, en el cas del manteniment d’un estat de
cromatina compactada durant la segregacié mitotica
hi ha una taxa d’intercanvi baix, essent la
modificacié estable a la cromatina, en canvi, en
processos que tenen a veure amb una resposta a
estimul, la taxa d’intercanvi és més alta, permetent
una regulacid rapida i fina de 1’estat de la cromatina
segons les necessitats (Zee et al., 2010).

La regulaci6 de la metilacio d’histones té efectes en
diferents processos bioldgics, com la regulacio del
cicle cel-lular, reparacié de dany al DNA, resposta a
I’estres, desenvolupament i diferenciacio.

Les metiltransferases transfereixen el grup metil de la
molécula donadora S-adenosilmetionina (SAM) a la
lisina o arginina de la histona en qlestio (Murray,
1964). Es classifiquen en tres families: La familia de
proteines que contenen el domini SET (Rea et al.,
2000) i la familia de proteines DOT1-like (Feng et
al., 2002), que metilen residus de lisina, i la familia
d’N-metiltransferases d’arginines (PRMTS)
(Bannister & Kouzarides, 2011). Les desmetilases
d’histones es classifiquen en dues families, les oxida-
ses d’amina (Shi et al., 2004) i les dioxigenases
dependents de ferro que contenen un domini
JumonjiC (Tsukada et al., 2006).

El reclutament d’aquests enzims a zones especifiques
de la cromatina es dona mitjangant varis mecanismes
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independents o coordinats. Poden ser dirigits a
elements de reconeixement del DNA, mitjancant la
unié a factors de transcripcio. Per exemple, les
proteines del grup  Trithorax, que soOn
metiltransferases d’H3K4 a Drosophila, s6n
condurdes a regions especifiques del genoma a través
dels elements de resposta TREs (Trithorax Response
Elements) i el grup de proteines Polycomb (PcG),
responsables de la trimetilacio d’H3K27, és dirigit a
elements de resposta PREs (Polycomb Response
Elements) (Chan et al., 1994; Tillib, 1999). Els
InNcRNAs  (long non-coding RNAs) i els
sncRNA(small non-coding RNAs) semblen tenir un
paper direccionador, unint-se a metiltransferases i
desmetilases, conduint-les a regions genomiques
especifiques (Noma et al., 2004; Tsai, 2010; Verdel
etal., 2004). La metilaci6 del DNA també resulta una
superficie de reconeixement per aquests enzims, aixi
com les diferents PTMs de les histones. D’aquesta
manera, s’estableix un entramat entre les diferents
margques epigenetiques, la seva regulacié i funcié.

Es important remarcar que la metilacio de les
histones no acostuma a ser un fet aillat, varis residus
de la mateixa cua d’histona poden estar modificats
alhora i la metilacié6 d’un pot requerir la metilacio
d’un altre, perd també es pot donar un efecte
antagonic. Per exemple, la trimetilaci6 d’H3K4
inhibeix la metilaci6 d’H3R2 i el mateix passa a la
inversa, H3R2me2a impedeix la metilacio d’H3K4
(Kirmizis, 2007). Per wuna altra banda, el
reconeixement de residus metilats per proteines amb
dominis especifics es pot veure compromes o
afavorit per la preséncia d’un altre residu metilat.

Diferents marques de metilacié estan associades a la
formacié de I’heterocromatina. Aquest és el cas
d’H3K9me3, H4K20me3 i H3K27me3.
Concretament, H3K9 és trimetilada per Suv39hl
(supressor of variegation 3-9 homolog 1) i serveix de
superficie d’uni6 a HPL1l. Alhora, HP1 recluta
Suv39hl, promovent la trimetilacio de K9 i la
formacio d’heterocromatina (Lachner et al., 2001).
En estudis recents, s’ha suggerit que H3K27me3
també participaria en el reclutament d’HP1 (Boros et
al., 2014) . H4K20me3 és dipositada per Suv420h2
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Histonai Metilt f D il
et etiltransferases esmetilases
mel me2 me3 mel me2 me3
H3R2 CARM1; PRMT6; CARM1(a);
PRMTS; PRMT7 PRMT6(a); PRMT5(s);
PRMT7(s)
H3K4 SETD1A;SETD1B; SETD1A;SETD1B; SETD1A;SETD1B; KDM1A; KDM1B; KDM1A; KDM1B; | KDM2B; KDMSA;
ASH1L; MLL; MLL2; | MLL; MLL2; MLL3; ASH1L; MLL; MLL2; KDMS5B; NO66 KDM5A; KDM5B; | KDM5B; KDMS5C;
MLL3; MLL4; SETD7 | MLL4; SMYD3 MLL3; MLL4; SMYD3; KDM5C; KDM5D; | KDM5D; NO66
PRMD9 NO66
H3RS8 PMRTS PMRT5(s)
H3K9 SETDB1; G93; SUV39H1; SUV39H2; | SUV39H1; SUV39H2; | KDM3A; KDM3B; KDM3A; KDM3B; | KDM3B; KDM4A;
EHMT1; PRDM2 SETDB1; G9a; SETDB1; PRDM2 PHF8; JHDM1D KDM4A; KDM4B; | KDM4B; KDMA4C;
EHMT1; PRDM2 KDMA4C; KDM4D; | KDM4D
PHF8; KDM1A;
JHDM1D
H3R17 CARM1 CARM1(a)
H3R26 CARM1 CARM1(a)
H3K27 EZH2; EZH1 EZH2; EZH1 JHDM1D KDM6A; KDM6B; | KDM6A; KDM6B
JHDM1D
H3K36 SETD2; NSD3; NSD3; NSD2; NSD1; SETD2 KDM2A; KDM2B KDM2A;NO66; NO66; KDM4A;
NSD2; NSD1 SMYD2; SETD2 KDM2B; KDM4A; | KDM4B; KDM4C
KDM4B; KDM4C
H3K79 DOTIL DOTIL DOTIL
H4R3 PRMT1; PMRTS; PRMT1(a);
PRMTS; PRMT7 PMRT6(a); PRMT5(s);
PRMT7(s)
H4K20 PR-SET7 SUV420H1 SUV420H1 PHF8
SUV420H2; MMSET SUV420H2

Taula 2. Metiltransferases i desmetilases d’histones (homo sapiens). Les metiltransferases i desmetilases d’histones estan indicades
en columnes segons el grau de metilacié (monometilacié (mel); dimetilacid (me2); timetilacié (me3)). Algunes metiltransferases
dimetilen asimétriament o simétirca. ASH1, absent, small or homeotic discs 1; ASH1L, ASH1-like protein; CARM1, també coneguda
com PRMT4; DOTLL, DOT1-like protein (també coneguda com GPP a D. melanogaster); EZH, Enhancer of Zeste; G9a, també
coneguda com EHMT2; MES-2, maternal effect sterile 2; MLL, mixed lineage in leukemia; SUV39, suppressor of variegation 3-9 ;
KDM1A, lysine-specific demethylase 1A (també coneguda com LSD1); JHDM1D, JmjC-domain-containing histone demethylation

protein 1D. Modificat de Greer et al. 2012 (Greer & Shi, 2012).

(supressor of variegation 4-20 homolog 2) en regions
d’heterocromatina pericentromerica i se la relaciona
amb la uni6 dels complexes de cohesina durant la
mitosi, essencials per a la correcta segregacid dels
cromosomes (Hahn et al., 2013).

La metilacié té un paper important en la regulacié de
la transcripcié. Per exemple, H3K9mel/2 estan
restringides a zones d’eucromatina i s’associen a
silenciament génic. H3K9me3 també s’ha trobat a
eucromatina, regulant
repressid de D’expressio. H3K27me3 promou el
silenciament génic mitjancant la ubiquitinacio
d’H2A. H3K27me3 junt amb H4K20mel participen
en la inactivacio del cromosoma X a les femelles dels
mamifers (Kohlmaier et al., 2004). Per una altra
banda, la metilacio d’H3K4, K36 1 K79 és important

tant [’activacid6 com la

per a I’activaci6 de la transcripcio. (Martin & Zhang,
2005).

2.1.2.1. H4K20me

Durant la Ultima década, els estudis fets sobre la
metilacidé d’H4K20, han confirmat la importancia
d’aquesta marca en processos biologics que
asseguren I’estabilitat genomica i la progressio del
cicle cel-lular, com la transcripcio, replicacio i
reparacié del DNA i la compactacié de la cromatina.

H4K20 pot estar monometilada (mel), dimetilada
(me2) o trimetilada (me3). Cada una d’aquestes
modificacions s’associa a una localitzacié i funcio
diferent i esta catalitzada per un enzim concret. PR-
SET7 és la monometiltransferasa de K20, mentre que
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tant Suv420hl i Suv420h2 poden di- i trimetilar K20
in vitro, pero in vivo, Suv420hl té preferencia per la
dimetilacié i Suv420h2 és la responsable de la
trimetilaci6 d’H4K20. Tot i que cada enzim té una
activitat catalitica independent, la di- i trimetilacio
d’H4K20 so6n dependents d’H4K20mel (Nishioka et
al., 2002; Schotta et al., 2004, 2008).

Com ja s’ha dit anteriorment, la metilacio és més
estable que I’acetilaci6é. Actualment no esta clar si
H4K20me2/3 sén activament eliminades. En canvi,
H4K20mel és desmetilada per PHF8 ((plant homeo
domain) finger protein 8) (Qi et al., 2010).
Recentment, s’ha identificat LSD1n, una isoforma
d’splicing present només a neurones, com a
desmetilasa d’H4K20mel i reguladora de la
transcripcié de gens relacionats amb ’aprenentatge i
la memoria (Wang et al., 2015).

L’establiment dels diferents estats de metilacio
d’H4K20 no esta clarament definit, tot i que els estu-
dis fets fins ara apunten al segiient model: Els bracos
dels cromosomes mitotics estan enriquits en
H4K20mel i H4K20me2 i les regions
pericentromériques en H4K20me3. Un cop finalitza
la mitosi, els nivells d’H4K20mel decreixen
drasticament, suposadament degut a la conversié a
H4K20me2 i me3 per Suv420h1/2, pero també a la
desmetilaci6 per PHF8 i a la degradaci6 de PR-SET7
(Houston et al., 2008; Schotta et al., 2004). A les
regions d’heterocromatina, HP1 dirigeix Suv420h2
per a la deposicio d’H4K20me3 (Schotta et al.,
2004). En el cas de Suv420hl, es desconeix si hi ha
algun factor que el guii per dimetilar K20 en alguna
regié concreta. Durant la fase G1 i S, els nivells
d’H4K20mel es mantenen baixos (Houston et al.,
2008), perd0 no desapareixen, de manera que ha
d’haver algun factor que protegeixi H4K20mel de la
conversié a H4K20me2 i me3 i de la desmetilacio.
Durant la fase S, es duu a terme la replicacio i
s’incorporen a la cromatina nous nucleosomes no
modificats. Un cop a G2, PR-SET7 recupera els ni-
vells i monometila H4K20 del nucleosomes no
modificats. Durant G2/M els nivells de Suv420h no
varien, per tant ha d’haver algun mecanisme regula-
dor que protegeixi H4K20mel (Fig. 5) (Jgrgensen et
al., 2013; Serrano et al., 2013).

H4K20me2 és la més abundant de les tres metilaci-
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ons i es troba distribuida per tot el genoma
(Pesavento et al., 2008; Schotta et al., 2004, 2008).
Fins al moment, se la relaciona amb reparacio i
replicacié del DNA. H4K20me3 es troba enriquida
en regions d’heterocromatina pericentromerica, telo-
mers, zones d’imprinting i regions repetitives, sugge-
rint un paper en silenciaciament i integritat genomica
(Jorgensen et al.,, 2013; Schotta et al., 2004).
H4K20mel es troba en menys abundancia distribuida
arreu, regulant la compactacié de la cromatina i la
replicacid, transcripcid i reparacié del DNA (Fig. 6).
(Houston et al., 2008).

H4K20mel és necessaria per a la compactacio de la
cromatina, tant en interfase com a la mitosi (Centore
et al.,, 2011; Jargensen et al., 2011). Es creu que
aquesta funcié la duu a terme per una banda,
impedint la deposici6 d’H4K16Ac i per una altra,
servint de plataforma de reconeixement per factors
de compactacié de la cromatina com L3MBTL1
(Lethal 3 malignant brain tumor 1) en interfase i
CAP-D3 i CAP-G2 durant la mitosi. L3MBTL1
conté 3 dominis MBT i reconeix H4K20mel amb el
del mig (Gurvich et al., 2010; Liu et al., 2010; Trojer
et al., 2007).

A més, H4K20mel és important en la repressié de la
transcripci6. A Drosophila, H4K20mel esta
enriquida en les zones de cromatina compactada i
transcripcionalment  inactiva dels cromosomes
politénics, tant en regions eucromatiques com
d’heterocromatina constitutiva (Nishioka et al.,
2002). En aquest treball, Nishioka i col-laboradors
demostren que H4K20mel i H4K16Ac son
incompatibles, la preséncia d’un impedeix la de
I’altre, i proposen que H4K20mel reprimeix la
transcripcid mantenint la zona de cromatina lliure
d’H4K16Ac. La incompatibilitat entre aquests dos
residus va ser posteriorment demostrada en mamifers
(Serrano et al., 2013). Es va veure que, durant G2/M,
la desacetilaci6 d’H4K16Ac
indispensable per a la monometilacié6 d’H4K20 i la
subseguent entrada a mitosi. Addicionalment, a
mamifers, també s’ha trobat H4K20mel sobretot al
cos de gens reprimits, indicant la importancia
d’aquesta marca en el control de la transcripcid
(Abbas et al., 2010; Congdon et al., 2010).

era un requisit
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Figura 5. Regulacié6 de la metilacio d’H4K20 al llarg del cicle cel-lular. Durant la fase Gl els nivells d’H4K20me3 a
I’heterocromatina es mantenen alts i H4K20me2 esta distribuida per tot el genoma, mentre que H4K20mel esta restringida a regions
concretes. Quan les cél-lules entren a la fase S, noves molécules d’H4 que no contenen H4K20 metilat (nucleosomes blancs) sén
incorporades. Com que els nivells de PR-SET7 es mantenen baixos, molt poca H4K20me1 es diposita durant la fase S. Cap al final de
S i principi de G2, PR-SET7 s’estabilitza i comenga a monometilar H4K20 en les noves molécules d’H4. Els nivells alts d’H4K20me1l,
probablement estan protegits durant mitosi de la conversié a H4K20me?2 o me3 per mitja d’algun mecanisme encara desconegut. A la
sortida de mitosi, la majoria d’H4K20mel és convertit a H4K20me2 i me3 per les metiltransferases Suv420h1/2. Adaptat de Jgrgensen

et al., 2013 (Jgrgensen et al., 2013).

Tots tres estats de metilacié s6n reguladors positius
de la replicacié. Sén necessaris per al reclutament del
pre-Replication Complex (RC) als origens de
replicacié i la disrupcio d’alguna d’aquestes marques
causa retras en la progressié del cicle cel-lular per la
fase S, indicant que hi ha problemes per replicar el
DNA (Bartke et al., 2010; Beck et al., 2012; Tardat et
al., 2010; Vermeulen et al., 2010).

Tant la mono- com la di- metilacié de K20 son
importants en la resposta al dany al DNA. Ambdues
modificacions participen en la estabilitzacio de
53BP1 en els focus de dany, tot i que el paper
d’H4K20me2 esta més clar. Les cél-lules deficients
en els enzims Suv420h presenten defectes en la
reparacié i com a consequéncia acumulen més dany
(Botuyan et al., 2006). Per una altra banda, s’ha
trobat que la metiltransferasa MMSET dimetila
H4K20 als focus de dany promovent el reclutament
de 53BP1 (Pei et al., 2011). En el cas de PR-SET7 i
H4K20mel hi ha resultats controvertits. Per una
banda, s’ha vist que en condicions de dany, PR-SET7
és reclutat a la cromatina mitjancant la interaccio

amb PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Un
cop als llocs de dany, PR-SET7 monometila H4K20
de novo, facilitant ’ancoratge de 53BP1. Durant la
resposta a dany al DNA, la interaccié de PR-SET7
amb PCNA condueix a la degradacié de PR-SET7
dependent de CRL4“ (Oda et al., 2011). En canvi,
en un altre estudi, tot i confirmar la degradacié de
PR-SET7 dependent de PCNA i CRL4“", observen
que els nivells d’H4K20mel disminueixen quan
s’indueix dany al DNA (Centore et al., 2011;
Jorgensen et al., 2011).

H4K20me2
Replicacié de DNA
Reparacié de DNA

o o 3 2 % &
H4K20mel H4K20me3
Compactacié de la cromatina Formacié d’Heterocromatina
Replicacié de DNA Replicacié de DNA
Repressio génica Repressio génica

Reparacio de DNA

Figura 6. Funcions de la metilacio d’H4K20.
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El manteniment dels estats de metilaci6 d’H4K20
durant el cicle cel-lular és crucial per I’homeostasi de
la cél-lula. Aixi doncs, els enzims encarregats del seu
control s’han establert com a peces clau en el
manteniment de la integritat genomica i la progressio
del cicle cel-lular.

Els nivells de PR-SET7 i com a conseqiiéncia els
d’H4K20mel, estan finament controlats al llarg del
cicle cel-lular, fet indicatiu de la seva importancia en
la regulacio de la progressié del cicle (Houston et al.,
2008; Rice et al., 2002). Prova d’aixo és que els
ratolins deficients en PR-SET7 moren abans de la
implantacio i les cél-lules pr-set7” tenen una fase S
més llarga i s’aturen abans d’entrar a mitosi (Oda et
al., 2009). Durant G1, PR-SET7 és ubiquitinat per la
E3 lligasa SCF*? i és degradat coincidint amb
I’entrada a la fase S (Yin et al., 2008). PR-SET7 és
gairebé indetectable durant la replicacié del DNA, ja
gue per una banda el PR-SET7 unit als llocs de
replicacio a través de PCNA, és ubiquitinat per
CRL4“" j subsegiientment degradat (Abbas et al.,
2010; Jargensen et al., 2011; Oda et al., 2011; Tardat
et al., 2007; 2010;) i per una altra banda, el PR-SET7
soluble és ubiquitinat per SCF¥"? i degradat (Oda et
al., 2011). ElI manteniment dels nivells de PR-SET7
baixos durant fase S és imprescindible per prevenir
un patr6 d’H4K20mel aberrant i la conseqiient
compactacié prematura de la cromatina (Centore et
al., 2011) i la re-replicacié del DNA deguda a la no
finalitzaci6 de la senyal per a reclutar el pre-RC als
origens de replicacio, fet que conduiria a I’activacié
repetida d’un mateix origen (Tardat et al., 2010).
Durant G2, els nivells de PR-SET7 incrementen
rapidament coincidint amb la disminuci6 de
Iactivitat de SCF¥"? i CRL4®™ resultant en la
monometilaci6 d’H4K20 dels nous nucleosomes
dipositats a la cromatina. Seguidament, es produeix
la condensaci6 de la cromatina. Durant la profase i
fins ’anafase, el PR-SET7 unit a la cromatina és
fosforilat per CDK1-CiclinaB, protegint-lo de la
degradacio. Durant anafase, CDC14 desfosforila PR-
SET7 resultant en la ubiquitinacié per APC*™ i
promovent la seva degradacid des d’anafase fins a la
fase G1. La desfosforilacid i degradacié de PR-SET7
durant anafase és un requisit per a passar al segiient
cicle cel-lular, com ho demostra el retras en la sortida
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de mitosi d’un mutant de PR-SET7 fosforilat
constitutivament (Wu et al., 2010).

Suv420h1/2 també juguen un paper important en la
progressio del cicle cel-lular. Els animals doble
knock-out (DKO) per aquestes metiltransferases
moren just després del naixement. Les cél-lules DKO
tenen déficits en la proliferacio, amb fases G1
prolongades i fases S més curtes, indicant problemes
en la entrada a fase S (Schotta et al., 2008).

2.1.3. Fosforilacié

Totes les cues de les histones que conformen el
nucleosoma central contenen residus que poden ser
fosforilats per nombroses quinases i desfosforilats
per fosfatases. La fosforilacio es pot donar en residus
de serina (S), treonina (T) i tirosina (Y) i constitueix
una part essencial del codi genetic on diferents
combinacions de PTMs son descifrades per els
anteriorment anomenats readers 0 proteines
efectores, que contenen dominis de reconeixement
del tipus 14-3-3 o BRCT. La fosforilaci6 de les
histones s’ha vist relacionada en processos de
reparacié del DNA, compactacié de la cromatina al
Ilarg del cicle cel-lular i regulacié de la transcripcié.

La fosforilaci6 de la serina 139 de la variant
d’histona H2AX (y-H2AX) de mamifers juga un
paper fonamental en la senyalitzacié del trencament
de doble cadena del DNA (Rogakou et al., 1998). A
llevats, la histona H2AX no existeix i la senyalitzacié
es dona via la serina 129 d’H2A (Downs et al.,
2000). En resposta a dany, ATM i ATR fosforilen
aquesta histona que serveix com a plataforma de
reconeixement de factors implicats en la
senyalitzacio i reparacié (Downs et al., 2000; Scroff
et al., 2004). Les vies de reparaci6 activades son el
NHEJ, la recombinacié homologa (HR) i la reparacid
del DNA acoblada a replicaci6. A partir de la
fosforilacié d’H2AX es desencadena una cascada de
senyalitzacid6 que condueix a I’aturada del cicle
cel-lular per a permetre la reparacié del dany. La
finalitzacié de la senyal es dona per reemplacament
de y-H2AX o desfosforilacié per PP2A, Wipl, PP6 i
PP4. Aquesta desfosforilacié és requerida per a que
la reparacio sigui eficient i condueix a la recuperacio
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del cicle cel-lular (Chowdhury et al., 2008; Douglas
et al., 2010; Mactrek et al., 2010).

La fosforilacio de la histona H3, tot i estar associada
a ’activaci6 de la transcripci6 en determinants casos,
també se la relaciona amb la compactacié de la
cromatina durant la mitosi. En concret, se li atribueix
aquesta funcid als residus T3, S10, T11 i S28, essent
la fosforilacio de la serina 10 la més caracteritzada
(Goto et al., 1999; Wei et al., 1999; Wilkins et al.,
2014). La regulaci6 d’aquesta marca es dona per
I’equilibri entre les activitats de la quinasa Aurora B i
la fosfatasa PP1 (Hsu et al., 2000).

2.1.4. Ubiquitinacio

La ubiquitina ¢és una proteina d’aproximadament
9KDa que pot ser covalentment afegida a la cadena
lateral de les lisines d’histona o d’altres proteines. La
conjugacié d’ubiquitina és un procés enzimatic de
tres passos, en el que els enzims E1, E2 i E3 activen
la molécula d’ubiquitina i modifiquen la proteina
diana especifica. H2A va ser la primera proteina
ubiquitinada en ser identificada (Goldknopf et al.,
1975). Entre el 5-15% d’H2A i el 1-2% d’H2B del
nucli es troben ubiquitinades. La forma dominant és
la monoubiquitinacié dels residus K119 d’H2A, i
K125 1 K120 d’H2B (Goldknopf et al., 1975; West &
Bonner, 1880). La ubiquitinaci6 d’H2A (H2Aub)
esta catalitzada per les E3 lligases RING1A, 2AHUB
i BRCAL (Cao et al., 2005; Chen et al., 2002; Zhou
et al., 2008), es troba en regions repetitives del
genoma i esta associada a silenciament génic. Mentre
que H2Bub, catalitzada per RNF20/40, és present al
cos dels gens transcripcionalment actius (Kim et al.,
2005; Minsky et al., 2008; Zhu et al., 2011). A part
de la monoubiquitinacio, H2A i H2B poden ser
modificades per cadenes d’ubiquitina. La
poliubiquitinacié de la K63 d’H2A esta catalitzada
per RNF8 en resposta al dany i forma part de la
cadena de senyalitzaci6 per a la reparacié del DNA
(Stewart et al., 2009).

Les histones ubiquitinades desenvolupen les seves
funcions, molt probablement a través del reclutament
de proteines efectores. També s’ha vist que hi ha
interaccio entre la ubiquitinacio d’H2A i H2B i altres
residus d’histona modificats. Per exemple, la

ubiquitinacié d’H2B promou la mono- i trimetilacié
d’H3K4 1 la dimetilaci6 d’H3K79, activant la
transcripcio (Zhu et al., 2005).

2.1.5. Sumoilacio

La sumoilitzaci6 de proteines és una modificacid
postraduccional reversible molt similar a la
ubiquitinacid, ja que la molécula de SUMO (small
ubiquitin-like modifiers) és afegida igualment a
residus de lisina de la proteina diana especifica
mitjancant els enzims E1, E2 i E3. SUMO, igual que
la ubiquitina, és una proteina d’aproximadament
11KDa que serveix com a plataforma de
reconeixement per a proteines efectores amb motius
d’interacci6 amb SUMO (SIMs) (Hecker et al.,
2006).

Els ratolins deficients en UBC9 (la Unica E2 lligasa
del procés de sumoilacié que es coneix fins al
moment) moren en el estadi de pre-implantacié degut
a defectes en la compactacié de la cromatina i en la
segregacié dels cromosomes, suggerint que la
sumoilacié és important pel manteniment de la
integritat genomica (Nacerddine et al., 2005). La
sumoilacié de proteines regula la interacié proteina-
proteina, la locatizacio, inhibeix la degradacio de
proteines depenent d’ubiquitina i s’ha relacionat amb
activacié de la transcripcio. Les funcions associades
a la sumoilaci6 d’histones son més desconegudes.
Fins al moment, s’ha descrit que la histona H4
sumoilada participa en la repressié de la transcripcio
mitjangant el reclutament d’HP1 i HDAC1 (Shiio &
Eisenman, 2003). En estudis recents s’ha trobat que
la histona H3 també esta sumoilada, tot i que se’n
desconeix la funcio (Hendriks et al., 2014).-

La sumoilaci6 esta coordinada amb altres
modificacions postraduccionals d’histones. Per
exemple, I’acetilacio de les histones H3 i H4
afavoreix la seva sumoilacié (Hendriks et al., 2014;
Shiio & Eisenman, 2003).

2.1.6. ADP-Ribosilacio

Les histones i les proteines no histoniques poden ser
reversiblement mono- o poli(ADP)ribosilades. La
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mono(ADP)ribosilacié consisteix en la transferéncia
d’una ADP-ribosa provinent del NAD" (dinucleotid
d’adenina i nicotinamida) a un aminoacid especific
de la proteina substrat, alliberant simultaniament
nicotinamida. La proteina unida a la ADP-risbosa
serveix d’acceptor per a noves reaccions d’ADP-
ribosilacio6 en les que unitats d’ADP-ribosa
provinents del NAD" poden formar un polimer unint-
se entre elles mitjancant un enllag glicosidic 1°-2° i
donant lloc a una proteina poli(ADP)ribosilada. La
llargada de la cadena de poli(ADP)riboses pot variar
des de varies molécules a centenars (Hassa et al.,
2006).

Actualment, es coneixen tres families d’enzims que
poden mono- /o poli(ADP)ribosilar proteines.
Primer, la familia de les PARP (Poly(ADP)ribose
polymerase), segon la familia PARP-like i finalment,
les desacetilases i ADP-ribosil transferases
d’histones dependents de NAD", les sirtuines (Hassa
et al., 2006). Totes tres families contenen membres
amb capacitat mono(ADP)ribosil transferasa, mentre
que només les PARP poden poli(ADP)ribosilar
(Messner & Hottiger, 2011).

Totes les histones sén susceptibles de ser mono- o
poli(ADP)ribosilades en residus de glutamat,
arginina i fosfo-serina. Els estudis que hi ha fins al
moment suggereixen que aquesta PTM pot estar
regulant processos com la compactacido de la
cromatina, el cicle cel-lular, la replicacid, la
reparacié i la transcripci6 del DNA (Messner &
Hottiger, 2011).

2.2. Metilacio del DNA

La metilaci6 del DNA és una marca epigenética
heretable que consisteix en la transferéncia d’un grup
metil al carboni 5 de citosines del DNA per les
metiltransferases de DNA (DNMTSs). Junt amb les
PTMs de les histones sén les modificacions
epigenétiques més estudiades (Fig. 7).

A mamifers, la metilacié del DNA es doéna al llarg de
tot el genoma, majoritariament en illes de
dinucledtids CpG i esta associada al silenciament
génic (Lister et al., 2009). DNMT3A i B son les
principals metiltransferases responsables de la
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metilacié de novo durant el desenvolupament (Okano
et al., 1999) i es creu que DNMTI, que s’uneix
preferentment al DNA hemimetilat, és el responsable
de copiar el patré de metilacié durant la replicacié
(Chuang et al., 1997; Hermann et al., 2004). La
metilaci6 del DNA és essencial en el
desenvolupament, en la determinaci6 i manteniment
del llinatge cel-lular i a més juga un paper molt
important en processos com imprinting, inactivacié
del cromosoma X, i supressio de la transcripcié de
regions repetitives del genoma (Jin et al., 2011).

NH» N
SAM SAH \
N (CH3)
N 2 N
N Vo DNMT N o
Citosina y 5-metilcitosina

Figura 7. Metilacié del DNA. La metilacié del DNA té lloc al
carboni 5 de la citosina. SAM, S-adenosil-metionina (donador
del grup metil); SAH, S-adenosil-homocisteina; DNMT,
metiltransferasa de DNA.

La metilacié del DNA interacciona amb les PTMs de
les histones, els complexes remodeladors de la
cromatina i altres proteines modificadores dels
nucleosomes per coordinar les funcions de la
cromatina, assegurar la integritat genomica i
propagar la informacié epigenética a la seguent
generacio.

Durant el desenvolupament en mamifers, la
trimetilacié d’H3K9 i H3K27 és un pre-requisit per a
la metilaci6 del DNA. Mitjangant la interaccid
proteina-proteina, les DNMTs sén dirigides a zones
especifiques del genoma. Per exemple, Suv39hl
dirigeix les DNMTs a regions pericentromériques i
EZH2, component del complex de repressié de
polycomb 2 (PRC2), condueix les DNMTs a
promotors especifics on la metilacié del DNA junt
amb el reclutament de PCR1 i altres marques
epigenétiques, desencadenaran el silenciament de la
transcripcio (Lehnertz et al., 2003; Vireé et al., 2005).

En la regulaci6 de la transcripcio, les proteines
d’unié a CpG metilades (MBDs) s’uneixen al DNA
metilat i reprimeixen la transcripci6. Com és el cas
de MeCP2, que a través del reconeixement de CpG
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metilades recluta un complex repressor amb activitat
desacetilasa (Nan et al., 1998). Aixi doncs, aquests
dos mecanismes globals de repressido de I’expressio
génica com s6n la metilaci6 del DNA i la
desacetilacio d’histones estan connectats per MeCP2
per desenvolupar aquesta funcié.

La metilacié del DNA és una marca epigenetica molt
més estable que les PTMs de les histones. Tot i aixi,
es pot revertir. EI procés de desmetilacio pot ser
passiu, quan la citosina metilada és renovada per una
citosina no metilada en el procés de replicacio, o
actiu, quan la citosina metilada és oxidada,
posteriorment escindida i intercanviada per una
citosina en un procés de reparacié del DNA per
excisio de base (BER) (Kohli & Zhang, 2013).
Encara que, els mecanismes de la desmetilaci6 activa
no es coneixen en profunditat fins al moment.

2.3. Remodeladors de la cromatina
dependents d’ATP

Els complexes remodeladors de la cromatina
participen en la dinamica de la cromatina, cooperant
amb els altres mecanismes epigenétics i produint
canvis rapids en la seva estructura. Utilitzen I’energia
de la hidrolisi de I’ATP per desplagar, intercanviar o
eliminar nucleosomes. En aquest procés de
remodelacié de nucleosomes poden ser incorporades
variants d’histona com CENP-A, macroH2A o H2AZ
per reemplacar les histoniques canoniques i aixi
regular D’estructura de la cromatina (Ausio, 2006).
D’aquesta manera, controlen la distribucié dels
dels
transcripcié 1 d’altres proteines amb funcié a la
cromatina, regulant aixi processos com la
transcripcio, replicacid, recombinacid i reparacio del
DNA.

nucleosomes 1 1’accessibilitat factors de

Els remodeladors de la cromatina son complexes
multiproteics i es poden classificar en quatre grups
segons les caracteristiques de la subunitat central
ATPasa: SWI/SNF (switch/sucrose nonfermenting) o
BAF a mamifers, ISWI (imitation of switch), CHD
(chromo domain helicase/ATPase binding protein) i
INO8O (inositol) (Wu, 2012).

Cal remarcar que, en alguns casos, els complexes
remodeladors s6n conduits a la cromatina per les
modificacions postraduccionals de les histones i/o
pels enzims modificadors. Mostra d’aquest fet és que
alguns dels components d’aquests complexes
contenen dominis bromo, PHD o chromo, mitjancant
els quals son reclutats a la cromatina de manera
especifica (Horn et al., 2013).

3. El cicle cel‘lular

Les cél-lules eucariotes en proliferacié es
caracteritzen per tenir un cicle cel-lular dividit en
diferents fases: G1, S, G2 i mitosi. La finalitat del
cicle cel-lular és el creixement de la cel-lula, la
duplicaci6 del material genétic i la reparticio
equitativa d’aquest en les dues cel-lules filles. La
progressié per les diferents fases esta finament
controlada per diferents mecanismes moleculars
conservats des de llevats fins a humans. Moltes de les
proteines implicades en el control del cicle cel-lular
han estat identificades gracies a 1’homologia existent
amb Saccharomyces cerevisiae, organisme del qual
es coneixen extensivament la majoria de proteines
implicades en la progressié del cicle.

Cada fase del cicle cel-lular es caracteritza per un
seguit de processos que s’han de produir de manera
ordenada i correlativa. En diferents punts del cicle
cel-lular hi ha mecanismes de control o checkpoints,
que asseguren el correcte assoliment de cada
esdeveniment i prevenen de qualsevol tipus d’error
en la progressié del cicle.

3.1. Regulacid de la cromatina al
llarg del cicle cel-lular

Des de les primeres observacions de cél-lules en
divisio, ha estat clara la relacié entre el cicle cel-lular
i I’arquitectura de la cromatina. L’embolcall nuclear i
la  cromatina experimenten 1’assemblatge i
desassemblatge durant el cicle cel-lular. La
biogenesis de les histones i les modificacions de la
cromatina també son dependents de la progressié del
cicle. Alhora, les modificacions i les proteines d’unio6
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Figura 8. Principals caracteristiques de la cromatina durant el cicle cel-lular. Les cél-lules a la fase G1 exhibeixen dominis
nuclears amb algunes regions de la cromatina associades als porus de I’embolcall i a la lamina nuclear. Els pre-RC es formen
preferencialment a les regions de cromatina accessible. Durant la fase S es transcriuen i se sintetitzen les histones, el DNA es replica i
els nucleosomes nous (verd clar) i vells (verd fosc) son assemblats per formar la cromatina filla. Els writers i els readers de les PTM
també s’associen a la nova cromatin. Durant G2, els nucleosomes maduren i s’inhibeix la biogénesi d’histones. A la mitosi, els
cromosomes es condensen i la majoria de factors de transcripcié (FT) i remodeladors de la cromatina s6n exclosos de la cromatina.
L’embolcall nuclear es trenca i es desfan els dominis associats a la lamina nuclear (Ma et al., 2015).

a la cromatina influencien I’expressio de reguladors
critics pel cicle cel-lular, I’accessibilitat als origens
de replicacio i la reparacié del DNA. Durant la fase
G1, Destat general de la cromatina és descondensat,
sempre mantenint els dominis d’eucromatina 1
heterocromatina ben diferenciats. Durant aquesta
fase, les cél-lules comencen a sintetitzar les proteines
necessaries per les funcions cel-lulars, entre altres,
aquelles implicades en la replicacio del DNA.

Durant la fase S, es duu a terme la replicacié del
DNA i I’estructura de la cromatina és similar a la de
la fase G1, amb excepcié de les zones de les
forquilles de replicacié, on la cromatina pateix
processos de remodelacid. Durant aquesta fase, no
només es replica la informacié genética, sind la
epigenética. Aquelles modificacions de la cromatina
gue eren presents a la cadena mare, son replicades a
la cadena filla. A la fase G2, la cromatina es comenca
a condensar i es prepara per a 1’entrada a mitosi.
Durant mitosi la cromatina se segueix condensant
fins arribar al maxim empaquetament durant la
metafase. Els cromosomes queden units al fus mitotic
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a través del cinetocor. Els microtibuls de cada
centrosoma estiren del cinetocor en direccions
oposades i a I’anafase, les cromatides germanes es
comencen a separar. Un cop a la telofase, la
cromatina es descondensa lentament fins que es
completa la divisio cel-lular (Fig. 8).

Al llarg dels Ultims anys s’han dut a terme extensius
estudis per intentar mapar les modificacions de la
cromatina i la seva accessibilitat. El fet de que la
majoria d’aquests estudis s’hagin fet en cel-lules
asincroniques, sense tenir en compte la fase del cicle
cel-lular, en diferents tipus cel-lulars o diferents
estadis del desenvolupament, fa que no es tingui una
informaci6 exacta de com I’estat de la cel-lula
impacta sobre 1’estat de la cromatina i els processos
que es donen en ella.

Durant el cicle cel-lular dos processos importants
condueixen a la reestructuraci6 global de Ia
cromatina. En primer lloc, la replicacié del DNA i la
incorporacio de les noves histones durant la fase S i
en segon lloc, durant la mitosi, molts complexes
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remodeladors i factors de transcripci6 es dissocien de
la cromatina i D’arquitectura nuclear, incloent els
dominis de la cromatina i les associacions amb la
lamina nuclear es perden.

3.1.1. Biogeénesi de les histones

La velocitat en que es replica el DNA esta controlada
en part per la taxa de sintesis de les histones (Groth
et al., 2007; Giinesdogan et al., 2014). Els gens de les
histones canoniques s’organitzen en clusters i en pot
haver des d’una a milers de copies, segons I’espécie
(Hentsche & Birnstiel, 1981). EI comengament i la
finalitzaci6 de [’expressio de les histones esta
finament regulat. L’entrada a la fase S es
desencadena gracies a ’activitat del complex Ciclina
de G1-S, CDK2-Ciclina E (Fig. 10). CDK2-Ciclina E
activa I’expressio de les histones al principi de la fase
S. L’activitat de la CDK2-Ciclina E té el seu punt
maxim a la fase S primerenca, després decreix degut
a la degradacié de la Ciclina E i no tornara a activar-
se fins al proper cicle cel-lular (Ma et al., 2000).
Recentment, s’ha descobert un altre sistema de
control que es dona a la fase S tardana. En aquest
estadi, el complex ciclina de S-G2, CDK1-Ciclina A,
fosforila i activa el factor epigenétic de repressid
d’histones de la fase S tardana, HERS (histone gene-
specific epigenetic repressor in late S phase). HERS,
silencia 1’expressié génica mitjangant el reclutament
de Suv39hl, que trimetila H3K9, modificacid
reconeguda posteriorment per HP1. HP1 manté
aquestes regions de cromatina silenciada durant G2 i
M (Ito et al., 2012). L’activitat CDK1-Ciclina A es
manté baixa durant les fases G1 i S, gracies a la
degradacio de la Ciclina A durant anafase pel
complex promotor de 1’anafase/ciclosoma (APC/C),
permetent la reactivacio de I’expressio de les
histones per CDK2-Ciclina E a la seguent fase S.
Aquesta regulacié permet que la biogénesi de les
histones s’ajusti a cada cicle cel-lular, segons 1’estat
del desenvolupament, la identitat cel-lular o els
estimuls interns o externs.

3.1.2. Replicacié del DNA

La maquinaria de replicaci6 de DNA esta
meticulosament regulada per assegurar que el DNA

gendomic només es duplica una vegada per cicle
cel-lular. El control de la replicacio es pot dividir en
dos passos principals i correlatius: el licensing i el
firing dels origens de replicaci6. El licensing és el
procés mitjangant el qual es produeix el correcte
assemblatge del pre-RC (replication complex) als
origens de replicaci6 (ORI). Primerament, el
complex de reconeixement dels origens (ORC),
d’alguna manera identifica els ORI i s’hi uneix. ORC
serveix de plataforma d’uni6é per Cdtl i Cdc6 i el
complex MCM 2-7 (minimichrosome maintenance
complex). Els quatre components donen lloc al pre-
RC. Aquest primer pas es dona entre final de mitosi i
durant G1. Al final de G1, el correcte assemblatge
dels pre-RCs autoritza (licenses) als origens per al
seguent pas, el firing, o activacio dels origens durant
la fase S (lizuka et al., 2006; Lubelsky et al., 2014;
MacAlpine et al., 2010; Tardat et al., 2010). Aquest
segon pas, es desencadena en part, per la fosforilacié
dels components del complex de 1’origen. Aquesta
fosforilacié és dependent de les quinases Dbf4/Cdc7
(DDK) i CDK2-Ciclina E. La fosforilacio dels
components del pre-RC porta al reclutament
d’helicases i complexes d’enzims necessaris per la
replicacio del DNA (Ramer et al., 2013; Zegerman &
Diffley, 2007).

3.1.2.1. Licensing

Una quiestié fonamental que encara avui roman sense
resoldre’s €s, a quina part del genoma comenga la
replicacio. En els eucariotes superiors, a diferencia
dels llevats, no hi ha una segiiéncia consens que
marqui els origens de replicaci6. Sembla que el
reconeixement dels origens es doéna per diferents
mecanismes coordinats que inclouen la remodelacié
de nucleosomes i les PTM de les histones.

En el primer pas del licensing, els diferents
components del complex ORC son reclutats a la
cromatina, encara que no tots els llocs on s’ha unit
ORC seran posteriorment marcats per a 1’activacio.
Els ORC estan enriquits en zones lliures de
nucleosomes, tot i que no totes les regions obertes de
cromatina serveixen d’origen, indicant que hi ha
altres mecanismes que identifiquen 1’origen com a tal
(Lubelsky et al., 2014; MacAlpine et al., 2010). A
més, els ORC també es poden unir a regions
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d’heterocromatina i promoure la uni6 dels pre-RC en
aquestes zones (Cayrou et al., 2011; Schwaiger et al.,
2010). La wunié del pre-RC als origens esta
influenciada per les modificacions de la cromatina.
L’acetilaci6 de la histona H4 i H3 promou el
licensing dels origens. Per exemple,
’acetiltransferasa HBO1, que acetila H4K5, K8 i
K12, és essencial per al correcte assemblatge del
complex MCM i formar el pre-RC en cel-lules
humanes i a Drosophila (lizuka et al., 2006; Miotto
& Struhl, 2008, 2010). La metilacio d’H4K20 també
juga un paper fonamental en la identificacio dels
origens. Concretament la monometilacié d’H4K20
per PR-SET7 durant G2/M, i la seva posterior di- i
trimetilacié per Suv420h1/2, s6n essencials per a que
ORC reconegui els origens al final de mitosi i durant
Gl i es produeixi el posterior reclutament de Cdtl,
Cdc6 i MCM2-7. Concretament, el component ORC1
a través del seu domini BAH s uneix a H4K20me?2 i
ORCA, mitjancant un domini WDA40, reconeix
H4K20me3. La degradaci6 de PR-SET7 per
CRL4“ 3| final de G1 és essencial per a que els
origens només siguin marcats un cop per cicle
cel-lular i evitar la re-replicacié (Beck et al., 2012;
Tardat et al., 2010).

3.1.2.2. Firing

L’estat de la cromatina no només afecta al licensing
dels origens, sind també al moment d’activacié
d’aquests. El firing es dona sequencialment, de
manera que algunes regions del genoma son
replicades primerencament i altres tardanament
durant la progressio de la fase S (Méchali, 2010). El
ritme d’activacio dels origens varia al llarg del
desenvolupament i segons el tipus cel-lular, igual que
ho fa la distribucid dels diferents dominis de la
cromatina (Farrell et al., 2012; Hansen et al., 2010).
En primer lloc, I’activacié primerenca esta associada
a regions d’hiperacetilaci6 d’H4 1 zones
transcripcionalment actives, fet que suggereix que
I’obertura de la cromatina té conseqiéncies
funcionals en el firing dels origens (Lubelsky et al.,
2014; Schwaiger et al., 2009). L’acetilaci6 d’H4
promou I’activacié dels origens incrementant
I’accessibilitat del DNA a les helicases necessaries
per al moviment de la forquilla de replicaci6 i també
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facilitant ’evacuacido de 1’octamer d’histones, fent
possible el desenrotllament del DNA mitjangant els
complexes remodeladors SWI/SNF i RSC
(remodelador de I’estructura de la cromatina)
(Ferreira et al., 2007). Si I’acetilaci6 d’H4 regula
d’alguna manera 1’habilitat de CDK2-CiclinaE per
fosforilar els seus substrats als origens per iniciar el
firing encara és matéria d’estudi. En segon lloc,
I’activacio tardana dels origens correlaciona amb
zones de cromatina més compactada, rica en HP1 i
transcripcionalment inactiva (Schwaiger et al., 2010).
Aquest retras pot ser degut a una menor densitat de
ORC units a la cromatina, menor nombre de pre-RC
o simplement al fet que el DNA és menys accessible
a les helicases i a les proteines requerides per a la
replicacié. En canvi, cal remarcar que alguna regio
d’heterocromatina de Drosophila i de llevat es
repliquen primerencament. En aquests casos, HP1
s’associa a ORC i promou el reclutament de ORC als
origens i I’activacié primerenca d’aquests (Cayrou et
al., 2011; Hayashi et al., 2009; Schwaiger et al.,
2010). Els diferents rols d’HP1 en la replicacio de
I’heterocromatina  suggereixen que no només
I’arquitectura de la cromatina és la que esta dictant el
ritme del firing dels origens de replicacio.

Al final de la fase S, la replicaci6 ha de ser
reprimida, per assegurar que el DNA no es duplica
més d’un cop. L’acetilaci6 de les histones és molt
important per la progressié de la fase S, tant per
I’activacio dels origens de replicaci6 com per
I’activacio de la transcripcio de les histones. Aixi
doncs, per a finalitzar amb la replicacié, ha de
produir-se la desacetilacio de les histones al final de
la fase S. Durant el cicle cel-lular, el quocient
NAD*/NADH oscil-la. En particular, el quocient és
baix durant la transicid6 G1/S i entrada de la fase S,
perd conforme les cél-lules progressen per la fase S,
el quocient augmenta (Yu et al., 2009). L’NAD"
activa les sirtuines , les quals disminuiran els nivells
d’acetilaci6 de la cromatina, promovent la
compactacio (He et al., 2011). A part de les sirtuines,
altres HDACs, com HDAC1, HDAC2 i HDAC3
s’uneixen a la cromatina durant la fase S tardana.
Addicionalment, altres  marques histoniques
relacionades amb la compactacié de la cromatina
incrementen durant la progressié de la fase S (Li et
al., 2002; Peixoto et al., 2012). Aquest és el cas
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d’H3K79me2, modificacié postraduccional important
per evitar la re-replicacio (Fu et al., 2013).

3.1.3. Compactacié de la cromatina durant
mitosi i segregacio dels cromosomes

Per assegurar la fidelitat en la separaci6 de la
informacié genética en les dues cél-lules filles, la
cromatina experimenta una dramatica compactacio
durant la transicié G2/M fins arribar a 1’estructura de
cromosoma metafasic. Durant aquest procés de
compactacio, la majoria de factors de transcripci6 i
remodeladors son exclosos de la cromatina i es
produeixen canvis en les PTM de les histones
(Rizkallah et al., 2011).

La fosforilacio de la histona H3, concretament dels
residus T3, S10, T11 i S28, juguen un paper molt
important en la compactaci6 i segregacio dels
cromosomes durant mitosi. La fosforilacio de la
serina 10 i la serina 28 son les més estudiades.
Aurora B és la quinasa responsable de la fosforilaci6
d’H3S10 durant la fase G2 tardana i profase i
d’H3S28 durant profase. La fosfatasa PP1
desfosforila aquests residus durant anafase, abans de
gue comenci la descondensacié dels cromosomes a la
telofase (Goto et al., 2002; Hendzel et al., 1997; Hsu
et al., 2000).

Condensinall

cinetocor

La fosforilaci6 d’H3S10 per Aurora B té varies
consequencies sobre I’estructura de la cromatina
(Fig. 9). Principalment, promou el reclutament del
complex Condensina I, conduint a la compactacio de
la cromatina mitjancant el superenrotllament del
DNA (Giet & Glover, 2001). A llevat, aquesta marca
permet el reclutament de la desacetilasa Hst2p als
nucleosomes. D’aquesta manera, Hst2p desacetila
H4K16Ac promovent la compactacid de la cromatina
(Wilkins et al., 2014). Fet recolzat per 1’observacio
gue la desacetilaci6 d’H4K16Ac per SirT2 durant
mitosis en mamifers i la conseqiient monometilacio
d’H4K20 per PR-SET7, promou la compactacio de la
cromatina (Houston et al., 2008; Oda et al., 2009;
Serrano et al., 2013; Vaquero et al., 2006). La
fosforilacié dinamica d’H3S10 interfereix en la
lectura d’H3K9me3 per HPI en les regions
d’heterocromatina pericentromérica. Les diferents
isoformes d’HP1 son excloses de la cromatina quan
Aurora B fosforila H3S10 (Fischle et al., 2005;
Hirota et al., 2005). Tot i aixi, un romanent d’HP1
resta a regions centromeériques, on desenvolupa
diferents funcions importants per a la correcta
segregacio dels cromosomes, com promoure la unio a
la cromatina de les cohesines a través de Sgol

Condensinal

PRC1 PRC2

Figura 9. Regulaci6 de la cromatina durant mitosi. La fosforilacié de la histona H3S10 promou la desacetilacié d’H4K16Ac per
SirT2 i el reclutament del complex Condensina I, facilitant la compactacié de la cromatina. A les zones centromeriques HP1 i
Suv420h2 permeten la unié de la cohesina, ajudant al manteniment de I’estructura dels centromers. La fosforilacié de la variant
d’histona CENP-A regula positivament la unié de proteines del cinetocor implicades en el checkpoint de mitosi. MMC, mitotic
checkpoint complex
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(shugoshin), facilitar 1’assemblatge del cinetocor o
prevenir errors en la unié dels microtdbuls al
cinetocor (Yamagish et al., 2008). A part d’HPI,
Suv420h2, també participa en el reclutament de les
cohesines a les regions d’heterocromatina (Hahn et
al., 2013).

La fosforilacié d’H3S28 per Aurora B desplaga els
complexes PRC1 i PRC2 dels seus llocs d’unié a
H3K27me3 durant mitosi. Les proteines del grup
polycomb (PcG) s’uneixen a regions de la cromatina
concretes, mantenint-les reprimides i assegurant la
identitat cel-lular. S’ha proposat que la determinacio
de llinatge es dona en part, gracies al canvi de dianes
de PcG. Sembla que durant mitosi, la doble
modificaci6  H3K27me3-S28p  afavoreix la
dissociacié de PcG de la cromatina i promou la
diferenciacié cel-lular (Fonseca et al., 2012; Gehani
et al., 2010).

Es interessant remarcar, que algunes marques
dipositades durant la mitosi, no només son essencials
per a la compactacio de la cromatina durant aquesta
fase del cicle cel-lular, sind que juguen un paper
fonamental en el seglient cicle. Aquest és el cas
d’H4K20mel. La monometilacio d’H4K20 per
PR-SET7 permet la compactacié de la cromatina.
H4K20mel es manté alt durant mitosi per 1’activitat
de PR-SET7 i per la inactivacié per fosforilacio de
PHF8 (Liu et al., 2010; Oda et al., 2009; Serrano et
al., 2013). H4K20mel és reconegut per dues
subunitats del complex Condensina Il, CAP-D3 i
CAP-G2. La Condensina II s’uneix a la cromatina al
principi de profase i s’hi manté associada fins al final
de mitosi, facilitant la compactacio dels cromosomes
(Liu et al, 2010). Addicionalment, PR-SET7
subministra el  substrat per les di- i
trimetiltransferases Suv420hl 1 h2. Com s’ha
mencionat anteriorment, Suv420h2 participa en el
reclutament de la cohesina i per tant en la segregacio
dels cromosomes (Hahn et al.,, 2013). A més,
H4K20mel permet la formaci6 del pre-RC durant el
final de mitosi i la segient fase G1 (Beck et al.,
2012; Tardat et al., 2010) i determina els nivells
d’H4K20me?2 i me3 durant el segiient cicle cel-lular,
impactant en la eficiencia de la reparacié del DNA i
en l’estructura de la cromatina i per tant, sobre
I’estabilitat genomica (Serrano et al., 2013).
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Finalment, a la zona centromerica, es requereix una
organitzacio particular de la cromatina per assegurar
el bon funcionament i la segregacio de les cromatides
germanes. CENP-A (centromere protein A) €s una
variant d’histona que reemplaca H3 als centromers.
La presencia de CENP-A és necessaria per
I’assemblatge del cinetocor i pel correcte alineament
i segregacié dels cromosomes pel fus mitotic.
Concretament, la fosforilacio de la cua N-terminal de
CENP-A durant mitosi als nucleosomes dels
centromers és reconeguda per 14-3-3, que alhora fa
de plataforma d’unid de les proteines del cinetocor,
com CENP-C (Goutte-Gattat et al., 2013; Régnier et
al., 2005) . A més, CENP-A també és important per a
la localitzaci6 al cinetocor de la proteina del
checkpoint del fus, BUBR1. Com a conseqliencia, la
pérdua de CENP-A produeix errors en 1’activacio del
checkpoint dependent de BUBR1 (Régnier et al.,
2005).

Aixi doncs, durant la mitosi, diferents proteines amb
funci6 a la cromatina i les PMT de les histones es
coordinen per permetre la compactacid dels
cromosomes i assegurar la correcta segregacio de les
cromatides germanes en les cel-lules filles, mantenint
la identitat propia de la cel-lula 1 [Destabilitat
gendmica.

3.2. Mecanismes de control del cicle:
Checkpoints

En cada cicle cel-lular, les c¢l-lules han d’assegurar
la correcta replicacio del DNA, I’empaquetament de
la cromatina fins a cromosoma metafasic |
I’adequada unid dels cromosomes al fus mitotic, per
a que la segregacio es doni fidelment i cada cel-lula
filla obtingui la meitat de la dotacié6 genomica. Les
cel-lules estan sotmeses a hombrosos atacs externs,
com agents quimics o radiacions, i interns del propi
metabolisme que poden danyar el DNA. Les cél-lules
eucariotes han desenvolupat diferents mecanismes de
control anomenats checkpoints, que junt amb la
reparaci6 del DNA ajuden a mantenir 1’estabilitat
genomica durant la divisio cel-lular.

La progressi6 coordinada i sequencial del cicle
cel-lular a través dels diferents estadis esta regulada
principalment per les quinases dependents de ciclina,
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CDKs (Morgan, 1997). L’activacié d’aquestes
quinases es deu a la unio a una ciclina especifica. Les
ciclines, com el seu nom indica, fluctuen al llarg del
cicle cel-lular. Cada tipus de ciclina és especifica
d’un estadi del cicle i regula una CDK concreta (Fig.
10). De manera que, un complex CDK-Ciclina
especific governa la progressio de cada fase del cicle
cel-lular mitjancant la fosforilacio de les seves
dianes. Els substrats de les CDK-Ciclines son
proteines efectores necessaries per a la progressio del
cicle cel-lular (Sherr & Roberts, 2004).

El terme checkpoint fa referéncia al conjunt de
mecanismes que per una banda detecten alteracions
en el DNA, en les funcions que es donen en aquest, 0
en les condicions ambientals i, per una altra banda,
aturen la progressio del cicle cel-lular per a donar
temps a solucionar el problema. Els complexes CDK-
Ciclina, estan corrent avall en la via del checkpoint,
de manera que, diferents proteines corrent amunt
regulen I’activitat de les CDK-Ciclines i aixi la
progressio del cicle cel-lular en funcié de les
necessitats. La xarxa jerarquitzada de proteines que
regulen els checkpoints es divideix en: 1) Sensors,
que inclouen el complex pinga RAD9-HUS1-RAD1,
el complex carregador de la pinca RAD17-RFC i el
complex nucleasa MRE11-RAD50-NBS (MRN); 2)
Mediadors, on es troben proteines com BRCAL,
MDC1, 53BP1 i Claspin; 3) Quinases transductores
de la senyal apical, ATM (ataxia telangiectasia
mutated) i ATR (ATM-and Rad3-related); 4)
Quinases efectores, CHK1 i CHK2 i 5) Proteines
efectores, com les fosfatases CDC25, proteines
reparadores del DNA com RAD51C o factors de
transcripci6 com E2F o p53 (Lukas, Lukas, &
Bartek, 2004).

3.2.1. Checkpointde G1/S

Per evitar entrar a la fase S amb DNA danyat, les
cel-lules en progressio per G1 activen el checkpoint
de G1/S mitjancant les quinases transductores de la
senyal apical ATM i ATR, que alhora activen les
quinases efectores CHK1 i CHK2. A partir d’aqui, el
checkpoint de G1/S es ramifica i CHK1/CHK2 poden
induir D’arrest cel-lular a través de la fosfatasa
CDC25A o mitjancant el factor de transcripcié p53.

Tot i que la fosforilacié de CDC25A i p53 per les
CHK es dona simultaniament, I’aturada del cicle
promoguda per la via de CDC25A és més rapida que
la de p53 (Bartek & Lukas, 2001).

CDC25A es comenca a expressar al final de G1,
després de [D’alliberacié i activacido del factor de
transcripci6 E2F. CDK4-CiclinaD, fosforila RB
(retinoblastoma) i allibera E2F, que alhora regula la
transcripcid de proteines necessaries per a la
progressié del cicle. Una d’aquestes proteines ¢€s
CDC25A. En resposta a dany, CDC25A és fosforilat
per CHK1 i CHK2, promovent la seva degradacio al
proteosoma (Serensen et al., 2003). CDC25A
desfosforila i activa CDK2, la subunitat catalitica
dels complexes CDK2-Ciclina E i CDK2-CiclinaA
(Falck et al., 2001). Per tant, durant el checkpoint de
G1/S la degradacié dependent de fosforilacio de
CDC25A porta a la inactivacié del complex CDK2-
CiclinaE necessari per a la progressio cap a a fase S.
L’arrest del cicle mediat per CDC25A és temporal i
les cél-lules només resten aturades unes gquantes
hores (Falck et al., 2001).

Contrariament, p53 promou una aturada prolongada
en G1/S en resposta al dany al DNA. Els nivells de
p53 estan finament controlats per la lligasa
d’ubiquitina E3, MDM2. En condicions normals,
MDM2 regula el rapid recanvi de p53. En resposta a
dany al DNA, ATM/ATR i CHK1/CHK2 fosforilen
tant p53 com MDM2, conduint a I’estabilitzacié de
p53 i a I’activacidé de la transcripcid dels seus gens
diana, entre ells, p21 (WAT1/Cipl) (Khosravi et al.,
1999; Lukas et al., 2004). L’acumulaci6 de p21
inhibeix D’activitat CDK2-CiclinaE i és capa¢ de
bloquejar les cél-lules en la transicié G1/S durant un
temps prolongat o inclos permanentment (Sherr &
Roberts, 1999).

3.2.2. Checkpoints de la fase S

Els checkpoints de la fase S activats per errors en la
replicaci6 o dany al DNA, produeixen un retras
reversible en la progressio pel cicle cel-lular,
principalment per la inhibicié o desacceleracio de la
replicacid. Si el retras en la fase S produit per aquests
checkpoints no és suficient per reparar el dany, les
cél-lules continuaran la seva progressio fins arribar al
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Checkpoint Antefase

Dany DNA?
Tot el DNAT

Ciclina A

Checkpoint del fus
Cromosomes degudament
ancoratsal fus?

Ciclina D

Checkpoint G1/S
Ambient favorable?
Dany DNA?

Ciclina E

Checkpoints intra-S
Estrés replicatiu?
Dany DNA?

Figura 10. Mecanismes de control del cicle cel-lular. L’esquema inclou els diferents checkpoints del cicle cel-lular explicats en el
cos del text i la representacio dels nivells d’expressio de les ciclines en les diferents fases del cicle.

checkpoint de G2/M. Varis autors consideren que
dins de la fase S hi ha tres checkpoints diferenciats,
tot i que estan intimament relacionats i comparteixen
alguns dels components de la cascada de
senyalitzaci6. Dos d’ells estan estrictament lligats a
la replicacio: el checkpoint de replicacio i el
checkpoint de S/M; i I’altre no: el checkpoint de
intra-S. Tots ells sén independents de p53 (Bartek et
al., 2004).

3.2.2.1. Checkpoint de intra-S

Aquest checkpoint esta activat per dany al DNA fora
dels llocs de replicacié i el principal mecanisme que
fa servir per a retrassar la progressio de la fase S és la
inhibicid del reclutament de proteines iniciadores de
la replicacio als origens de replicacié pendents de ser
activats (Costanzo et al., 2000). El trencament de
doble cadena (DSB) al DNA activa ATM i ATR.
L’activaci6 d’ATM ¢és rapida i és la resposta
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dominant als DSBs (Bakkenist & Kastan, 2003). La
cascada de senyalitzacio activada per ATM condueix
a lactivaci6 de diferents proteines efectores,
dividint-se el checkpoint de intra-S en dues branques.
En la primera, ATM fosforila SMC1 de manera
dependent de NBS1 (Nijmegen breakage syndrome
1). SMCL1 és una subunitat del complex cohesina,
necessari per a la unié de les cromatides germanes.
La fosforilaci6 de SMC1 per ATM activa el
checkpoint d’intra-S promovent 1’aturada transitoria
de les forquilles de replicacio (Kim et al., 2002;
Yazdi et al., 2002). En la segona branca, 1’activacio
d’ATM condueix a la degradacié dependent de
fosforilacié de CDC25A. CDC25A és necessaria per
a lactivaci6 de CDK2-Ciclina A. Aixi doncs,
I’activacio d’ATM es tradueix en a la inactivacio de
CDK2-CiclinaA, fet que alhora frena la uni6 a la
cromatina del factor d’iniciacid6 CDC45 i d’aquesta
manera es retarda el firing dels origens de replicacid
pendents d’activar (Bartek et al., 2004).
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3.2.2.2. Checkpoint de replicacid

En aquest punt de control, les cel-lules detenen la
progressio per la fase S en resposta a I’aturada de les
forquilles de replicacid, que pot ser deguda a estres,
per exemple per falta de desoxiribonucleotids
trifosfat (ANTPs) o per exposicié a quimics que
inhibeixen les polimerases, o per topada amb dany al
DNA. L’aturada de les forquilles de replicacio activa
el checkpoint, bloquejant tant la replicacié de la
propia forquilla, com [I’activaci6 d’origens de
replicacio tardans en cis o0 en trans. ATR és activat
pel DNA de cadena senzilla (ssDNA) generat per les
forquilles de replicaci6 aturades (Byun et al., 2005),
al qual s’uneix la proteina d’unié a ssDNA, RPA
(replication protein A) (Costanzo et al., 2003). El
dimer ATR-ATRIP és reclutat per RPA-ssDNA, fet
que promou 1’autofosforilacio i activaciéo d’ATR (Liu
et al.,, 2011; Zou & Elledge, 2003). Per una altra
banda, RPA també recluta altres complexes que
permeten la incorporacié de la proteina d’unid a la
topoisomerasa Il beta (TopBP1) (Kumagai et al.,
2006). L’activacio final d’ATR esta facilitada per la
interaccio entre ATRIP i TopBP1 (Kumagai et al.,
2006; Mordes et al., 2008). Un cop activat, ATR
fosforila nombrosos substrats, entre ells CHK1, que
ajuden a dispersar la senyal. De la mateixa manera
gue passava en el checkpoint de G1/S i en el de intra-
S, CHK1 promou I’aturada del cicle mitjancant la
degradacio de CDC25A (Sgrensen et al., 2003).

3.2.2.3. Checkpoint de S-M

Aquest checkpoint evita que les cél-lules amb
replicacio del DNA incompleta progressin cap a
mitosi. Com s’ha explicat en el punt anterior, en
resposta a les forquilles de replicaci6 aturades,
s’activa la via ATR-CHKI1. L’aturada del cicle que
es produeix és temporal i encara que la replicacié no
s’hagi completat, el cicle continua. Arribada la fase
G2, CHK1 fosforila CDC25C i I’inactiva. CDC25C
és necessari per l’activacié de CDKI-CiclinaB i
I’entrada a mitosi. D’aquesta manera, la cel-lula evita
I’entrada a mitosi quan el DNA no ha estat
comletament replicat durant la fase S (Brown, 2003).

3.2.3. Checkpoints de mitosi

3.2.3.1. Checkpoint de G2/M

El checkpoint de G2/M evita que les cél-lules iniciin
la mitosi quan hi ha dany al DNA durant G2, o si han
arribat a G2 amb dany sense reparar produit a les
prévies fases G1 o S. A més, les cél-lules amb el
DNA replicat incompletament poden arrestar-se a
G2/M com a consequencia del checkpoint de S-M.
Analogament al checkpoint de G1, el retras en el
cicle o l’aturada en G2/M ¢és el resultat d’una
combinaci6 de mecanismes que operen Vvia
modificacions postraduccionals de diverses proteines
efectores, i de manera més retardada perd més
sostinguda en el temps, mitjangant 1’alteracio de
programes transcripcionals.

L’efector principal d’aquest checkpoint és la CDK1-
CiclinaB, la qual fosforila i regula nombrosos
substrats imprescindibles per I’entrada a mitosi. En
resposta a dany, s’anul-la D’activaci6 de CDKI-
CiclinaB per diferents vies. La primera, dependent de
CDC25, produeix un retras en el cicle cel-lular de
manera rapida, i la segona, implica la regulacié de la
transcripcié per p53 i causa un arrest en G2/M
prolongat. Per produir 1’aturada rapida del cicle en
G2/M, s’inhibeix 1’activaci6 de CDKZ1-CiclinaB
mitjancant el segrest dependent d’ATR/ATM-
CHK1/CHK2 i/o per inactivaci6 de la fosfatasa
CDC25C, que normalment desfosforila CDK1 durant
G2/M i l’activa (Fig. 11) (Lukas et al., 2004). No
obstant, 1’activacidé de CDK1 en un cicle cel-lular
normal es dona per 1’accié coordinada de CDC25A,
B i C, de manera que el model es complica
notablement (Donzelli & Draetta, 2003; Mailand et
al., 2002). En resposta a dany o replicacié incompleta
del DNA, CDC25A és degradat durant G2, molt
probablement pel mateix mecanisme que s’ha descrit
abans en el checkpoint de G1/S i en el checkpoint de
intra-S (Donzelli & Draetta, 2003; Mailand et al.,
2002; Xiao et al., 2003)

La via de degradaci6 de CDC25A ¢és 1’tnic
mecanisme compartit entre els tres checkpoints
principals del cicle cel-lular, operant a G1/S, dins de
S ien G2/M (Bartek & Lukas, 2003). EI desti de
CDC25B després d’estreés genotoxic esta menys clar,

41



INTRODUCCIO

tot i que sembla que és fosforilat per la quinasa p38
(s’activa en resposta a radiaci6 UV i de manera
independent de ATM/ATR) i reconegut per 14-3-3,
pertorbant la unié al substrat (Bulavin et al., 2001;
Forrest & Gabrielli, 2001). A part de ’activacio del
checkpoint per la via directa ATR/ATM-
CHK1/CHK2, els mediadors 53BP1 i BRCAL també
contribueixen a I’arrest en G2 (Wang et al., 2002;.
Xu et al., 2001). A més, les quinases Polo-like, PLK3
i PLK1, han emergit com a dos reguladors
addicionals de CDC25C i CDK1-CilinaB. Per una
banda, PLK3 té una funcio similar a CHK1/CHK2, ja
que és activat per ATM en resposta a dany i fosforila
CDC25C, inhibint la seva activitat. Per contra, PLK1
en un cicle normal, fosforila CDC25C promovent la
seva activacio i es creu que participa en la sortida del
checkpoint de G2/M (Nyberg et al., 2002; Reinhardt
& Yafe, 2013). Tot i que els detalls de funcionament
d’aquests dos ultims mecanismes estan pendents de
ser determinats, sembla que participen en ’aturada
rapida del cicle en resposta a estrés genotoxic.

El silenciament prolongat de CDK1-CiclinaB es dona
principalment a través de la via de p53, que a part de
regular la transcripcié de p21 (quinasa inhibidora de
CDKs imprescindible per el checkpoint de G1),
controla 1’expressio de les proteines GADD45, que
inhibeix el complex CDK1-CiclinaB i 14-3-3, que
segresta el complex i n’afavoreix la degradacid
(Taylor & Sttark, 2001). A part de I’activacio de la
transcripcié dependent de p53, BRCA1l també
estimula ’expressio de p21 i GADD45 i coopera
amb p53 per regular el ’arrest en la fase G2 (Nyberg
et al., 2002).

3.2.3.2. Checkpoint d’antefase

En aquest punt de control, anomenat checkpoint
d’antefase per primera vegada per Matsusaka i Pines
(Matsusaka & Pines, 2004), les cél-lules, en resposta
a agents estressants, retarden 1’entrada a mitosi,
evitant la condensacié dels cromosomes a profase i
retornant reversiblement cap a G2. El checkpoint
d’antefase és independent d’ATM/ATR (Jha et al.,
1994; Mikhailov et al., 2004). No s’activa per DSBs
sin6 per condicions cel-lulars desfavorables.
Aguestes condicions poden venir donades per canvis
en la osmolaritat cel-lular, per el desassemblatge dels
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microtabuls o per alteracions en I’estructura de la
cromatina, causades per exemple per anomalies en
I’acetilacio de les histones. La cel-lula pot activar el
checkpoint d’antefase fins just abans d’entrar a
prometafase, punt de no retorn, en el que els
cromosomes ja no podran descondensar-se i el cicle
avancara irremediablement cap a metafase (Chin &
Yeong, 2010)

CHFR (checkpoint with forkhead and ring finger
domains) és clau per a que els cromosomes es
descondensin durant el checkpoint d’antefase
(Matsusaka & Pines, 2004). A través de la seva
activitat ubiquitin-lligasa, promou la degradacié de
diversos substrats, com PLK1, Aurora A i HDAC1,
importants per a la progressio per mitosi (Kang et al.,
2002; Oh et al., 2009; Yu et al., 2005). Tot i que el
coneixement dels mecanismes pels quals actua
CHFR és forga escas, es creu que la ubiquitinacio
dependent de CHFR pot tenir una funci6
senyalitzadora (Chin & Yeong, 2010). Sembla que
CHFR actuaria corrent amunt de la quinasa p38.
L’activacié de p38 condueix a I’aturada d’antefase
per inhibici6 de CDKZ1-CiclinaB (Matsusaka &
Pines, 2004). A més, CHFR reconeix proteines
poli(ADP)ribosilades (Matsusaka & Pines, 2004) i
s’uneix als cossos de proteina promielocitica de
leucémia (PML), fet que sembla ser important en
I’activaci6 del checkpoint (Daniels et al., 2004).

Fins el moment, no es té la certesa de quina és la via
de senyalitzacié que porta a la descondensacio dels
cromosomes durant el checkpoint d’antefase. Tot
sembla apuntar a que els efectors d’aquesta via son
els complexes Condensina | i Il (Chin & Yeong,
2010). ElI complex Condensina | canonic esta
conformat per dues subunitats centrals de la familia
d’ATPases conegudes com les proteines de
manteniment  estructural dels  cromosomes
(SMC2/CP-E i SMC4/CAP-C) i tres proteines no-
SMC (CAP-D2, CAP-G i CAP-H) (Hagstrom &
Meyer, 2003). ElI complex Condensina Il consisteix
en les subunitats SMC2 i SMC4 i les subunitats no-
SMC CAP-D3, CAP-G2 i CAP-H2 (Ono et al., 2004;
Yeong et al.,, 2003). La Condensina Il promou la
condensacio dels cromosomes durant la profase
primerenca, mentre que la Condensina | es requereix
durant prometafase (Hirano, 2005). Aixi doncs, el.
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Figura 11. Vies de senyalitzacié principals del checkpoint de G2/M. En resposta a dany al DNA les c¢l-lules s’arresten en la
transicio G2/M. Hi ha dues vies diferenciades, la via rapida que es déna per una cascada de fosforilacions promogudes principalment
per ATM, i la via lenta que requereix la regulacié de la transcripcié dependent de p53, i en menor mesura, de BRCAL.

moment d’actuacié de Condensina II apunta a que és
aquest complex el que esta implicat en la
descondesacid dels cromosomes durant el checkpoint
d’antefase. Tot i que falta recerca en aquest camp, hi
ha dades que senyalen aquest model. Per exemple,
durant el principi de profase, PR-SET7 és fosforilat
per CDK1-CiclinaB, fet que estabilitza la proteina i
permet la monometilaci6 d’H4K20. S’ha vist que
H4K20mel és reconegut per CAP-D3 i CAP-G2,
afavorint el reclutament del complex Condensina Il a
la cromatina i conduint a la condensacié dels
cromosomes (Wu et al., 2010).

3.2.3.3. Checkpoint del fus mitotic

En aquest punt de control, es demora I’entrada a
anafase fins que els cromosomes estan correctament
alineats i units al fus mitotic. Per tant, al centre del
checkpoint del fus esta el cinetocor, un complex
multiproteic que s’uneix a la cromatina centromérica
de cada cromosoma (Rieder & Salmon, 1998).
Durant mitosi, tots els cromosomes s’uneixen a
través del seu cinetocor al fus de pols oposats i
s’alineen en el pla equatorial durant la metafase.
Només quan tots els cromosomes estan
adequadament units i alineats en el pla equatorial, es

desencadena el pas cap a anafase, donant lloc a la
separacié de les cromatides germanes cap als pols
oposats del fus (Zhou et al., 2002).

Cal remarcar, que aquest checkpoint no arresta
permanentment les cél-lules en mitosi. Les cél-lules
gue no superen el checkpoint, sovint moren o surten
de mitosi cap a G1 sense produir-se la divisio
cel-lular, donant lloc a cél-lules poliploides, en un
procés anomenat lliscament mitoti (Blagosklonny,
2007).

El pas de metafase a anafase estd controlat per
I’activitat E3 ubiquitin-1ligasa de I’APC/C (Zachariae
& Nasmyth, 1999). L’activitat de 1’APC/C i
I’especificitat pel substrat esta regulada en els
diferents estadis del cicle cel-lular per les seves
subunitats co-activadores CDC20 i CDH1. CDK1-
ciclinaB és un dels principals reguladors de la unio
dels co-activadors a APC/C. En particular, durant la
prometafase, CDC20 és fosforilat per CDK1,
permetent 1’activacié de I’APC/C un cop superat el
checkpoint del fus (SAC, spindle assembly
checkpoint). Alhora, la fosforilaci6 de CDH1 per
CDK1 evita la seva unié a APC/C. Un cop superat el
SAC, APCP® s activat i promou la degradacié de
la ciclina B i la securina, proteina inhibidora de la
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separasa, l’enzim encarregat de 1’escissio del
complex cohesina que manté les cromatides
germanes juntes. Un cop la ciclina B és degradada,
CDK1 s’inactiva i permet la unié de CDH1 a APC/C,
gue dirigeix la seva activitat fins el final de G1
(Pines, 2011). Aixi doncs, la regulacio de I’activitat
de ’APC/C durant mitosi és crucial per assegurar
gue les cromatides germanes no se separin i no se
surt de mitosi fins que tots els cromosomes estan
units a I’aparell mitotic, d’aquesta manera,
assegurant que les dues cél-lules filles hereten un
conjunt idéntic de cromosomes. Per aconseguir
aquest repte, I’APC/C esta finament controlat per les
proteines del SAC, les quals responen a si els
cinetocors estan o no, adherits als microtabuls del fus
(Musacchio & Salmon, 2007).

Les proteines del SAC tenen com a diana CDC20.
Mantenint CDC20 sota control, el SAC assegura la
prolongacié de la prometafase fins que tots els
cromosomes estan bi-orientats entre els pols oposats
del fus. En els ultims anys, s’ha establert que el
principal complex efector del SAC és MCC (mitotic
checkpoint complex). Aquest complex esta composat
per MAD2, BUBR1, BUB3 i la propia CDC20
(Sudakin et al., 2001). A part del MCC, altres
proteines centrals del SAC s6n MAD1, BUB1, MPS i
Aurora B. A més, hi ha proteines addicionals que
regulen I’activitat d’aquest checkpoint, com membres
dels complexes ROD (rough deal), ZW10 (zeste
white 10) i ZWILCH; p31®°™; CDK1-CiclinaB,
NEK2 i PLK1; i les proteines motores de microttbuls
CENP-E i dineina entre d’altres. Durant prometafase,
CDC20 i totes les proteines del SAC es troben als
cinetocors, monitoritzant la uni6 entre els
microtubuls del fus i el cinetocor. Les proteines del
SAC romandran actives, idealment fins que tots els
cromosomes estiguin perfectament bi-orientats en el
fus (Musacchio & Salmon, 2007).

4. Resposta al dany al DNA

Les cel-lules estan equipades amb vies per al
manteniment de I’estabilitat genomica. Fet que és
important si es té en compte que les cél-lules estan
constantment exposades a condicions que poden
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alterar la sequéncia del DNA. Aquestes lesions es
poden produir en diferents punts del cicle cel-lular i
les fonts causants més comuns son el propi
metabolisme, 1’exposicié a la llum ultraviolada o a
radiacio ionitzant, aixi com errors en la replicacio del
DNA. Segons I’agent genotoxic es poden donar
lesions a les bases del DNA, uni6 entre les cadenes
del DNA o entre DNA i proteines, o trencaments de
cadena simple o doble del DNA (SSB o DSB,
respectivament). Els DSB sén les lesions més
agressives 1 l’error en la reparacido produeix
alteracions cromosomiques i inestabilitat gendmica
(Sancar et al.,2004).

La resposta al dany del DNA (DDR) consisteix en un
entramat de vies de senyalitzaci6 que activen
checkpoints i mecanismes de reparacié i €s un factor
clau en el manteniment de la integritat genomica. La
via de reparacié activada varia segons el tipus de
lesio i moment del cicle cel-lular. Els mecanismes de
reparacié principals dels DSBs son el non-
homologous end joining (NHEJ) i la recombinacio6
homologa (HR). EI NHEJ és el mecanisme majoritari
de reparacié de DSBs i es dona durant tot el cicle
cel-lular, en canvi, la HR, degut a la seva necessitat
de la cromatida germana com a motlle de DNA per a
la reparacid, queda restringida a la fase S tardana i a
G2. lgualment, durant aquestes fases del cicle, el
NHEJ també pot operar, de manera que I’eleccid
entre aquestes dues vies de reparacid és un procés
finament regulat per la cél-lula (Kakarougkas &
Jeggo, 2014).

La reparaci6 per NHEJ s’inicia per la unidé de
I’heterodimer Ku als DSBs, protegint els extrems de
I’accié de les nucleases, tot i que sense impedir
I’activaci6 d’ATM 1 la posterior cascada de
senyalitzacié (Liang & Jasin, 1996). EI DNA-Ku
recluta i activa la subunitat catalitica de la proteina
quinasa de DNA (DNA-PKcs) (Gottlieb & Jackson,
1993), que alhora uneix el complex lligasa que
s’encarregara de la uni6 dels extrems de DNA
escindits (Cottarel et al., 2013). La HR fa servir un
motlle de DNA homoleg “sa”per restaurar qualsevol
tros de seqliencia perdut en el lloc del DSB. Fet que
fa a la HR més fidedigna que al NHEJ. La reparacid
per recombinacié homologa es divideix en tres parts.
Primer, es dona la reseccio 5’-3° dels extrems,
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generant-se una regio de cadena senzilla amb extrem
3’ (Symington & Gautier, 2011) reconeguda per RPA
(replication protein A), que rapidament s’hi uneix.
Posteriorment, RPA és desplacada per RAD51 via
BRCA2 (breast cancer associated gene 2) (Pellegrini
et al., 2002). La uni6 de RAD51 porta al segon pas
de la HR, la invasié de la cadena homologa i la
formaci6é d’un heteroduplex. Finalment, la reparacid
es du a terme fent servir la cadena “sana” com a
motlle, seguit de la lligacié. Una proteina clau per a
I’eleccio entre la reparacié per NHEJ i HR és 53BP1.
S’ha vist que 53BP1 bloqueja la reseccio dels
extrems, inhibint aixi la recombinacié homologa i
promovent la reparacié per NHEJ (Zimmermann &
de Lange, 2013).

4.1. Dinamica de la cromatina

Cada vegada esta més clar que I’entorn de la
cromatina creat per les PTM de les histones i
proteines reguladores juga un paper determinant en la
DDR (Lukas et al., 2011). Les lesions al DNA
desencadenen alteracions en les histones, resituen els
nucleosomes i canvien 1’estat conformacional de la
cromatina. Adquestes modificacions condueixen a
I’acumulacié massiva de proteines a les regions de
dany que finalment seran les responsables de
I’amplificacio6 de la senyal i reparacié del dany.

La primera modificacié detectable a la cromatina
danyada és la poli(ADP)ribosilaci6 (Polo & Jackson,
2011). Les histones poli(ADP)ribosilades son
reconegudes per complexes com NuRD (nucleosome
remodeling and deacetylase) i polycomb, fet que
incrementa la compactacio de la cromatina i
reprimeix la transcripcié de les zones danyades
(Messner et al., 2010). No obstant, en determinades
ocasions, la poli(ADP)ribosilacié pot donar lloc a la
relaxacio de la cromatina i facilitar 1’accés a
proteines de reparacié (Ahel et al., 2009; Gottschalk
et al., 2009).

La fosforilacié de la Ser 139 d’H2AX (y-H2AX) per
ATM és una altra de les modificacions que primer
apareixen als llocs de dany en la DDR (Xiao et al.,
2008). MDCl1, el principal sensor dels DSBs, s’uneix
a y-H2AX promovent la seva propia fosforilacio per
diferents proteines quinases, fet que desencadena una

sériec d’esdeveniments coordinats a la cromatina i
proporciona una plataforma d’unié a diferents
proteines corrent avall en la DDR (Jungmichel &
Stucki, 2010). Tan bon punt MDC1 és reclutat per
v-H2AX és fosforilat per CK2 (casein kinase 2), fet
gue assegura I’ancoratge d’ATM a la cromatina a
través de NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1), el
qual uneix simultaniament ATM i MDC1 fosforilat
(Polo & Jackson, 2011). Aixo permet I’escampament
de y-H2AX als nucleosomes veins. MCPH1
(microencephalin) també pot unir-se a y-H2AX de
manera independent de MDC1. Ambdés poden
reclutar enzims remodeladors com SWI-SNF,
incrementant la  relaxaci6 i impulsant la
reestructuracié de la cromatina iniciada per els
mecanismes dependents de la poli(ADP)ribosilacié
(Lukas et al., 2011). Quan el dany s’ha reparat, y-
H2AX ha de ser desfosforilat per restaurar 1’estat
inicial de la cromatina.

MDCI1 també coordina 1’acetilacié de les histones en
la DDR a través del reclutament de NuA4 (Xu &
Price, 2011). Una de les subunitats del complex
NuA4 és Dacetiltransferasa TIP60 que necessita
H3K9me3, a més de MDC1, per ser ancorada a la
cromatina i activada. Aixi doncs, per a que TIP60
pugui ser activat, HP1 ha de sortir transitoriament de
la cromatina per desemmascarar H3K9me3 (Sun et
al., 2009). L’acetilacio als llocs de dany,
probablement contribueix a 1’obertura de la
cromatina iniciada per les marques de fosforilacio. A
més, el complex NuA4 conté la proteina motora
p400, que altera les interaccions entre les histones i el
DNA, incrementant 1’accessibilitat de les proteines
reparadores del DNA (Xu et al, 2010). En
contraposicio, els DSBs també desencadenen
I’acumulaci6é de desacetilases d’histones en els llocs
de dany. Per exemple, HDAC1 i HDAC?2 desacetilen
H4K56Ac i HA4K16Ac i promouen la reparacid per
NHEJ (Miller et al., 2010). Aix0 doéna suport a quan
dinamica és la regulacié de la cromatina en la
resposta al dany.

La cromatina adjacent als llocs danyats esta
poliubiquitinada. Novament, MDC1 coordina la
deposicié d’aquesta modificacio. La fosforilacio de
MDCI1 dependent d’ATM permet el reclutament de
les ubiquitin-lligases RNF8 i RNF168, les quals
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inicien la cascada d’ubiquitinacio (Doil et al., 2009;
Stewart et al., 2009). Com a conseqiencia, s6n
dirigides a la cromatina les proteines protectores del
genoma BRCA1, RAD18, PTIP i 53BP1 (Doail et al.,
2009; Lukas et al., 2011; Stewart et al., 2009).
Alhora, BRCAL i RAD18 tenen activitat ubiquitin-
lligasa. RAD18, actua com a tal, ubiquitinant 53BP1
i retenint-lo a la cromatina, promovent la reparacio
per NHEJ durant G1 (Watanabe et al., 2009), pero
també pot actuar com a plataforma d’unié per a
factors de reparaci6 com RAD51C, participant en
aquest cas en la reparaci6 per recombinacié
homologa (Huang et al., 2009). EI complex BRCAL,
a part de Iactivitat lligasa d’ubiquitina, conté
subunitats amb activitat de-ubiquitinasa, de manera
que participa en la finalitzacié de la senyal de
reparacié (Shao et al., 2009). La ubiquitinacié d’H2A
dependent de RNF8 i RNF168, a part de ser
necessaria per la reparacio, inhibeix 1’elongacié de la
transcripcié en les zones danyades, impedint
’activitat de la RNA polll (Shanbhag et al., 2010).
Finalment, Ia també és
important en 1’alteracié de la cromatina causada com
a resposta al dany. Particularment, participa en la
formacio dels conjugats d’ubiquitina generats per
RNF8, RNF168 i BRCALl (Galanty et al., 2009;
Morris et al., 2009).

sumoilacié d’histones

La metilaci6 d’H3K79 i d’H4K20 participa en la
unio i retencié de 53BP1 als llocs de dany. Aquestes
marques sén constitutives a la cromatina i no
semblen variar en la resposta al dany al DNA. Ara
bé, es creu que un procés de reubicacié dels
nucleosomes deixa al descobert les modificacions per
ser reconegudes per 53BP1 (Botuyan et al., 2006;
Huyen et al., 2004). No obstant, s’ha identificat una
metiltransferasa, MMSET, que dimetila H4K20 en
els llocs de dany, facilitant la uni6 de 53BP1.
MMSET és fosforilat per ATM, permetent el
reclutament per MDC1 als llocs de trencament. Les
evidéncies indiquen que la via per la qual MMSET
dimetila H4K20 és independent de la via RNF8-
RNF168 (Pei et al., 2011). En un altre treball
proposen que la monouniquitinacid6 d’H4K91 per
BBAP (B-lymphoma and BAL-associated protein)
regula el recanvi de PR-SET7 a la cromatina, fet que
directament afecta els nivells d’H4K20mel i
indirectament als d’H4K20me?2 i en consequiencia, al
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reclutament de 53BP1 per aquesta via (Botuyan et
al., 2006; Schotta et al., 2004, 2008; Yan et al.,
2009). Fins al moment, segueix havent discrepancies
sobre com 53BP1 reconeix la metilaci6 als llocs de
dany i el debat sobre com la metilacid i la
ubiquitinacié cooperen per retenir 53BP1 a la
cromatina continua obert.

En resum, el conjunt de modificacions
postraduccionals concentrades en els llocs de dany
desencadena un seguit d’esdeveniments que
condueixen a la reestructuracio de I’arquitectura de la
cromatina i faciliten I’accés i la uni6 de les proteines
implicades en els diferents mecanismes de reparacio.
En termes generals, una cromatina relaxada i oberta
s’associa amb una major eficiencia en la DDR. Per
contra, com més compactada esta la cromatina, més
dificil és I’accés de les proteines de reparacid i més
passos intermedis es necessiten per a produir una
resposta eficient al dany.

5. Acetiltransferases

Com ja s’ha mencionat anteriorment, I’acetilacié de
les histones esta regulada per les activitats
enzimatiques acetiltransferasa i desacetilasa. Les
acetiltransferases d’histones (HATSs) estan
conservades des de llevats fins a humans. Acostumen
a desenvolupar les seves funcions en complexes
multiproteics i I’especificitat de substrat ve donada
per la composicié de les subunitats del complex.

Al 1996, Allis i colaboradors van purificar per
primera vegada ’acetiltransferasa d’histona (HAT1)
del protozou Tetrahynema termophila. HAT1 és
I’ortoleg del previament identificat com a adaptador
de la transcripcié en llevat, Gen5 (Brownell et al.,
1996). En els ultims 20 anys, I’estudi en aquest camp
ha avangat notablement i actualment, les HATS es
classifiqguen en quatre families segons 1’homologia
del seu domini catalitic: GNAT (Gcn5-related
histone N-acetyltransferases), MYST (deuen el seu
nom als membres fundadors MOZ, Ybf2/Sas3, Sas?2 i
TIP60), p300/CBP (Anomenada aixi pels dos
paralegs humans p300 i CBP) i SRC (Steroid
receptor coactivators). Cada familia de HATS, tot i
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realitzar el mateix tipus de reaccid, fa servir una
estratégia catalitica diferent. A més, [’activitat
acetiltransferasa esta regulada al menys de dues
maneres, a través de la interacci6 amb altres
proteines reguladores formant complexes
multiproteics i a través de 1’autoacetilacio (Taula3).

Les proteines del complex modulen 1’activitat
acetiltransferasa, i a través de dominis de
reconeixement de PTMs donen especificitat de
substrat i dirigeixen a la HAT a un locus especific.

5.1. Familia MYST

A mamifers hi ha 5 acetiltransferases MYST
descrites. Totes elles contenen un domini catalitic

MYST amb un lloc d’uni6 a acetil-CoA i un dit de
zinc del tipus C2HC. S’agrupen en tres grups segons
els dominis que comparteixen. Primer, MOZ
(KAT6A) i MORF (KAT6B), ortolegs de
I’acetiltransferasa de llevat Sas3 (KAT6), contenen
moduls PHD que reconeixen lisines i arginines
metilades. Segon, MOF (KATS8) i TIP60 (KATS5) sén
els equivalents de llevat Sas2 i Esal, respectivament
i comparteixen un domini chromo-barrel (CBD), que
a diferéncia dels dominis chromo, no pot unir-se a
metil-lisines per falta de I’anell aromatic clau pel
reconeixement d’aquesta marca (Nielsen et al.,
2005). Finalment, HBOL1 (KAT7) que conté un dit de
zinc (Sapountzi & C6té, 2011).

Familia HAT | HAT (mamifers) Complex Histona substrat Funcions principals

HAT1 (KAT1) HatB H4 (K5, 12) Deposicioé d’histones, Reparacid
DNA

Genb5 (KAT2A) SAGA, TFTC, ATAC | H3((K9, 14,18)H2B Activacio transcripcié

PCAF (KAT2B) PCAF H3 (K9, 14, 18), H2B Activacio transcripcié

TAF1 (KAT4) n.d. H3, H4 Activacié transcripcio

CBP (KAT3A) n.d. H2A (K5), H2B (K12, 15) | Activacid transcripcid

P300 (KAT3B) n.d. H2A (K5), H2B (K12, 15) | Activacio transcripcid

TIP60 (KAT5) NuA4, H4 (K5, 8,12,16), H2A, | Activacio transcripcid,

piccolo NuA4 H2AX, H2AZ Reparacid DNA,

Desenvolupament, Renovacié
cél-lules mare

MOZ (KAT6A) ING5 H3 (K14) Activacio transcripcid

MORF (KAT6B) ING5 H3 (K14) Activacio transcripcid

HBO1 (KAT7) ING4, ING5 H4 (K5, 8,12), H3 Activacio transcripcid,
Replicacio DNA

MOF (KAT8) MSL, NSL, MLL H4 (K16) Regulacié transcripcio,
Reparacid DNA, Control cicle
cel-lular, Apoptosi, Resposta
estrés, hiperactivacié
cromosoma X Drosophila

SRC1 (KAT13A) n.d. H3, H4 Coactivador de receptor
d’esteroids

ACTR (KAT13B) n.d. H3, H4 Coactivador de receptor
d’esteroids

Taula 3. Acetiltransferases d’histona. S’especifica la familia a la que pertany I’acetiltransferasa, el complex majoritari del que
forma part, aixi com els substrats i les funcions principals. CBP, CREB transcriptional factor binding protein; Gcn5, general control
nonderepressible-5; GNAT, Genb-related histone N-acetyltransferases; ; HBOL, histone acetyltransferase binding protein to ORC1;
MORF, MOZ related factor; MOZ, monocytic leukemia zinc finger protein; NuA4, nucleosomal acetyltransferases of H4; PCAF,
p300/CBP-associated factor; SAGA, Spt-Ada-Gen5 acetyltransferase; SRC, steroid receptor coactivators; TAF1, transcription
initiation factor 1; TFTC, TBP-free TAF-containing complex;TIP60, HIV Tat interacting protein of 60 KDa. Adaptat de Allis et al.

2007(Allis et al., 2007)
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5.1.1. MOF, una acetiltransferasa singular

Historicament, dMOF, va  emergir com
I’acetiltransferasa  responsable de  1’acetilacio
d’H4K16 en la compensacié de dosi a Drosophila
(Akhtar & Becker, 2000; Hilfiker et al., 1997; Turner
et al.,, 1992). Els mascles de Drosophila tenen una
copia del cromosoma X, mentre que les femelles en
tenen dues. La compensacidé geénica entre els dos
géneres es dona per duplicaci6 de la taxa de
transcripcié dels gens del cromosoma X dels
mascles. Aix0 esta mediat pel complex de
compensaci6 de dosi (DCC), també conegut com el
complex Male Specific Lethal (MSL), degut a que els
mutants de perdua de funcid dels seus components
son letals especificament en mascles (Turner et al.,
1992). El complex MSL de Drosophila només és
present als mascles i esta conformat per 5 proteines,
anomenades MSL1 (male specific lethal-1, proteina
plataforma), MSL2 (male specific lethal-2, proteina
amb dit de RING), MSL3 (male specific lethal-3,
proteina amb domini chromo), dMOF (males absent
on the first, acetiltransferasa d’histona) i MLE
(maleless, helicasa d’RNA), i dos RNA no
codificants funcionalment redundants: roX1 (RNA
on the X1) i roX2 (RNA on the X2) (Akhtar et al.,
2000; Beckmann et al., 2005; Gu et al., 1998; Meller
et al., 2000). Tot i que hi ha controvérsia sobre com
el complex MSL és dirigit especificament al
cromosoma X, sembla que el més probable és que hi
hagi una coordinacié entre diferents factors, incloent
seqiiéncies especifiques d’alta afinitat (HAS, high
affinity sequence) al DNA que serien reconegudes
per MSL2, dominis de reconeixement en els
components del complex i les modificacions
d’histona H3K36me3 i H4K20mel/me2 (Keller &
Akhtar, 2015; Larschan et al., 2007; Moore et al.,
2010). Un cop al cromosoma X, dMOF s’encarrega
de ’acetilacio d’H4K16 fet que correlaciona amb la
duplicacié de la transcripcié (Akhtar & Becker,
2000).

Posteriorment, es va identificar dAMOF com a part del
complex de Drosophila NSL (non specific lethal).
NSL s’uneix a zones promotores de gens en
autosomes i al cromosoma X tant de mascles com
femelles i és el responsable de ’acetilacio de K16 al
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llarg de tot el genoma (Cai et al., 2010; Mendjan et
al., 2006; Raja et al., 2010). NSL regula 1’expressiod
de gens de manteniment cel-lular (Lam et al., 2012).

Ambdos complexes, MSL i NSL, es troben a
mamifers i sén els responsables de 1’acetilacio
d’H4K16 en tot el genoma (Mendjan et al., 2006;
Smith et al., 2005). L’ortoleg huma del dMOF de
Drosophila (MOF) presenta una activitat catalitica i
especificitat de substrat conservada, tot i que a més
d’H4K 16 també acetila altres substrats no histonics
(Neal et al.,, 2000).Les funcions de MOF als
mamifers difereixen de les de Drosophila, doncs tant
mascles com femelles deficients en MOF moren
durant 1’estadi de Dblastocist, essent MOF
imprescindible pel desenvolupament embrionari
(Gupta et al., 2008; Thomas et al., 2008). La pérdua
de MOF porta a la desaparici6 d’H4K16Ac i
correlaciona amb la disminuci6 de I’expressio génica
i la proliferacio, anomalies en D’estructura de la
cromatina i la reparacié del DNA i la consegiient
aparicio d’aberracions cromosomiques i inestabilitat
genomica (Gupta et al., 2008; Smith et al., 2005;
Thomas et al., 2008).

L’estructura de MOF esta conservada al llarg de
I’evolucio. Com la resta d’enzims de la familia
MYST conté un domini catalitic amb un dit de zinc
C2HC que, a Drosophila, és necessari per I’acvitat i
pel reconeixement de substrat, i una regi6 d’uni6 a
acetil-CoA, amb un residu glutamina conservat
(E350), imprescindible per I’activitat de 1’enzim
(Akhtar & Becker, 2001; Berndsen et al., 2007;
Hilfiker et al., 1997). A més, conté un domini
chromo-barrel que sembla ser important per la uni6
als nucleosomes i per I’activitat de ’enzim (Fig. 12)
(Conrad et al., 2012; Nielsen et al., 2005).

CBD ZF
70 121

HAT
174 208 230 418 459

Figura 12. Diagrama dels dominis de MOF. CBD, domini
chromo-barrel; HAT, domini catalitic, ZF, dit de zenc del tipus
C2HC.

L’activitat catalitica de MOF es regula a dos nivells.
En primer lloc, MOF pot ser modificat
postraduccionalment. L’autoacetilacié de la lisina
274, dins del domini catalitic comporta un canvi
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conformacional permetent la uni6é del substrat i la
subseglient acetilacio (Yuan et al., 2012). S’ha
descrit que SirT1 desacetila aquest residu, inactivant
I’enzim 1 promovent la seva degradacido pel
proteosoma (Peng et al., 2012). Per una altra banda,
I’activitat i localitzacié de MOF esta modulada pels
components dels complexes dels que forma part. Fins
al moment, es coneixen tres complexes que contenen
MOF, els ja esmentats MSL i NSL, i el complex
activador de la transcripci6 MLL (mixed lineage in
leukemia) (Taula4).

Estudis recents a escala genomica en mMESCs
(cél-lules mare embrionaries de ratoli, de les sigles
en angles) mostren que tot i que MOF es troba
majoritariament formant part del complex NSL, és el
complex MSL el responsable de ’acetilacié global
d’H4K16 (Chelmicki et al., 2014; Ravens et al.,
2014; Smith et al., 2005). Es proposa que el complex
MSL és reclutat a la cromatina pel reconeixement
especific  d’H3K36me3 i  d’H4K20mel/me?2
mitjancant el domini chromo de MSL3, tot i que aixo
s’ha vist a Drosophila i manca un estudi detallat en
mamifers (Larschan et al., 2007; Moore et al., 2010).
MSL i NSL tenen un efecte combinatori en la
regulaci6 de gens de manteniment cel-lular en
MESCs, trobant-se MSL majoritariament al cos dels
gens i NSL a la regi6 promotora. Encara que, MSL i
NSL també tenen funcions diferenciades. Per
exemple, MSL esta enriquit en gens de manteniment
de la pluripoténcia com Nanog, Oct4 o Sox2, gens
especifics de tipus cel-lular, aixi com a la regio
reguladora del gen Tsix (gen invers de Xist), que

juga un paper controlador del IncRNA Xist durant la
inactivacié del cromosoma X de les femelles (Augui
et al., 2011; Chelmicki et al., 2014; Li et al., 2012;
Ravens et al., 2014). En canvi, NSL és important en
la regulacié de gens de proliferacié, doncs les
cél-lules deficients en NSL1 s’aturen a la fase G1 del
cicle cel-lular (Ravens et al., 2014).

Tot i que NSL i MSL estan estrictament lligats a la
regulaci6 de la transcripcio, en molts casos,
especialment en el cas del complex NSL, la
distribucié de MOF i K16Ac no sempre coincideix,
indicant que MOF, en el complex NSL, controla
I’expressio geénica a través de vies alternatives a
’acetilacié de K16 (Li et al., 2012). En el complex
NSL, MOF presenta una especificitat de substrat més
amplia, ja que acetila els residus K5, K8 i K16 d’H4 i
se I’associa amb activitats metiltransferasa (Cai et al.,
2010). En determinats gens diana, 1’activitat
acetiltransferasa de MOF en el complex NSL es
coordina  mitjangant WDRS amb [Dactivitat
metiltransferasa del complex MLL. Aquest procés és
dependent de p53. En resposta a dany NSL1
interacciona amb p53 i MOF I’acetila a la lisina 120.
A les regions promotores d’aquests gens, MOF
acetila H4K16 1 a través de [Dactivitat
metiltransferasa de MLL es diposita H3K4me3,
resultant amb I’activacié de la transcripcio (Fig.13)
(Dou et al., 2005; Li et al., 2009). Entre d’altres gens
regulats per p53, MOF activa ’expressio de PUMA i
BAX, dues proteines essencials en la via de
I’apoptosi (Li et al., 2009).

COMPLEX COMPONENTS SUBSTRAT FUNCIONS
MSLL, MSL2, ki Transc:r;cm;egkeer;s gspeuflcs i
MSL3, MOF usexeepine,
Inactivacio del X
MCRS1, HCF1, WDRS, Transcripcio gens
PHF20, OGT1, NSL1, H4KS5, K8, K16 Ho seEee .gn
NSL2, NSL3, MOF usekeeping
ASH2L, MLL1, MLL2, MLL3, HAK16 Transcripcio gens diana
MLL4, MENIN, HCF1, WDRS, H3K4 dependent de factorsde
SETD1A, PTIP, RBBP5, MOF transcripcid

Taula 4. Complexes de MOF. S’especifica el nom del complex, els principals components, substrats i funcions. MSL, male specific
lethal; NSL, non specific lethal; MLL, mixed lineage in leukemia; MCRS1, microspherule protein 1; HCF1, host cell factor 1; WDRS5,
WD repeat-containing protein 5; PHF20, plant homeodomain finger protein 20; OGT1, O-linked N-acetylglucosamine transferase
isoform 1; RBBP5, retinoblastoma binding protein 5(Cai et al., 2010; Dou et al., 2005; Smith et al., 2005).

49



INTRODUCCIO

u%0(0m>

T9S
513

Figura 13 Paper dels complexes de MOF en I’activacié de la
transcripcio. EI complex NSL és reclutat als promotors dels
gens diana a través de la interaccid coordinada amb el complex
MLL i p53. Un cop a la cromatina, NSL acetila p53K120 i
H4K16 i MLL trimetila H3K4, activant la transcripcié. El
reclutament del complex MSL a 3’ del TSS juga un paper molt
important en I’elongacié de la transcripcié (Dou et al., 2005;
Kapoor-Vazirani et al., 2011; Li et al., 2009; Zippo et al., 2009).

A part de les funcions que MOF exerceix a la
cromatina en forma dels complexos descrits, MOF
esta associat a molts altres processos en els que
encara es desconeix si actua sol o en forma de
complex. Entre aquestes funcions es troben la
regulacié de la transcripcio, el control del cicle
cel-lular, la proliferacio i la resposta a estres, incloent
la reparacio del DNA i ’apoptosi.

MOF regula la transcripcié de diferents maneres:
Primer, acetilant H4K16 a la regi6é 3* del TSS i en
zones intergeniques marcant enhancers actius, i
segon, unint-se a la regi6 promotora al voltant del
TSS, on regula la transcripcid a través de ’acetilacio
de K16 pero també via mecanismes independents
d’H4K16Ac. A més, sembla que la implicacio de
MOF i H4K16Ac en la regulacio de la transcripcio és
dependent de tipus cel-lular i del moment de ’estadi
de diferenciaci6 (Horikoshi et al., 2013; Li et al.,
2012; Ravens et al., 2014; Sheikh et al., 2015; Taylor
et al., 2013). Concretament, en cel-lules mare
embrionaries, MOF regula gens implicats en el
manteniment de la pluripoténcia i 1’autorenovacio,
com son Nanog, Oct4 i Sox2, unint-se a les regions
promotores, adjacents als TSS. En aquestes zones
pero, la unié de MOF i la distribuci6 de K16Ac no
sempre coincideix, indicant que la regulacié en
aquest cas no és només a través d’H4K16 (Li et al.,
2012; Ravens et al., 2014). En les mateixes cél-lules,
MOF s’uneix a les regions 3’ dels TSS i manté
reprimida 1’expressi6 de gens implicats en la
diferenciacié cel-lular i el desenvolupament
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embrionari (Li et al., 2012). Confirmant el paper de
MOF en la iniciacié de la transcripcid, s’ha trobat
gue MOF colocalitza amb H3K4me3 i WDR5 en
zones de 2 kb al voltant del TSS de gens que estan
positivament regulats per MOF. Aquestes regions
son dominis de cromatina bivalents (Bernstein et al.,
2006), marcats tant amb la modificacio d’activacid
H3K4me3 com amb la de repressi6 H3K27me3.
Quan comenca la diferenciacié cel-lular, els nivells
de MOF i K16Ac disminueixen, permetent la rapida
expressio d’aquests gens (Li et al., 2012). En un altre
estudi, es proposa un nou tipus d’enhancers actius en
ESCs, marcats amb MOF, H4K16Ac i H3K4mel i
que son independents d’H3K27Ac i p300 (Taylor et
al., 2013). Recentment, en cél-lules de ronyo
humanes, s’ha descrit que prop dels 3000 gens
regulats per MOF en ESCs, només 73 estan
controlats per MOF a través de ’acetilacié de K16 a
les regions a 10kb dels TSS (Horikoshi et al., 2013;
Li et al., 2012). Indicant que en aquest tipus cel-lular,
la regulacié de la transcripcié dependent de MOF es
fa a través de K16Ac en les regions promotores en
una molt petita proporci6, i que possiblement, MOF
regula I’expressio génica a través de I’acetilacio de
K16 en altres regions allunyades del TSS, o a través
de vies independents de K16Ac. Aquestes dades
juntes indiquen que MOF i H4K16Ac sén molt
importants per la transcripci6 en ESCs i que
possiblement el paper en cél-lules més diferenciades
sigui menor, tot i que segueix sent indispensable, ja
que en tots els tipus cel-lulars estudiats, MOF regula
gens implicats en la progressio del cicle cel-lular, la
replicaci6 del DNA, reparaci6 de dany i apoptosi
(Horikoshi et al., 2013; Li et al., 2012; Taylor et al.,
2013). En un estudi independent, es mostra la
possible interacci6 entre diferents  marques
epigenétiques en el control de la transcripcio. En
molts gens humans, la RNA Pol (polimerasa) Il
s’uneix als promotors, inicia la transcripcid perd poc
després del TSS s’atura. Es proposa que aquests
promotors tenen les illes CpG desmetilades i
H4K20me3. Per alliberar la RNA Pol 11 de la pausa,
s’ha de desmetilar H4K20 i MOF ha de ser reclutat a
aquestes regions per acetilar H4K16Ac (Kapoor-
Vazirani et al., 2011). Subsegiientment, es reactiva la
transcripcié gracies al reclutament del complex
BRD4-pTEF mitjancant el reconeixement especific
d’H4K16Ac pel domini bromo de BRD4 (Kapoor-
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Vazirani et al., 2011; Zippo et al., 2009). Aquest fet
indica que H4K20me3 inhibeix la transcripcio
impedint 1’acetilaci6 d’H4K16 dependent de MOF
(Kapoor-Vazirani et al., 2011).

Majoritariament, MOF, a través de [|’acetilacid
d’H4K16, promou el relaxament de la cromatina. No
obstant, MOF promou el silenciament i la formacio
d’heterocromatina a les regions d’rDNA, mitjangant
I’acetilacio de TIPS, el component més gran del
complex remodelador de la cromatina NoRC. NoRC
recluta  enzims  modificadors  d’histones i
metiltransferases de DNA i desencadena la
compactacio de la cromatina de les regions de rDNA
que s’han de mantenir silenciades (Zhou et al., 2009).

MOF juga un paper important en la resposta al dany
al DNA i en el manteniment de la integritat del
genoma. Aixi ho indica
d’inestabilitat
aberracions cromosomiques, 1’activacio el checkpoint
de G2/M dependent d’ATM i la disminuci6é de la
supervivencia en les cél-lules deficients en MOF
(Gupta et al., 2008; Gupta et al., 2005; Li et al.,
2010; Taipale et al., 2005). MOF és important per la
reparacié del DNA tant per NHEJ com per HR a dos
nivells diferents. Primer, a través de D’acetilacio
d’H4K16 en resposta a dany, influeix en el
reclutament de proteines mediadores entre la
senyalitzacio del dany i la reparacié. Tot i que els
nivells d’H4K16Ac no semblen augmentar d’una
manera localitzada als llocs de trencament, si que ho
fan globalment, permetent I’obertura de la cromatina
(Gupta et al., 2005; Sharma et al., 2010). La cua
basica d’H4 interacciona amb la butxaca acidica
d’H2AX per formar estructures de cromatina
condensada. L’acetilaci6 de K16 pertorba aquesta
interaccio i permet la uni6 entre y-H2AX i MDC1 als
llocs de trencament i el posterior reclutament de
53BP1 (Li et al., 2010). Segon, mitjancant la
interaccié amb 53BP1, MOF és determinant a 1’hora
d’escollir entre NHEJ 0 HR. Durant les fases S i G2,
després de sotmetre cél-lules a irradiacid, ATM
fosforila MOFT392. MOF fosforilat interacciona mes
feblement amb 53BP1, el qual és eliminat de la
cromatina permetent la reseccié del DNA i el
reclutament de proteines necessaries per la HR, com
BRCA1, CtlP, RAD51, RAD52, RPA2, hSSB1

I’aparici6 espontania

genomica, l'augment de les

(human single-stranded DNA binding protein)
MRE11, RAP80 i FANCD2. En situacié de dany
durant G1, ATM no fosforila a MOF, MOF és
reclutat a la cromatina i interacciona fortament amb
53BP1 que desencadena la reparaci6 per NHEJ
(Gupta et al., 2014; Sharma et al., 2010).
Contrariament, Hsiao i col-laboradors mostren que
els nivells d’H4K16Ac baixen en els focus de dany i
aixo afavoreix la unié de 53BP1 a H4K20me2 (Fig.
17) (Hsiao & Mizzen, 2013). Aquesta controversia
pot ser deguda a la variabilitat experimental.
Depenent del moment en que es faci 1’estudi després
del dany, els nivells d’H4K16Ac poden variar.
Possiblement, en un inici augmentin, permetent el
reclutament de MDCI1 i al cap d’una hora, com
mostren Hsiao i col-laboradors, disminueix quedant
al descobert H4K20me2 i permetent el reclutament
de 53BP1.

Cel-lules humanes tractades amb shRNA de MOF i
cél-lules de ratoli mof” presenten anomalies en la
progressid del cicle cel-lular, acumulant-se en G2/M,
possiblement per I’alteracio de 1’expressié de gens
implicats en replicacié i progressio del cicle cel-lular
i/o per I’activacié del checkpoint de G2/M degut al
dany acumulat (Li et al., 2010; Sheikh et al., 2015;
Smith et al., 2005; Taipale et al., 2005). La pérdua de
MOF, d’H4K16Ac i les anomalies del cicle van
acompanyades d’una  senescéncia  prematura
(Krishnan et al., 2011; Li et al., 2010). Els altims
estudis que relacionen MOF amb la progressié del
cicle cel-lular a través de G2/M, suggereixen que
MOF és necessari, no només per la resposta al dany
al DNA, sin6 pel manteniment de 1’expressi6 de gens
implicats en la progressié del cicle cel-lular (Sheikh
etal., 2015).

Hi ha diversos estudis que relacionen MOF amb
I’aparici6 1  desenvolupament tumoral. La
sobreexpressié de MOF correlaciona amb augment
d’H4K16Ac i transformacié oncogénica en ratolins
(Gupta et al., 2008). En cancer de pulmd de cél-lules
no petites (NSCLC) MOF esta sobreexpressat, fet
gue correlaciona amb el creixement tumoral,
metastasi i pitjor prognosi. MOF regula el factor de
transcripcid6 Nrf2 (NF-E2-related factor 2). Nrf2
regula la transcripcio de gens amb funcio antioxidant
i detoxificant. MOF acetila Nrf2 retenint-lo a nucli i
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promovent la transcripcié dels gens esmentats
proporcionant resisténcia davant de I’estrés oxidatiu i
del tractament anticancerés (Chen et al.,2014). En
canvi, en altres tipus de cancer com cancer de pit
primari, medul-loblastoma, carcinoma de cél-lula
renal o cancer d’ovari, els nivells de MOF estan
regulats a la baixa (Liu et al., 2013; Pfister et al.,
2008; Wang et al., 2013).

6. Desacetilases

Com ja s’ha dit abans, 1’acetilacié d’histones esta
regulada per 1’activitat oposada d’acetiltransferases i
desacetilases d’histona (HDACs). Les HDACs son
enzims arcaics evolutivament parlant i estan presents
a eucariotes i a procariotes, tot i que aquests Gltims
no tenen histones. Aixi doncs, les HDACs van
apareixer abans que els seus substrats cromatinics, el
que indica que a part de la funcié desacetilasa
d’histona 1 reguladora de la cromatina, estan
involucrades en altres processos dins la cél-lula. Tant
¢s aixi que aquests enzims se’ls relaciona amb la
formacio6 de I’heterocromatina, la reparacioé del DNA,
la regulacio del cicle cel-lular, diferenciacié cel-lular
i desenvolupament. Han estat  dividits
filogenéticament en 3 classes segons la seva
homologia amb Saccharomyces cerevisiae: Rpd3
(classe 1), Hdal (classe II) i Sir2 (classe IllI).
Recentment, HDACI11 s’ha agrupat en la classe 1V
(Taula 5). La classe I, Il i IV s6n mecanisticament
semblants. Requereixen d’un i6 de zinc per a la
hidrolisi i alliberacié del grup acetil al medi aquos.
S’inhibeixen amb tractament de TSA (Trichostatin
A) (Ekwall, 2005). En canvi, la classe Il o sirtuines
conforma una familia d’enzims que fa servir NAD"
com a cofactor de la reaccid i transfereixen el grup
acetil a una molecula d’ADP-ribosa provinent del
NAD*. En comptes d’inhibir-se amb TSA
s’inhibeixen amb nicotinamida (NAM) (Imai et al.,
2000).

6.1. HDACs III: Familia de les Sirtuines

La familia Sir2 (silent information regulator) o
sirtuines van ser descrites originalment a S.
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cerevisiae, com a enzims involucrats en el
silenciament transcripcional de tres locus principals
del llevat (locus del mating type, telomers i rDNA
repetitiu), la recombinacié dels rDNA, la reparacio
del DNA i el control de la longevitat (Guarente,
1999). Per a dur a terme la reaccié enzimatica
necessiten NAD" com a co-factor, fet que uneix el
metabolisme cel-lular amb el control de la
transcripcid i I’envelliment (Imai et al., 2000). La
reacci6 de desacetilacio es duu a terme en tres
passos: 1. enzim s’uneix al NAD", 2. en preséncia
del substrat amb la lisina acetilada, Sir2 catabolitza el
NAD" generant una molécula d’ADP-ribosa activada
I nicotinamida, que és alliberada, 3. I’enzim catalitza
la transferéncia del grup acetil a 1’ADP-ribosa,
donant lloc al producte desacetilat i a O-
acetil(ADP)ribosa (Fig. 14) (Landry et al., 2000;
Sauve & Schramm, 2003). S’ha descrit que 1’0O-
acetil(ADP)ribosa pot, posteriorment, servir com a
molécula senyalitzadora mitjancant la unié a
diferents factors i que 1’us de nicotinamida inhibeix
I’activitat catalitica de les sirtuines. A part, les
sirtuines  també  presenten  activitat ~ ADP-
ribosiltransferasa, desuccinilasa i demalonilasa, tot i
qgue el coneixement d’aquests processos és més
limitat (Fahie et al., 2009; He et al., 2012).

Els homolegs procariotes de la familia Sir2 estan
relacionats amb fosforibosiltransferases implicades
en metabolisme. Aix0 podria explicar les similituds
entre el mecanisme catalitic de Sir2 i les mono- i
poli(ADP)ribosiltransferases. Un dels ortolegs més
primitius que es coneix és CobB, un enzim de
Salmonella que modula D’activitat de 1’acetil-CoA
sintetasa (ACS) a través de la desacetilacio
dependent de NAD" (Starai et al., 2002). Aquest
enzim també és important per la sintesis de la
vitamina B12 o cobalamina (Tsang & Escalante-
semerena, 1998). Posteriorment, als eucariotes, les
sirtuines van divergir en 5 membres (Sir2p, Hst1-4p
(homologs of Sir2)) i es van diversificar les seves
funcions. Tots ells comparteixen un domini catalitic
central d’aproximadament 250 aminoacids, conservat
des de bacteris a humans. Aquesta regié conté dos
dominis diferenciats: un plegament de Rossmann on
s’uneix el NAD" i un llag de zinc que estabilitza
I’estructura (Min et al., 2001). Al llarg de I’evolucio
han anat apareixent motius addicionals cap a la regi6
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Sl HDAC Complex AL Funcions principals
HDAC (mamifers) substrat
Sin3, NuRD, CoREST, L -
HDAC1 NCoR/SMRT, PRC2 H3Ac, H4K16Ac Co-repressié transcripcional
Sin3, NuRD, CoREST, H3(K56, K9)Ac, L -
HDAC2 PCR2 HAK16AC Co-repressié transcripcional
H2AAc, . L.
HDAC3 NCoR/SMRT H3(K9,K14)Ac, rHetrem.cf ‘t’:":t'"f’ Sef]a:agolDNAl‘_'lcgr
Ha (K5, K12)Ac epressio transcripcional, Cicle cel-lu
HDAC8 n.d. H2A, H2B, H3, H4 Co-repressio transcripcional, Cicle cel-lular
HDAC4 NCoR/SMRT H3 Co-repressié transcripcional, Reparacié DNA
HDACS NCoR/SMRT nd. Co-repressio tr.anscrlpcllonél',
Heterocromatina, Replicacio
HDAC6 n.d. n.d. Reparacié DNA, Migracio cel-lular
HDAC7 NCoR/SMRT n.d. Co-repressid transcripcional
HDAC9 n.d. H3, H4 Co-repressid transcripcional
HDAC10 n.d. H4 Co-repressid transcripcional
Repressio transcripcio, Formacid
SirTl NCoR/SMRT H1K26Ac, H3KSAC, heterocromatina, Apoptosi, Supervivéncia
H4K16Ac . L
cel-lular, Cicle cel-lular, Reparaciéo DNA
SirT2 nd. HAK16AC Cicle cel-lular, Reparacié DNA, Supervivencia
cel-lular
SirT3 nd. H3K9AC, HAK16AC Repressio transcripcio, Reparacié DNA, Mort
cel-lular
SirT4 n.d. n.d. Catabolisme
SirT5 n.d. n.d. Catabolisme
SirT6 nd. H3(K9, K56)Ac Reparacié DNA, Repressio t_ranscrlpuo,
Estructura cromatina
SirT7 n.d. H3K18Ac Regulacié rDNA, Repressid transcripcio
HDAC11 n.d. H3, H4 Replicacid, Regulacio transcripcid

Taula 5. Classificacié de desacetilases. NCoR, correpressor 1 de receptor nuclear; n.d., no hi ha dades; NuRD, nucleosome
remodeling deacetylase; PRC2, polycomb repressive complex 2; SMRT, silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors.

Adaptat de Ruijter et al. 2003 (Ruijter et al., 2003).

C-terminal i N-terminal. Aquests dominis han per-
mes noves localitzacions dins de la cel-lula i la
diversificacio i especialitzacio de les funcions de les
sirtuines. A mamifers hi ha 7 sirtuines, anomenades
SirT1-SirT7 (Taula 6). Cada una d’elles difereix en
la localitzacio cel-lular, I’activitat catalitica i1 substrat,
fet que els permet cobrir un ampli ventall de funcions
classificades en quatre processos: regulacio de la
cromatina, supervivencia cel-lular en condicions
d’estres, regulacié del metabolisme i desenvolupa-
ment i diferenciacio cel-lular. La importancia de les
sirtuines en totes aquestes vies les relaciona amb

diferents desordres com cancer, diabetis, malalties
cardiovascular i malalties neurodegeneratives
(Vaquero & Reinberg, 2008).

Les sirtuines han estat classificades filogenicament
des de bacteris fins a humans en cinc grups d’acord
amb Frye (Frye, 2000): Classe I, inclou membres
relacionats amb la regulacié de la cromatina, entre
altres funcions, que presenten activitat desacetilasa
real (SirT1-SirT3). Les sirtuines d’origen procariota
implicades en el control del metabolisme conformen
la classe Il, les quals semblen tenir una activitat
primaria ADP-ribosiltransferasa i estan localitzades
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E + NAD* + Aclys-Protein < > Ee« NAD* + Aclys-Protein
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H,0
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Proteina
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ADP— _ OH
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0 A OH
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Nicotinamida

Proteina

O-acetil-ADP-ribosa

Figura 14. Reaccié enzimatica de desacetilacid de la familia Sir2. A, La reacci6 enzimatica de les sirtuines esta composada per tres
passos seqiiencials, els dos primers son reversibles i 1’ultim és irreversible. L’enzim (E) catalitza la desacetilacié d’un substrat acetilat
(AcLys-Protein) en preséncia de NAD". Els tres passos impliquen, la unié de I’enzim al NAD", la catabolitzacié del NAD" en
preséncia de la proteina acetilada alliberant nicotinamida (Nic) i formant-se I’intermediari enzim-ADP-Ribosa-proteina acetilada i
finalment, 1’alliberaci6 de la proteina desacetilada i una molécula d’O-acetil-ADP-ribosa (AADPR). B, reaccié simplificada de
desacilaci6. Adaptat de Sauve i Schramm, 2003 i Vaquero et al., 2007 (Sauve & Schramm, 2003; Vaquero et al., 2007)

al mitocondri (SirT4). La classe Ill també consisteix
en un grup relacionat amb sirtuines procariotes i
inclou la majoria de les sirtuines de bacteris, pero
també membres de les eucariotes localitzats a
mitocondri (SirT5). La classe IV agrupa membres de
sirtuines eucariotes relacionats amb la cromatina
(SirTe, SirT7) i tot i que originalment es va suggerir
gue només tenien activitat ADP-ribosiltransferasa,
recentment s’ha descrit que SirT6 desacetila
H3K9Ac a telomers i que SirT7 desacetila H3K18Ac
controlant I’expressio génica (Barber et al., 2012;
Michishita et al., 2008). Finalment, la classe U

engloba  altres  sirtuines  procariotes  poc
caracteritzades.
La majoria de sirtuines pot canviar la seva

localitzacio en funci6 del tipus cel-lular, estadi del
desenvolupament, moment del cicle cel-lular o estat
metabolic de la cel-lula, fet que suggereix que la
localitzaci6 té un paper important en la regulaci6 de
la funcié d’aquests enzims (Vaquero & Reinberg,
2008).

Al llarg de I’evolucio, les sirtuines s’han diversificat
i han adquirit noves funcions. Moltes d’aquestes
noves adquisicions estan directament relacionades
amb un increment de la complexitat i amb el control
de ’estabilitat genomica. Prova d’aix0 és que ratolins
deficients en SirT1-4 i SirT6 presenten nivells més
alts d’inestabilitat genomica. En aquesta linia, les
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sirtuines coordinen diferents processos relacionats
amb ’estructura de la cromatina, la reparacio del
DNA i la progressio del cicle cel-lular per assegurar
la integritat genomica en condicions d’estres (Sima et
al., 2015).

A nivell d’estructura de cromatina, SirT1 i SirT6 han
estat relacionades amb el manteniment de
I’heterocromatina constitutiva, tot i que només SirT1
té un paper important en la formaci6 de
I’heterocromatina facultativa. En condicions d’estres,
SirT1 desacetila H4K16Ac  en regions
eucromatiques, promovent la trimetilacio d’H3K9
per Suv39hl, el reclutament de la histona H1 i la
propagaci6 de les marques d’heterocromatina
H3K9me3 i H4K20mel, donant lloc a regions
d’heterocromatina facultativa. En la regulacié de
I’heterocromatina constitutiva, SirT1 també té un
paper destacat, ja que regula tant les regions
pericentromériques com les telomeriques (Vaquero et
al., 2007). Fins ara, SirT6 només havia estat
relacionada amb el manteniment de
I’heterocromatina dels telomers, tot i que en un
treball recent, se I’ha involucrat en el control de
I’heterocromatina centromérica (Michishita et al.,
2009; Tasselli et al., 2016).

Les sirtuines participen en la senyalitzacio i reparacid
del dany al DNA, tant de trencament de cadena
senzilla (SSB) com de doble cadena (DSB).
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Concretament, en el cas de la reparacié de SSB,
SirT6 promou la reparacid per excisié de base (BER)
facilitant 1’accés a la cromatina de factors de
reparacié (Mostoslavsky et al., 2006). SirT1 regula la
reparacio per excisié de nucleotid (NER) promovent
la interaccid entre XPA i RPA32, succés essencial en
aquesta via de reparacio i per una altra banda, SirT1
afavoreix 1’expressi6 d’XPC, mantenint el seu
repressor fora del nucli (Fan & Luo, 2010; Ming et
al., 2010). En la reparaci6 de DSB, SirT1, SirT2 i
SirT6 treballen a diferents nivells. SirT1 participa en
la senyalitzacié del dany en diferents punts i tant
SirT1 com SirT6 estan implicats en la reparacié per
NHEJ i per HR. Sobre SirT2 i reparacié de DNA
se’n sap bastant menys. Les dades que hi ha semblen
indicar que SirT2 estaria implicat en la resposta al
dany de manera dependent del cicle cel-lular, ja que
SirT2 desacetila H3K56Ac durant la fase S i
H4K16Ac durant G2/M , dues marques relacionades
amb reparaci6 (Sima et al., 2015).

De totes les sirtuines, només SirT2 i en menor
mesura SirT1, han estat relacionades amb el control
del cicle cel-lular. SirT2 és necessaria per a la
progressié per la fase S i té un paper fonamental
durant la mitosi, reflex d’aixd és el seu canvi de
localitzacié de citoplasma a nucli durant aquesta fase
del cicle (North & Verdin, 2007b; Vaquero et al.,
2006). SirT2 controla I’entrada a mitosi a través de la
desacetilaci6 d’H4K16Ac i la regulacio de la
deposici6 d’H4K20mel, i en situacio d’estrés
participa en I’activaci6 del checkpoint de G2/M
(Serrano et al., 2013). SirT2 també se 1’ha relacionat
amb el checkpoint del fus mitotic, regulant I’activitat
d’APC/C i de BUBR1 (Kim et al., 2011; North et al.,
2014; Suematsu et al., 2014). El paper de SirT1 en el
cicle esta relacionat amb la transicié G1/S i mitosi.
En el primer cas, SirT1 regula RB i E2F1. RB és un
supressor tumoral que controla la transici6 G1/S
mantenint inhibida 1’expressi6 dependent de E2F.
SirT1 desacetila RB inhibint 1’apoptosi depenent de
RB i promovent la progressié cel-lular (Wong &
Weber, 2007). En el segon cas, SirT1, mitjancant la
desacetilacio d’histones, participa en el reclutament
del complex Condensina | i de la histona H1 a la
cromatina, assegurant la correcta compactacio de la
cromatina durant mitosi (Fatoba & Okorokov, 2011).

Aixi doncs, sota condicions d’estres, les sirtuines
cooperen per mantenir la integritat cel-lular i
I’estabilitat genomica. Tot i aixi, quan la situacio no
pot ser solucionada amb éxit, les sirtuines també
participen en 1’activacié de 1’apoptosi. Per exemple,
en situacio d’estrés sever, SirT1 1 SirT2, a través de
la regulacio del factor de transcripcié FOXO, activen
la mort cel-lular programada (Sima et al., 2015).

6.1.2. SirT2

SirT2 és I’ortoleg de mamifer de la proteina Hst2p de
llevat (Afshar & Murnane, 1999; Perrod et al., 2001).
Ambdues proteines son majoritariament
citoplasmatiques i els manca la regié N-terminal
compartida entre Sir2p i Hstlp de S. cerevisiae i
Sir2p de Kluyveromyces lactis (Afshar & Murnane,
1999; Dryden et al.,, 2003; Perrod et al., 2001;
Vaquero et al., 2006). Com ja s’ha dit anteriorment,
la familia Sir2 a llevat és responsable del
silenciament del locus mating type, dels telomers i
evita la recombinacié homologa entre les seqiiéncies
repetitives del rDNA (Guarente, 1999). Es a dir, la
familia Sir2 i concretament Sir2p controla la
formacid d’heterocromatina facultativa, el
manteniment de 1’heterocromatina constitutiva i la
recombinaci6 homologa, funcions que també es
troben en les sirtuines d’eucariotes més complexes.
No obstant , la localitzaci6 citoplasmatica d’Hst2p i
de SirT2, i el fet de que la sobreexpressié de Hst2p
en llevats deficients en Sir2 només compensi
parcialment els defectes de silenciament dependents
de Sir2, necessariament implica una diversificacio en
les tasques d’aquesta familia fora de la cromatina
(Perrod et al., 2001).

Existeixen dues variants de SirT2: la variant 1 amb
389 aminoacids i la variant 2, que apareix per
splicing alternatiu i que compta amb 352 aminoacids.
Ambdues variants contenen un domini catalitic
conservat entre totes les sirtuines i un extrem N-
terminal que conté un motiu d’exportacio nuclear. La
regié catalitica es divideix en un domini gran, en
forma de plegament de Rossman, tipic d’enzims
d’uni6 a NAD(H)/NADP(H), i en un domini petit
gue coordina un atom de zinc. Com la resta de
sirtuines, 1’activitat desacetilasa de SirT2 requereix
NAD® com a co-factor de la reacci6. EI NAD*
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DOMINI CATALITIC CONSERVAT

NES 18 74

ACTIVITAT LOCALITZACIO

Desacetilasa Nucli/Citoplasma

SirT2 Desacetilasa Citoplasma/Nucli
. MTS 19 =8 . Matriu mitocondrial

SirT3 Desacetilasa . /
Nucli

SirT4 ) e ADP-ribosiltransferasa Matriu mitocondrial

SirT5 L o Desacilasa Matriu mitocondrial

NLS 345 ADP-ribosiltransferasa, Nucli
SirT6 — i} Desacilasa
SirT7 Desacetilasa Nucleol

Taula 6. Sirtuines: Estructura, localitzacid cel-lular i activitat enzimatica. SirT1 és principalment nuclear, pero es trasllada al
citoplasma en determinades condicions; SirT2 és citoplasmatica, encara que durant la transici6 G2/M va cap a nucli; SirT3 és
principalment mitocondrial, tot i que una petita part es troba a nucli; SirT4 i SirT5 son sirtuines mitocondrials; SirT6 és nuclear; i
SirT7 es troba al nucléol. MTS, seqiiéncia de localitzacié mitocondrial; NES, seqiiéncia d’exportacié nuclear; NLS, seqiiéncia de
localitzacid nuclear; nLS, sequéncia de localitzacio nucleolar. Adaptat de Sima et al. 2015(Sima et al., 2015).

s’uneix al domini gran de SirT2, mentre que el
reconeixement del substrat sembla donar-se a través
del domini petit (Finnin et al., 2001; Perrod et al.,
2001; Vaquero et al., 2006).

La localitzacié de SirT2 esta regulada al llarg del
cicle cel-lular (Dryden et al., 2003; North & Verdin,
2007a, 2007b; A Vaquero et al., 2006). Durant tot el
cicle, SirT2 és exportada de nucli a citoplasma pel
sistema d’exportacié depenent de I’exportina Crml
(Chromosomal region maintenance 1), gracies al
reconeixement de la seqiiéncia d’exportacié nuclear
(NES) rica en leucines (North & Verdin, 2007a). La
major part de SirT2 durant la interfase és
citoplasmatica, tot i que hi ha una petita proporcio
que roman al nucli. Durant la transicié6 G2/M, SirT2
és transportada al nucli i fosforilada a la serina 368
per la quinasa dependent de ciclina CDK1-CiclinaB1
(Dryden et al.,, 2003; North & Verdin, 2007b;
Vaquero et al., 2006). La forma fosforilada de SirT2
es localitza als centrosomes i a la cromatina durant la
profase, al fus mitotic durant la metafase i en el cos
intermedi durant la citocinesi, suggerint un paper
clau en la progressié per mitosi (North & Verdin,
2007b; Vaquero et al., 2006). Al final de mitosi,
CDC14A i B desfosforilen SirT2S368p, procés que
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sembla necessari per a la sortida de mitosi. De fet,
diferents treballs relacionen aquesta fosforilacié amb
I’aturada del cicle cel-lular a mitosi i suggereixen que
estaria regulant el checkpoint del fus mitotic, ja que
guan se sobreexpressa SirT2 o el mutant que
mimetitza la forma fosforilada, les cél-lules romanen
més temps en mitosi i tenen una fase G1 més curta
(Dryden et al., 2003; North & Verdin, 2007b). La
prova més clara de la implicaci6 de SirT2 en la
regulacio del cicle cel-lular és el patr6 aberrant de la
distribucio de les fases del cicle en les cel-lules
deficients per SirT2. Aquestes cel-lules presenten
una fase G1 més llarga i una fase S més curta, mentre
que no hi ha diferencies clares respecte les WT en
G2/M (Serrano et al., 2013; Vaquero et al., 2006).
Suggerint que les cél-lules sense SirT2 es troben amb
algun problema en ’entrada a la fase S. Diferents
dades apunten a que aquestes alteracions en el cicle
son degudes a la regulacio d’H4K16 per SirT2 durant
mitosi. Ja sigui per, la importancia d’H4K16Ac en la
senyalitzacio i reparacio del dany o per la influencia
d’H4K16Ac en la metilaci6 d’H4K20 i en
conseqliencia en la replicacid, la resposta al dany i
formacié d’heterocromatina (Gupta et al., 2014,
Serrano et al., 2013; Sharma et al., 2010).
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Requlacié del cicle cel-lular a través del citoesquelet:

Els microtibuls s6n un component important del
citoesquelet i s6n essencials per la segregacio dels
cromosomes, el transport intracel-lular i I’establiment
i manteniment de la polaritat cel-lular. La xarxa de
microtubuls estd conformada per polimers de
I’heterodimer d’af-tubulina. L’acetilaci6 de la lisina
40 de lo-tubulina estabilitza els polimers de
microtubuls. SirT2 interacciona amb HDAC6 per
desacetilar 1’a-tubulina (Nahhas et al., 2007; North et
al., 2003). Tot i que hi ha algunes dades que no
reconeixen l’a-tubulina com a substrat de SirT2
(Bobrowska et al., 2012), la major part de
publicacions recolzen que els nivells d’acetilacio
d’aquest component microtubular estan controlats
per aguesta sirtuina. En  consonancia, la
sobreexpressié de SirT2 altera la localitzacié dels
microtibuls i produeix ’acumulacié de cel-lules en
G2/M (Dryden et al., 2003; Hiratsuka et al., 2003;
North et al., 2003; Suzuki & Koike, 2007). En
condicions d’estrés mitotic, produit per exemple pel
tractament amb Nocodazol (agent promotor de la
despolimeritzacié dels microtlbuls), I’activitat de
SirT2 (concretament de la forma fosforilada de
SirT2) sembla ser essencial per a I’activacio del
checkpoint d’antefase (North & Verdin, 2007b; L.
Zhang et al., 2014). En aquestes condicions, SirT2
evita que els cromosomes es compactin, demorant
I’entrada a metafase i evitant que es produeixi un
lliscament mitotic durant el checkpoint del fus,
disminuint aixi les aneuploidies derivades d’aquest
error en el control de la mitosi (Fig. 15). Per
exemple, les cél-lules derivades de gliomes tenen
baixos nivells de SirT2 i aix0 correlaciona amb la no
aturada en el checkpoint d’antefase després de patir
estrés mitotic i amb el posterior lliscament mitotic
que condueix a I’aparicid6 d’hiperploidia i mort
cel-lular (Inoue et al., 2007). A més, la pérdua de
SirT2 també es relaciona amb [aparicié
d’aneuploidies en els oocits. Durant la meiosi, els
oocits deficients en SirT2 presenten anomalies en la
formacio del fus meiotic, una incorrecta unio dels
microtabuls al cinetocor i conseqlientment, la mala
segregacio dels cromosomes. Tot aix0, possiblement,
degut a la hiperacetilacio de 1’a-tubulina i d’H4K16
(en condicions normals completament desacetilada a
la regid del cinetocor) (Zhang et al., 2014).

Tot i la importancia que sembla tenir SirT2 en la
regulacio de la dinamica dels microtabuls, el fet que
I’a-tubulina no estigui acetilada als eucariotes més
simples (Polevoda & Sherman, 2002), fa pensar que
aquesta funci6 no és la que ha fet que SirT2 estigui
conservada al llarg de ’evolucio.

Requlacié del cicle cel-lular a través de la cromatina:

Degut a la seva localitzaci6 principalment
citoplasmatica, sorprén la funcié de SirT2 a la
cromatina. Diferents estudis corroboren que SirT2 i
la seva ortologa Hst2p, sén la principal desacetilasa
d’H4K16Ac (Serrano et al., 2013; Vaquero et al.,
2006). SirT2 és transportada al nucli durant la
transici6 G2/M, moment en el que s’uneix a la
cromatina 1 desacetila H4K16Ac d’una manera
global. D’acord amb el paper que t¢ H4K16 en la
compactacio de la cromatina, SirT2 desencadena la
condensacio fins a cromosoma metafasic i assegura
I’estabilitat genomica (Robinson et al., 2008;
Shogren-Knaak et al., 2006; Vaquero et al., 2006).
No obstant, el fet que els ratolins sirt2” siguin
aparentment normals, fa sospitar que hi ha algun
tipus de redundancia de funcions (Serrano et al.,
2013). Hi ha dos linies d’evidéncies que suporten
I’existéncia d’una redundancia d’activitat que pot
substituir la pérdua de SirT2: En primer lloc, el
tractament amb TSA, inhibidor de les classes | i Il
d’HDACs, també produeix un increment en els
nivells d’H4K16Ac durant mitosi. En segon lloc, els
nivells ’H4K16Ac en cél-lules sirt2” durant G1 sén
meés baixos comparats amb S i G2/M, indicant que hi
ha una altra activitat que desacetila H4K16Ac al final
de mitosi o G1. No obstant, la distribucio
d’H4K16Ac durant la fase S en les cél-lules sirt2”
esta alterada, ja que aquesta marca eucromatica no
esta  completament  desacetilada en  zones
d’heterocromatina, indicant que encara que les
activitats redundants poden restablir els nivells
globals d’H4K16Ac, no poden compensar
completament la pérdua de SirT2 (Vaquero et al.,
2006). S’ha mencionat abans que la sobreexpressio
de SirT2 provoca un retras en la sortida de mitosi i en
condicions d’estrés es requereix per activar el
checkpoint de G2/M. Aixi doncs, SirT2 actua com a
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dels cromosomes

Estabilitzacio BubB1

DanyDNA | Estrés mitotic | Condicions normals
SirT2/- Noaturadacicle ! Noaturadacicle ! LI‘iscamein’F mitbticé'R‘e-.replicacié,
: + hiperploidia, mort mitotica
Checkpoint Checkpoint Checkpoint
deG2/M :  dantefase del fus
SirT2+/+ Aturada cicle : Aturada cicle : Activacié APC/C
via H4k20mel : Nocondensacié Vs

Figura 15. Paper de SirT2 en els Checkpoints de mitosi. Check-point de G2/M: La inducci6 de dany al DNA produeix I’aturada del
cicle cel-lular en la transicié6 G2/M dependent de SirT2 i de la metilaci6 d’H4K20me. Check-point d’antefase: En condicions d’estrés
mitotic, les cél-lules no progressen més enlla de profase, fallen en la condensacié dels cromosomes i queden aturades fins que les
condicions siguin favorables. Per aquesta aturada es requereix SirT2, les cél-lules deficients en SirT2 passen de profase a metafase,
pero presenten anomalies en la formacio del fus mitotic i en la condensacid dels cromosomes. Checkpoint del fus: En aquest punt de
control, la cél-lula s’assegura de que tots els cromosomes estan adequadament units al fus, fins que no sigui aixi I’APC/C no sera actiu
per a degradar proteines necessaries per la mitosi. SirT2 promou el pas de metafase a anafase activant I’APC/C. La capacitat d’aturar
el cicle en aquest punt és limitada. A vegades, tot i haver errors en la unié dels cromosomes al fus, les cél-lules avancen en el cicle
produint-se un Iliscament mitotic, en el que es comenga a replicar el DNA pero no hi ha una divisié completa de la cél-lula, fet que

condueix a aneuploidies i finalment a la mort mitotica.

controlador de la mitosi en diferents punts i la seva
activitat sobre H4K16Ac és important per la
progressié durant la fase S (Dryden et al., 2003;
North & Verdin, 2007b; Serrano et al., 2013;
Vaquero et al., 2006; Zhang et al., 2013).

Regulacié del cicle cel-lular a través d’altres

substrats:

A part de la regulaci6 del cicle a través del
citoesquelet i la cromatina, SirT2 controla el cicle
cel-lular a través d’altres substrats. ES creu que
mitjancant la desacetilacié de CDC20 i CDH1, SirT2
promou I’activacié de I’APC/C, pas imprescindible
per desencadenar la transicio de metafase a anafase.
Aixi doncs, I’activitat de SirT2 permet la degradacio
dependent d’APC/C de nombroses proteines amb
funcions diverses durant mitosi, com per exemple
Aurora A'i B, PLK1, Securina i Ciclina A2. Aquestes
proteines estan implicades en I’amplificacido dels
centrosomes, la mort cel-lular durant mitosi i1 1’arrest
del cicle cel-lular a metafase. Es proposa que SirT2,
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per mitja de la regulacid d’aquestes proteines
asseguraria la correcta progressio de la mitosi i
evitaria la formacio d’aneuploidies (Kim et al.,
2011). No obstant, en dos treballs independents, es
mostra que BUBRL1 és substrat de SirT2. BUBR1 és
un inhibidor de I’APC/C, i mentre que en un dels
estudis veuen com SirT2 promou I’estabilitzacio de
BUBR1 (North et al., 2014), en I’altre observen que
la desacetilacié de BUBR1 dependent de SirT2 no té
cap efecte sobre els nivells de la proteina (Suematsu
et al., 2014). De manera que el paper de SirT2 en el
control de la transici6 de metafase a anafase és font
de controveérsia fins al moment.

Tot i que SirT2 és majoritariament citoplasmatica
durant interfase i hi ha estudis que han demostrat el
continu transport de SirT2 del nucli cap a citoplasma
(North & Verdin, 2007a), es creu, que hi ha una
petita part de SirT2 que esta present al nucli durant
tot el cicle cel-lular. D’acord amb aixo, SirT2 té un
paper fonamental en la resposta a 1’estrés replicatiu
(RSR) que es ddna durant la fase S. En la RSR les
forquilles de replicaci6 s’aturen per dos motius
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principals: la forquilla de replicacio topa amb dany al
DNA, o per déficit en dNTPs. Fins al moment s’ha
relacionat SirT2 amb la RSR en dos punts diferents.
En el primer, SirT2 desencadena 1’activacidé del
checkpoint de la fase S dependent de replicacio
(checkpoint de replicacié) mediat per ATR. SirT2, en
resposta a I’estrés replicatiu, desacetila ATRIP a la
lisina 32 i en promou la uni6 a RPA-ssDNA. El
reclutament d’ATRIP-ATR a les regions de ssDNA
activa l’autofosforilaci6 d’ATR i la conseqiient
cascada de senyalitzacidé que porta a ’activacio del
checkpoint i a la recuperacié de les forquilles de
replicacio (Zhang et al., 2016). El segon punt on esta
implicada SirT2 és més corrent avall. Aqui SirT2
desacetila CDK9 a la lisina 48, activant la quinasa i
promovent la recuperacid6 de les forquilles de
replicaci6 i ’avangament del cicle cel-lular (Zhang et
al., 2013).

Tot i que la funcid principal de SirT2 és la regulacio
del cicle cel-lular a través de la modulaci6 del
citoesquelet, la cromatina i altres substrats relacionat,
li han estat assignades altres funcions, com la
participacio en la reparacié del dany al DNA o la
regulacié de certs factors de transcripcio, tenint
implicacions en processos de diferenciacio cel-lular o
en la via de I’apoptosi (Das, Lucia, Hansen, & Tyler,
2009; Han et al., 2008; Y. Jin et al., 2008; Jing,
Gesta, & Kahn, 2007; F. Wang, Nguyen, Qin, &
Tong, 2007). Ultimament també se li ha associat un
paper en el desenvolupament de malalties
neurodegeneratives (Outeiro et al., 2007).

SirT2 i reparaci6 de dany al DNA:

L’acetilacio del domini globular de la histona H3,
concretament de la lisina 56, H3K56Ac, juga un
paper molt important en la regulaci6 de
I’assamblatge de la cromatina durant la replicacio i la
reparacié del dany al DNA, el desassamblatge durant
la transcripcio i la supervivéncia cel-lular. L’enzim
responsable d’aquesta acetilacié és CBP/p300 (CBP,
a Drosophila; Rtt9 a llevat). CBP/p300 és reclutat als
llocs de replicacid del DNA per PCNA i amb 1’ajuda
de les xaperones ASF1 i CAF1, acetila i incorpora
H3K56Ac a la cromatina. Quan es produeix dany al
DNA, H3K56Ac augmenta i es localitza als llocs de

reparacid. SirT2 i en menor mesura SirT1, son les
responsables de la desacetilacio d’aquesta marca, un
cop la histona ha estat incorporada a la cromatina
(Das et al., 2009; Vempati et al., 2010; Yuan et al.,
2009). Aix0 no obstant, el paper de SirT2 en la
regulaci6 d’H3K56Ac durant la reparacio del DNA
és, fins ara, desconegut. En altres estudis, s’ha vist
que SirT2 regula la transcripcié dependent de p300,
regulant els nivells d’acetilacid i el reclutament de
p300 a la cromatina, perd si aquest procés té un
efecte sobre els nivells de H3K56Ac i sobre la
reparaci6 del DNA ¢és, encara, matéria d’estudi
(Black et al., 2008).

Requlacié de la transcripcio

SirT2, a través de la regulacio6 de diferents factors de
transcripcio, participa en el control del metabolisme,
la diferenciacié cel-lular, la resposta a I’estrés
oxidatiu i caloric i en la via de I’apoptosi, entre altres
processos (Wang et al., 2007). Per exemple, SirT2
actua com a regulador important de la diferenciacié
adipocitica i manté 1’homeostasi energética, a través
de la modulaci6 de [I’acetilacio/fosforilacio de
FoxO1. Aquest membre de la familia de factors de
transcripcio forkhead classe O té un efecte negatiu
sobre la diferenciacio adipocitica i ’adipogénesi. La
fosforilacié de FoxO1 dependent d’AKT, en resposta
a insulina, factors de creixement i citocines, promou
el seu transport de nucli a citoplasma, impedint la
seva tasca al DNA. SirT2, desacetila FoxO1, alterant
I’estat de fosforilaci6 i afavorint la localitzacid
nuclear, portant a la inhibicié de 1’adipogenesi. En
concordanca, SirT2 esta regulat a la baixa en els pre-
adipocits durant el procés de diferenciaci6 i a ’alca
durant la restriccid calorica (Jing et al., 2007; Wang
et al., 2007). En condicions d’estrés oxidatiu, SirT2
desacetila FoxO3a i activa ’expressio dels seus gens
diana, p27"", MnSOD (manganés superoxid
dismutasa) i BIM. Quan I’estres oxidatiu és moderat,
SirT2 promou I’aturada del cicle i la detoxificacid
cellular a través de Iexpressio dels factors p27 <™ i
MnSOD, respectivament. Quan D’estrés oxidatiu és
sever, SirT2 promou 1’activacié de 1’apoptosi, induint
I’expressio del factor proapoptotic BIM (Wang et al.,
2007). Contrariament, s’ha vist que SirT2 inhibeix la
mort cel-lular programada per la via de p53. SirT2
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desacetila p53 inhibint la transcripcio dels seus gens
diana (Jin et al., 2008). Alhora, SirT2 és acetilat per
p300, fet que disminueix I’activitat desacetilasa de
SirT2 i atura I’efecte inhibitori sobre p53 (Han et al.,
2008). En un estudi independent, veuen que, al
tractar linies cel-lulars de cancer de mama amb
inhibidors de SirT1 i SirT2, hi ha un augment de la
mort programada dependent de p53. Es a dir, que
SirT2 i SirT1, combinadament, mantenen els nivells
d’acetilaci6 de p53 baixos, inhibint la seva activitat
transcripcional sobre gens de la via de 1’apoptosi
(Peck et al., 2010). A més, SirT2 també participa en
la regulacié de NF-Kp, desacetilant la subunitat p65
d’aquest factor de transcripcio que controla processos
tan importants com el cicle cel-lular, 1’angiogénesi o
I’apoptosi (Karin & Lin, 2002; Rothgiesser et al.,
2010). Recentment, s’ha descrit un altre substrat
histonic, H3K18Ac, mitjancant la desacetilacio del
gual, SirT2 controla la transcripcio. En resposta a la
infecci6 per Lysteria monocytogenes, SirT2 és
translocada al nucli i dirigida a zones promotores
d’un determinat subgrup de gens, on desacetila
H3K18Ac reprimint la transcripcid i permetent el
control de la infeccid al bacteri (Eskandarian et al.,
2013).

SirT2 té una altra via més directa de controlar
I’expressio génica. A través de la desacetilacio
d’H4K16Ac a la regié promotora de gens, SirT2 en
reprimeix ’expressio. Aquest és el cas de nedd4, gen
gue codifica per una lligasa E3 d’ubiquitina que
promou la degradacié de 1’oncoproteina MYC. En
cel-lules de neuroblastoma i en cél-lules de cancer de
pancreas, SirT2 esta regulat a 1’alga per MYC.
Alhora, SirT2 desacetila H4K16Ac del promotor de
nedd4 i en afavorint
’estabilitzacio de la proteina MYC i la proliferacio
de les cél-lules canceroses (Liu et al., 2013).

reprimeix 1’expressio,

Requlacié del metabolisme independent de

transcripcio

Les sirtuines tenen un paper important en la regulacié
del metabolisme. Tot i ser una funcié poc estudiada
en SirT2, s’ha vist que modula [’activacio de la
gluconeogénesi a través de la regulacio de
I’estabilitat de PEPCKI1. El pas limitant de la
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gluconeogénesi és la transformacié del piruvat en
fosfoenolpiruvat, procés pel que es necessita 1’enzim
PEPCKI1. L’acetilaci6 de PEPCK1 per p300 promou
la seva degradacid, mentre que la desacetilacio per
SirT2, [Destabilitza. La regulaci6 de [Destat
d’acetilacio de PEPCK1 és sensible als nutrients. En
condicions d’alta quantitat de glucosa, SirT2 esta
regulada a la baixa i conseqiientment, es promou la
degradaci6 de PEPCK1, inhibint-se la via
gluconeogeénica (Jiang et al., 2011).

Tot el mencionat en aguest apartat, destaca el paper
de SirT2 com a regulador d’una xarxa de proteines
implicades en el manteniment de la integritat
genomica i la supervivencia cel-lular. En resum,
SirT2 participa en el manteniment de 1’estructura de
la cromatina al llarg del cicle cel-lular, en la
regulacié del citoesquelet i la segregacio dels
cromosomes durant mitosi i en la correcta progressio
del cicle cel-lular. En condicions d’estrés, dependent
del tipus d’estimul i de la intensitat, SirT2 modula
diferents vies per assegurar la supervivéncia cel-lular
0 condueix cap a la mort cel-lular programada,
preservant la integritat gendmica. Tot apunta a que
SirT2 és un gen supressor tumoral, i aixi ho
corroboren la majoria d’estudis on es veu que SirT2
esta regulat a la baixa en diferents tipus de cancer
com glioma, neuroblastoma, melanoma, cancer
gastric, carcinoma hepatocel-lular i cancer de mama
(Hiratsuka et al., 2003; Kim et al., 2011; Lennerz et
al., 2005; Serrano et al., 2013). Contrariament, dades
provinents d’estudis en cel-lules de cancer pancreatic
i neuroblastoma amb MYC alterat, mostren que en
aquests tipus de cancer SirT2 pot estar regulat a
I’alga (Liu et al., 2013). A més, en un estudi recent
amb pacients de cancer de mama, es mostra que
dependent del grau de desenvolupament del tumor,
SirT2 esta regulat a I’al¢a o a la baixa i pot tenir un
paper positiu 0 negatiu en la prognosi de la malaltia
(Mcglynn et al., 2013). En cancer colorectal, la
pérdua de SirT2 causa resistencia als tractaments
dirigits contra la via de les MAP quinases (Bajpe et
al., 2014). Aixi doncs, SirT2 sembla tenir un paper
dual en cancer. Encara que la majoria d’evidéncies
I’encasellen com a supressor tumoral, seran
necessaris mes estudis per acabar de perfilar la funcid
de SirT2 en determinats cancers humans. Aquests
estudis seran critics per desenvolupar noves



INTRODUCCIO

estrategies terapeutiques per un tractament eficient
del cancer.

7. Relacio funcional entre H4K16Ac
i H4K20me

Son varies les evidencies que permeten afirmar que
I’acetilaci6 d’H4K16 i la metilaci6 d’H4K20 estan
intimament relacionades i que juguen un paper
conjunt en la progressio del cicle cel-lular i en el
manteniment de la integritat gendomica. Un dels
primers vincles observats entre aquestes dues
marques prové de Drosophila, on els cromosomes X
hiperactivats dels mascles d’aquesta espécie mostren
alts nivells d’H4K16Ac i baixos d’H4K20mel
(Nishioka et al., 2002). A mamifers, el cromosoma X
inactivat de les femelles conté alts nivells
d’H4K20mel 1 com a conseqiiencia baixos
d’H4K16Ac. Estudis in vitro van demostrar que
I’acetilaci6 d’H4K16 impedia la monometilacio
d’H4K20 i a la inversa (Nishioka et al., 2002;
Serrano et al., 2013).

Funcionalment, H4K16Ac i H4K20mel sbn
discriminatories entre elles en la majoria dels
processos observats (Fig.16). El primer fet que ho
demostra és el paper d’aquestes marques en la
compactaci6 de la cromatina. Per una banda,
H4K16Ac impedeix la formacié d’estructures
compactes de cromatina in vitro (Robinson et al.,
2008; Shogren-Knaak et al., 2006). En canvi,
H4K20mel és necessari per a la compactacié de la
cromatina fins a cromosoma metafasic (Oda et al.,
2009; Rice et al., 2002). En concordanga amb aixo,
aquestes dues marques presenten una regulacio
inversa durant el cicle cel-lular. Durant G2/M, SirT2
és transportada al nucli, on és reclutada a la
cromatina per desacetilar PR-SET7 i H4K16Ac
(Serrano et al., 2013; A Vaquero et al., 2006). La
desacetilacio d’H4K16 durant G2/M és necessaria
per la subsegiient monometilacié d’H4K20 per PR-
SET?7 i per a la correcta compactacio de la cromatina
fins a cromosoma metafasic (Nishioka et al., 2002;

Robinson et al., 2008; Serrano et al., 2013; Shogren-
Knaak et al., 2006). SirT2 roman unida a la
cromatina fins metafase, mantenint els nivells
d’H4K16Ac baixos i coincidint amb el pic en els
nivells d’H4K20mel (Houston et al., 2008; Rice et
al., 2002; Vaquero et al., 2006). No obstant, 1’aparent
necessitat de que es produeixi la desacetilacid
d’H4K16Ac per a que es pugui
monometilaci6 d’H4K20 i en conseqiiencia la
compactacié de la cromatina, no sembla ser un
requeriment essencial, al menys durant tot el cicle
cel-lular. Aixi ho mostra la sobrexpressio d’un
mutant de degradacié de PR-SET7. Quan PR-SET7
no és degradat durant la fase S, els nivells
d’H4K20mel augmenten durant aquesta fase i es
desencadena la compactaci6 prematura de la
cromatina, tot i que els nivells d’H4K16Ac soén
elevats (Centore et al., 2011). Els estudis per
determinar el paper d’H4K16Ac en la compactacio
de la cromatina, fets fins al moment en cél-lules mare
embrionaries, no treuen I’aigua clara. En un dels
treballs suggereixen que la pérdua d’H4K16Ac no
correlaciona amb una major compactacié de la
cromatina (Taylor et al., 2013), contrariament, en
I’altre estudi veuen que la pérdua de MOF implica la
compactacio de la cromatina (Li et al., 2012).

donar la

La regulacié dels nivells d’H4K20mel durant mitosi
té incideéncia directa sobre els nivells d’H4K20me2/3
en totes les fases del cicle cel-lular (Serrano et al.,
2013), doncs H4K20mel serveix de substrat a
Suv420h1/2 durant el final de mitosi i principi de G1
per di- i trimetilar H4K20 (Schotta et al., 2004,
2008). El fenotip derivat de la regulacié aberrant
d’H4K20mel en les cél-lules sirt2”, coincideix amb
els defectes propis de la desregulacio d’H4K20me?2 i
H4K20me3, és a dir, problemes en la replicacio per
possibles errors en el licensing dels origens de
replicacio (H4K20mel-3), deficiéncia en la reparacio
del DNA (H4K20mel-2) i desestructuracio de
regions heterocromatiques (H4K20me3), i com a
consequencia una demora en sortir de la fase G1, un
escurgament de la fase S i finalment 1’augment de la
inestabilitat genomica (Schotta et al., 2004; Serrano
et al., 2013; Tardat et al., 2010). A més, el vincle
funcional entre SirT2 i PR-SET7 esta lligat a la
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Figura 16. Funcions d’H4K16Ac vs H4K20me. L’acetilaci6 d’H4K 16 (representada amb els triangles blaus) desenvolupa diferents
tasques afavorint la transcripcid i ’estat d’obertura de la cromatina. Mentre que la metilacio d’H4K20 (representats amb un, dos 0 tres
pentagons liles segons els estats mel, me2 o me3, respectivament) esta implicada en els mateixos processos perd en la direccié

oposada.

resposta a l’estrés. Sota aquestes condicions, els
nivells d’H4K20mel durant G2/M incrementen de
manera dependent de SirT2. En concordanga, les
cél-lules deficients en SirT2 tenen nivells
d’H4K20me1 més baixos i no s’aturen en la transicio
G2/M quan s’indueix dany, fet indicatiu del paper de
SirT2 i H4K20mel en el checkpoint de G2/M
(Serrano et al., 2013).

Una altra funcié en la que aquests dues marques
semblen ser excloents és en la regulacié de la
transcripcio. Mentre HAK16Ac es troba en promotors
i cossos de gens transcripcionalment actius
(Horikoshi et al., 2013; Li et al., 2012; Taylor et al.,
2013) i correlaciona amb [I’activacié de la
transcripcié (Akhtar & Becker, 2000; Lavender et al.,
1994; Li et al., 2012) H4K20 metilada es troba en
regions silenciades com  zones  repetitives,
transposons o cromatina pericentromeérica i en termes
generals, se [’associa a silenciament génic
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(Karachentsev et al., 2005; Martens et al., 2005).
Diferents laboratoris han identificat a llevat,
I’activitat desacetilasa d’H4K16Ac de Sir2p, junt
amb Sir3 i Sir4, com un component essencial per al
silenciament de la cromatina als telomers i als Ilocs
del mating type (Braunstein et al., 1993; Carmen et
al., 2002; Imai et al., 2000). En aquesta linia, s’ha
vist que H4K16Ac i H4K20me regulen de manera
oposada I’activitat de la RNA Pol Il. Per a que es
doni I’inici de la transcripcid, factors remodeladors
de la cromatina com SWI/SNF, son reclutats a través
dels seus dominis bromo a zones promotores de gens
marcades amb histones acetilades, en particular
H4K16Ac. Aquests complexes son capagos d’alterar
I’estructura dels nucleosomes i modificar la quantitat
de DNA que hi ha a la superficie de 1’octamer
d’histones, augmentat I’accessibilitat de proteines
d’uni6 al DNA com els factors de transcripcid i la
RNA Pol Il (Boeger et al., 2003; Hassan et al., 2007,
2001; Schones et al., 2008). La RNA Pol Il esta
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controlada a nivell de reclutament, d’iniciacio,
elongacié i terminacié de la transcripcio. Un cop
reclutada a la cromatina i iniciada la transcripcid, en
molts gens es produeix el fenomen de pausa de la
RNA Pol Il (Bernstein et al., 2006). Durant aquesta
pausa, tot i haver-se activat la transcripcid no es
produeix transcrit, fins que la RNA Pol Il no és
alliberada. S’ha vist que en les regions on es
produeix [D’aturada de la transcripcid6 hi ha
enriqguiment en  H4K20me3. La  preséncia
d’H4K20me3 impedeix que MOF acetili H4K16 en

Model A

Radiacié ionitzant

ATM

ATM

ATM

Gupta et al. 2008; Li et al. 2010; Sharma et al. 2010;
Peietal.2011; Gupta etal. 2014

aquestes zones. L’acetilacio d’H4K 16 permet la unio
del complex BRD4/pTEFDb, necessari per a que la
RNA Pol II continui amb ’elongacid. Aixi doncs, per
a l’alliberacio de la RNA Pol II de la pausa és
necessari el pas d’H4K20me3 a H4K16Ac (Kapoor-
Vazirani et al.,, 2011). Per una altra banda,
L3MBTL1, proteina coneguda per a la seva activitat
repressora de la transcripcié de diferents gens, és
reclutada a la cromatina d’una manera dependent
d’H4K20mel (Trojer et al., 2007).

Model B

Radiaci6 ionitzant

ATM

\
- B>
e &: o
|

ATM

T

HDAC

-1
l

Miller et al. 2010; Hsiao & Mizzen 2013

Figura 17. Reclutament de 53BP1 en la resposta al dany al DNA. Es representen les dues possibles vies per les quals 53BP1
reconeix i s’uneix a H4K20me2 en els llocs de dany del DNA. Model A, L’activacio d’ATM en resposta a dany promou la fosforilcid
d’H2AX, MDC1 i MOF. MOF acetila H4K 16 i MDCI1 és reclutat a la cromatina. MMSET fosforilat per ATM és reconegut per MDC1
i reclutat als llocs de dany, on dimetila de novo H4K20me, permetent I’ancoratge de 53BP. Model B, En resposta a dany, ATM
fosforila H2AX i MDCL1. Una activitat desacetilasa és reclutada a la cromatina i desacetila H4K16Ac, deixant al descobert H4K20me2

i permetent la uni6 de 53BP1.
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Tot i que en termes generals sembla que Ila
distribucié d’H4K20 sigui totalment antagonista a la
d’H4K16Ac, hi ha exemples en els que aquesta
incompatibilitat no és tan clara, i fins i tot en alguns
casos poden arribar a coexistir. Aixi s’ha vist en un
estudi amb cél-lules d’eritroleucémia, en el que
H4K20mel i H4K16Ac colocalitzen en determinats
gens actius (Talasz et al., 2005). En concordanga,
altres estudis mostren que H4K20mel és present al
cos de gens actius i participa en 1’elongacié de la
transcripcid. En aquests treballs perd, no s’ha mirat
I’estat d’acetilacio d’H4 (Barski et al., 2007; Vakoc
et al., 2006). Per una altra banda, en un estudi en
ESCs, es mostra que la presencia de MOF i
H4K16Ac a la regio codificant dels gens correlaciona
amb repressid de la transcripcid. Durant el procés de
diferenciacio, els nivells de MOF i H4K16Ac
disminueixen i s’activa I’expressié d’aquests gens (Li
etal., 2012).

Els experiments in vitro de Nishioka i col-laboradors
van mostrar que la metilaci6 d’H4K20 impedia
I’acetilacio d’H4K16. Aquests experiments van ser
fets amb peéptids sintétics i 1’enzim utilitzat va ser
p300 (Nishioka et al.,, 2002). Aix0 no permet
assegurar que en un context de nucleosoma i essent
MOF Dacetiltransferasa no es produis 1’acetilacio.
Un altre estudi que mostra 1’antagonisme entre
I’acetilacio de K16 i la metilacié de K20 va ser fet
per Serrano i col-laboradors, on suggereixen que
I’acetilacio de K16 impedeix la monometilacio de
K20 in vivo, durant mitosi i de manera global
(Serrano et al., 2013). Per tant, tampoc permet
assegurar que aquest efecte es doni a la resta de fases
del cicle cel-lular i en totes les regions del genoma.
Contrariament, s’ha vist que MOF, quan forma part
del complex MSL, és reclutat a la cromatina a través
del reconeixement d’H4K20mel/me2 pel domini
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chromo de MSL3 (Moore et al., 2010; Pesavento et
al., 2008). El conjunt d’aquestes dades suggereix que
H4K16Ac inhibeix H4K20mel durant mitosi, que
H4K20me inhibeix [’acetilaci6 d’H4K16 de Ila
mateixa histona, i que en determinades circumstan-
cies, la metilacié6 d’H4K20me pot arribar a afavorir
I’acetilacio d’H4K16.

Una funci6é molt important atribuida a H4K20me2 és
la participacio en el reclutament de 53BP1 durant la
DDR (Botuyan et al., 2006; Sanders et al., 2004). Hi
ha un gran debat sobre com 53BP1 discerneix entre
els llocs de trencament, ja que els nivells
d’H4K20me2 estan distribuits per tot el genoma.
Alguns proposen que en resposta a dany, MMSET
dimetila de novo H4K20 en els llocs de trencament
(Pei et al., 2011), altres suggereixen que I’acetilacid
d’H4K16 en la mateixa molécula d’H4 impedeix el
reconeixement d’H4K20me2 per 53BP1 i que és
necessaria la desacetilacié de K16Ac localitzada en
els llocs de dany per a la unié de 53BP1 al
H4K20me2 preéviament establert per PR-SET7 i
Suv420h1 (Fig. 17) (Hsiao & Mizzen, 2013; Miller et
al., 2010). ElI model proposat per Hsiao i
colaboradors  contradiu  varis  estudis  fets
anteriorment, no només en quant a H4K20me2, sin6
a H4K16Ac. En la majoria d’estudis publicats, els
nivells d’H4K16Ac després d’induir  dany
augmenten, fet que es creu que és necessari per al
reclutament de MDCI1 per y-H2AX (Gupta et al.,
2008; Gupta et al., 2005; Li et al., 2010; Sharma et
al., 2010). No obstant, un possible motiu d’aquestes
discrepancies sigui el temps esperat després del dany
en que s’han dut a terme els experiments.

Finalment, no s’exclou la possibilitat de que durant la
DDR hi hagi una remodelacié de la cromatina als
llocs de dany que permeti el reconeixement
d’H4K20me?2 per 53BP1.
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OBJECTIUS

En el moment que es va iniciar aguest projecte,
comencgaven a emergir evidencies que relacionaven
SirT2 amb la progressio del cicle cel-lular des del
punt de vista de la cromatina (Serrano et al., 2013; A
Vaquero et al., 2006). D’aquesta manera, la
desacetilaci6 d’H4K16Ac per SirT2 durant mitosi
tenia conseqiiéncies sobre la metilacio d’H4K20 i la
progressié per altres fases del cicle cel-lular. En
particular, el control d’H4K20mel dependent de
SirT2 havia estat relacionat amb [’activacio del
checkpoint de G2/M en resposta a estres, tot i que els
mecanismes involucrats en [D’aturada del cicle
cel-lular eren del tot desconeguts.

En conseqiiéncia, 1’objectiu principal del treball que
aqui es presenta va ser estudiar el paper de SirT2 en
la transicio G2/M i la seva coordinaci6 amb la
maquinaria regulatoria del checkpoint.

Per tal de duu a terme el propdsit principal, es va
dividir la Tesi doctoral en els seglents objectius
especifics:

1. Caracteritzar el possible mecanisme de
regulacié entre SirT2 i MOF en el control
d’H4K16Ac durant G2/M.

2. Confirmar I’impacte de la regulacid
d’H4K16Ac durant G2/M sobre la metilacio
d’H4K20.

3. Determinar el paper de SirT2 i MOF en

I’entrada a mitosi i la seva implicaci6 en el
manteniment de 1’estabilitat genomica.
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1. Ratolins

Tots els estudis i procediments experimentals amb
animals han estat realitzats d’acord amb el Real
Decret 53/2013 del govern espanyol (transposicié de
la directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu
relativa a la proteccié dels animals utilitzats per
finalitats cientifiques) i sota I’aprovacié del comité
¢tic d’experimentaci6 animal de I’Institut de Recerca
Oncologica-IDIBELL.

1.1. Ratolins knockout de sirt2

Les ESCs (cél-lules embrionaries de ratoli, de les
sigles en anglés) i els ratolins originals sirt2” van ser
generats pel laboratori del Dr. Alt. No obstant, els
ratolins sirt2”” C57BL/6 utilitzats en els nostres
experiments provenen del laboratori del Dr. Tong, on
van fer servir les ESCs originals per generar-los. Per
obtenir les ESCs originals, es va dissenyar un vector
dirigit a reemplagar els exons 5, 6 i part de I’ex6 7
del gen de sirt2 muri per un cassette de resisténcia a
neomicina (neo) flanquejat per sequéncies loxP.
Agquest constructe va ser electroporat en ESCs TC1 i
les cél-lules que el van recombinar correctament van
ser seleccionades i comprovades per Southern
blotting. Posteriorment, els clons positius, van ser
transfectats amb un plasmid amb la recombinasa Cre
per eliminar el gen de neomicina. Les ESC que
exitosament van recombinar i eliminar el gen neo,
van ser injectades en blastocists C57BL/6 i els
mascles quimera resultants, es van creuar amb
femelles 129/Sv. Aquests ratolins van ser
retrocreuats amb C57BL/6 durant 8 generacions per
produir els homozigots sirt2” amb fons genétic
homogeni. Per la genotipaci6 dels ratolins, el DNA
va ser extret dels forats de les orelles i posteriorment
es va realitzar una PCR estandard d’acord amb els
meétodes descrits més endavant. La genotipacio del
gen sirt2 dels ratolins sirt2"" genera dos productes de
PCR, un de 538 pb que correspon a I’al-lel WT i un
de 700 pb que correspon a I’al-lel KO (Fig. R15).

1.2. Ratolins knockout de mof

Els ratolins knockout condicionals de mof
(mof®lox/cre) son una concessié del laboratori de la
Dra. Voss. Aguest ratolins van ser generats
mitjangant el creuament d’un mascle mof®’*
(Thomas et al., 2008) amb una femella CAGG-cre-
ERTM™ (Hayashi & Mcmahon, 2002). Per la
genotipacio dels ratolins, el DNA va ser extret dels
forats de les orelles i posteriorment es va realitzar
una PCR estandard d’acord amb els métodes descrits
més endavant. Els ratolins mof™* generen dos
productes de PCR, un de 422 pb que correspon a
I’al-lel WT i un de 509 pb que correspon a I’al-lel
amb les sequencies loxP. La genotipaci6 del gen cre
ddna un producte de PCR d’aproximadament 300 pb.

Els ratolins mof'®/'* es van generar per recombinacié

homologa. EI gen muri de mof es va clonar en el
vector pL253. Es va introduir una sequéncia loxP
entre els exons 1 1 2, i un cassette d’expressio de
resistencia a neomicina flanquejat per sequiencies frt i
amb un lloc loxP a I’extrem 3°, entre els exons 51 6.
Aquest constructe va ser electroporat en ESCs Bruce
4 i els clons positius van ser seleccionat. Els ratolins
guimera fundadors van ser creuats durant al menys 8
generacions per a obtenir una soca 100% C57BL/6.

Els ratolins CAGG-cre-ERTM™  expressen una
proteina de fusid entre la recombinasa Cre i un
receptor d’estrogens mutat (ERTM) en el seu domini
d’uni6 al lligand. Aquesta mutacio evita la unié al
seu lligand natural (estradiol), pero permet el
reconeixement del metabolit actiu del tamoxife, el 4-
OH-Tamoxife. La fusi6 de Cre amb ERTM porta al
segrest citoplasmatic de Cre per Hsp90, evitant la
seva activitat recombinasa al nucli. En canvi, el
tractament amb 4-OH-Tamoxife porta a la disrupcid
de la interacci6 amb Hsp90, permetent I’accés de
Cre-ERTM al nucli i iniciant la recombinacio de les
sequencies loxP.

El tractament amb tamoxifé dels ratolins
mof®lox/cre genera un al-lel de mof mutant per
eliminacio de la regié compresa entre 1’exd 2 i I’exo
5. El splicing de I’ex6 1 amb el 6 resulta en un
trencament de la pauta de lectura que es tradueix en
una proteina que conté els 57 primers aminoacids de
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MOF. Degut a que aquesta regié no inclou cap
domini funcional de MOF, es considera que aquest
al-lel és nul (mof”). L’administraci6 de tamoxifé als
ratolins es va donar oralment durant 7 dies, en dosis
de 6mg/40mg pes animal. Els animals van ser
sacrificats a les dues setmanes després de finalitzar la
ltima administracié. La induccié del knockout en
cel-lules es va fer mitjangant 1’administracié del
metabolit actiu, 4-OH-tamoxife, cada 24 hores durant
72 hores a una concentraci6 final d’1uM. El medi de
cultiu es canviava cada 48 hores. La genotipaci6 per
PCR estandard també permet detectar la pérdua de
mof. El producte de I’al-lel delecionat té una mida de
277 pb (Fig. R16).

Solucions: EI tamoxifé Sigma T5648 va ser preparat
a una concentraci6 de 30mg/ml en oli de blat de
moro. Abans de 1’administracio va ser escalfat a 55°C
durant 30 minuts en agitaci6. El 4-OH-tamoxifé
Sigma H7904 es va dissoldre en metanol a una
concentracié de 26mM.

1.3. Ratolins doble knockout de sirt2 i
mof

Tant la colonia de ratolins de sirt2 com la de
mof'®lox/cre tenien fons genétic C57BL/6, aixi que
per generar la colonia doble knockout (DKO) vam
creuar femelles sirt2” amb mascles mof'*"*/cre.
Després de 5 retrocreuaments vam considerar que la
nova colonia era estable. L’heterogeneitat genetica
obtinguda (sirt2”/mof™"*/cre, sirt2" /mof*"*/cre,
sirt2”"/mof™"icre,  sirt2”/mof™/cre,  sirt2*”

Imof®*/cre, sirt2”*/mof™*/cre, sirt2”/mof**/cre,
sirt2"/mof**/cre, sirt2"*/mof*"*/cre, sirt2”/mof®/°x,
sirt2 /mof ™% sirt2"*/mof ™' sirt2"/mof’*,

sirt2*/mof ™, sirt2"* /mof ™", sirt2”/mof*’"*, sirt2""
mof™, sirt2*"*/mof*™*) i la impossibilitat d’utilitzar
femelles cre per a criar degut a que abandonaven a
les camades, va dificultar el manteniment de la
colonia DKO i I’obtencio dels animals per als estudis
i experiments planejats. Pels experiments hem fet
servir els genotips: sirt2**/mof™*/cre, com a WT i
control de I’expressio de cre després del tractament
amb tamoxifé; sirt2”/mof"*/cre, com a KO de sirt2
i com a DKO de sirt2 i mof després del tractament
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amb tamoxifé; i sirt2”*/mof®"*/cre, com a KO de
mof després del tractament amb tamoxife.

2. Cultius Cel-lulars

Fibroblasts embrionaris de ratoli
primaris

2.1.

Els fibroblasts embrionaris de ratoli (MEFSs) sén
derivats  dels  embrions  sirt2"*mof**cre,
sirt2™*/mof™"/cre i sirt2”/mof'*"/cre del dia de
gestacid E13.5. El cord6 d’embrions va ser extret de
la mare i submergit en PBS (GIBCO) amb antibiotic-
antimicotic (Sigma A5955). Cada sac embrionari va
ser individualitzat i tractat com una linea cel-lular
independent. Per a la digestié dels embrions es va
submergir el cos, descartant el cap i el fetge, en 1ml
de tripsina-EDTA 0.125% (GIBCO) i es va incubar
durant tota la nit a 4°C. Al dia seglient es van
vortexar els embrions parcialment digerits i es van
plaquejar en plaques de 100 mm. Els MEFs es van
créixer i mantenir en Dulbecco’s Eagle’s Medium
(DEMEM-GIBCO) suplementat amb 100 unitats /ml
de penicil-lina/estreptomicina, aminoacids no
essencials (Glicina, L-Alanina, L-Asparagina, Acid
L-Aspartic, Acid L-Glutamic, L-Prolina, L-Serina)
(GIBCO), 1mM piruvat sodic (Sigma S8636) i 10%
serum fetal bovi (FBS). Es van cultivar a 37°C i 5%
de CO,, Els experiments amb MEFs primaris es van
fer amb passes inferiors a 5. A partir del passe 10 es
van considerar MEFs immortalitzades.

2.2. Linies cel-lulars

- HeLa: Linia derivada de cél-lules de cancer de
Cervix.

- NIH 3T3: Fibroblasts embrionaris de ratoli derivats
de la linia cel-lular aillada d’embrions NIH Swiss al
1962 a la New York University School of Medicine
Department of Pathology.

Aquestes linies cel-lulars es van cultivar en DMEM
(GIBCO) suplementat amb 10% FBS (GIBCO) a
37°C i 5% de CO,,
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2.3. Procediments cel-lulars

2.3.1. Transfeccio

Les cél-lules HeLa, NIH3T3 i MEFs immortalitzades
es van transfectar amb diferents vectors d’expressid
en mamifers utilitzant polietilenimina  (PEI)
(Polysciences Inc 23966). La mescla de DNA es va
fer amb DMEM utilitzant 4ul de PEI 1mg/ml per 1pg
de DNA i es va incubar 5 minuts abans d’afegir-la a
les cél-lules en cultiu.

Plasmids utilitzats en les transfeccions:

pcDNA4/TO-HA
pcDNA4/TO-SirT2-HA
pcDNA4/T0-Gal4-SirT2
pcDNA4/T0-PP2AR1-HA
pcDNA4/T0-Ub-HA

(cedit per la Dra. Piwnica-Worms)
pcDNA4/T0-MOF-HA
pcDNA4/T0-MOFG326E-HA
pcDNA4/T0-MOFK113,116,175R-HA
pcDNA4/T0-MOFS348A-HA
pcDNA4/TO-MOFAH-HA
pcDNA4/TO-MOFAC-HA
pcDNA4/TO-MOFHAT-HA

PCMV4-FLAG
EcoRVhMOF U
pcDNA4/TO-MOF-HA EcoRVhMOF L
MOF BamHI-F
PcDNA4/TO-MOFAH-HA MOF EcoRV-R

BAMHICHROMOMOF _F
Sall CHROMO_MOF R
BAMHI_HAT MOF _F
Sall HAT MOF R

pcDNA4/TO-MOFAC-HA

pcDNA4/TO-MOFHAT-HA

F_Kpnl_MOF
pCMV4-FLAG-MOF R_BamHI_MOF

MOF BamHI-F
PcDNA3-MOF-myc MOF ECORV-U

MOF S348A F
pcDNA4/TO-MOFS348A-HA MOF S348A R

pcDNA4/T0-MOFK113-116R- MOF K116R/K113R F
HA MOF K116R/K113R R

MOF K175R F
pcDNA4/TO-MOFK175R-HA MOF KL7eR R

MOF_G326_F
pcDNA4/TO-MOFG326E-HA MOF Gaze R

Taula M1. Primers utilitzats per clonatges i mutagénesi dirigida

pCMV4-FLAG-SIrT2
pCMV4-FLAG-SirT2H187Y
pCMV4-FLAG-PRSET7
pCMV4-FLAG-MOF
pcDNA3-myc
pcDNA3-MOF-myc

2.3.1.1. Clonatges i mutagénesi dirigida

MOF-HA va ser subclonat en el plasmid
pcDNA4/TO-HA a partir de la segiiéncia de MOF
continguda en el plasmid pGEX-MOF-GST, cedit
per la Dra. A. Akhtar.

Els mutants de MOF, MOFAH, MOFAC, MOFHAT
van ser subclonats en el plasmid pcDNA4/T0-HA a
partir de la sequencia de MOF continguda en el
plasmid pcDNA4/T0-MOF-HA.

FLAG-MOF va ser subclonat en el plasmid pCMV4-
FLAG a partir de la sequéncia de MOF continguda
en el vector pcDNA4/T0-MOF-HA.

MOF-myc va ser cubclonat en el plasmid pcDNA3-
myc a partir de la sequéncia de MOF del vector
pcDNA4/TO-MOF-HA.

Els primers utilitzats pels clonatges i la mutagénesis
dirigida de MOF es troben especificats a la taula M1.

GCCGATATCATGGCGGCACAGGGAGCTGCTGCG
CGGGGATATCGGCTTCTTGGAGAGCTTGACTTGCTTGTG
GCCGGATCCATGGCGGCACAGGGAGCTGCTGCG
CGGGGATATCGCTGTGGTGGGGTCCATCTCTGC
GGATCCCCCGCGGCGAGCCGGAAGTC
GTCGACCTTCTCTGAGTTCTTCTGTA
GGATCCCCCAAGGTGAAGTATGTGGACA
GTCGACACGTGCTGGCCCTTCCAGTA
CGGGTACCAATGGCGGCACAGGGAGCTGCT
ATGGATCCCGTCACTTCTTGGAGAGCTTGA
GCCGGATCCATGGCGGCACAGGGAGCTGCTGCG
CGGGGATATCGGGCTTCTTGGAGAGCTTGACTTGCTTGT
AGCACAGTCGGCGCCCCGGAGAAGCC
GGCTTCTCCGGGGCGCCGACTGTGCT
CGCTGACCCGGACAGTGCGGGATGCTGTACA
TGTACAGCATCCCGCACTGTCCGGGTCAGCG
AGGCGATCACCCGGGTGAAGTATGTGGACAA
TTGTCCACATACTTCACCCGGGTGATCGCCT
CCTACCAACGCCGGAATACGGGAAGTTCCTC
GAGGAACTTCCCGTATTCGCGGCGTTGGTAGG

73



MATERIALS I METODES

2.3.2. Procediment de sincronitzacio

Les cél-lules HeLa van ser sincronitzades mitjangant
el doble bloqueig de timidina (Sigma T1895): Primer
bloqueig amb tractament de 4mM de timidina durant
14 hores, posteriorment es van cultivar les cél-lules
en medi fresc durant 10 hores, i el segon bloqueig es
va fer durant 14 hores més amb 4mM de timidina.
Finalment el medi va ser reemplacat per medi fresc i
es va comptabilitzar aquest punt, on les cél-lules es
troben aturades a la interfase G1/S, com a temps O.
Les cél-lules van ser recollides en diferents temps
amb la finalitat d’obtenir cél-lules en fase S, G2/M i
fase G1. L’estadi del cicle cel-lular va ser determinat
per citometria de flux mitjangant la quantificacié del
iodur de propidi incorporat. Protocol detallat més
endavant.

2.3.3. Tractaments cellulars

Tractaments d’estrés oxidatiu: Els MEFs van ser
tractats amb H,0, 100uM durant 1hora.

Tractament amb inhibidors d’HDACs: Tractament
amb nicotinamida (Sigma N3376) 2mM dissolta en
H,0 durant 24 hores. Transcorregut aquest temps es
canvia el medi i es torna a tractar amb nicotinamida i
Trichostatin A (TSA) (Sigma T8552) 1uM dissolt en
DMSO durant 3 hores.

Tractament amb inhibidor del proteosoma (MG-132
(Sigma 133407826)): Per I’estudi de la degradacio
proteica a través del proteosoma es van tractar les
cel-lules amb 5uM de MG-132 12 hores després de la
transfeccid, i van ser incubades amb 1’inhibidor
durant 12 hores més.

Tractament amb inhibidor de sintesi proteica
(ciclohexamida (Sigma 01810)): Les cél-lules van ser
tractades a les 48 hores de la transfeccio amb
100pg/ml de ciclohexamida durant 0, 1 i 3 hores.

Per a la detecci6 dels focus de PR-SET7 per IF, els
MEFs van ser préviament tractats amb MG-132
15uM durant 1 hora.
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3. Procediments amb proteines

3.1. Extractes proteics i fraccionament

cel'lular

- Extracte total per deteccié de nivells proteics:

Els pellets cel-lulars van ser directament resuspesos
en Buffer Laemmli (2% SDS, 10% glicerol, 60mM
Tris pH6.8, 0.01% Blau de bromofenol) mitjancant
sonicacio durant 20 segons amb sonicador d’agulla.

- Extracte total per co-immunoprecipitacié:

Els pellets cel-lulars es van resuspendre en buffer
RIPA (50mM Tris pH 7.8, 150mM NacCl, 0.5% acid
deoxicolic, 0.1% SDS, 1% NP-40) amb 50 unitats de
Benzonasa (Sigma E1014) per cada 5X10° cél-lules i
es van incubar durant 4 hores a 4°C. Posteriorment es
van centrifugar els extractes durant 10 minuts a
7000g i es va guardar el sobrenedant com a extracte
proteic total.

- Fraccionament cel-lular per a deteccié de nivells
proteics:

Per a aquesta extracci6 es va utilitzar una
modificacio del métode Dignam (Dignam, Lebovitz,
& Roeder, 1983). El pellet cel-lular va ser resuspés
en Buffer A (10mM Tris pH7.8, 10mM KCI, 1.5mM
MgCl,) i incubat durant 10 minuts en gel. L’extracte
va ser vortexat i centrifugat a maxima velocitat
durant 1 minut a 4°C. El sobrenedant es va recollir
com a la fraccio citoplasmatica. El pellet va ser
resuspés en Buffer C (10mM Tris pH7.8, 420mM
NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.2mM EDTA, 25% glicerol) i
incubat durant 20 minuts en gel. Posteriorment es va
vortexar 1 centrifugar ’extracte a maxima velocitat
durant 5 minuts a 4°C. Es va recollir el sobrenedant
com a fraccio soluble nuclear. Per aconseguir
I’extracte soluble total, es va mesclar la fraccio
citoplasmatica amb la nuclear. Per obtenir la fraccio
de proteines unides fortament a la cromatina (fraccié
de cromatina) el pellet es va rentar un cop amb
BC500 (10mM Tris pH7.8, 0.5mM EDTA, 0.1mM
PMSF, 0.1mM DTT, 10% glicerol, 500mM
KCI)+0.05%NP-40 i posteriorment va ser resuspes
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en Buffer Laemli (2% SDS, 10% glicerol, 60mM
Tris pH6.8, 0.01% Blau de bromofenol) mitjancant
sonicacié amb agulla durant 20 segons.

- Fraccionament cel-lular per co-immunoprecipita-
cio:

Es va seguir el métode de Dignam modificat mencio-
nat a 1’apartat anterior. Un cop obtingut el pellet de
cromatina, es va rentar un cop amb BC500mM
(10mM Tris pH7.8, 0.5mM EDTA, 0.1mM PMSF,
0.ImM DTT, 10% glicerol, 500mM KCI)+0.05%
NP-40. Posteriorment es va resuspendre en Buffer
RIPA (50mM Tris pH 7.8, 150mM NaCl, 0.5% acid
deoxicolic, 0.1% SDS, 1% NP-40) amb Benzonasa
(Sigma E1014) a ra6 de 50unitats per cada 5x10°
cel-lules i es va incubar 4 hores a 4°C en agitacio.
L’extracte va ser centrifugat durant 10 minuta a
7000g. Es va obtenir el sobrenedant com a fraccio de
cromatina.

3.2. Western blot

Les mostres es van carregar en gels de poliacrilamida
amb dodecil sulfat de sodi (SDS-PAGE) de diferents
percentatges, dependent de les mides de les proteines
a separar. Les proteines van ser transferides a mem-
brana de nitrocel-lulosa (GE  Healthcare).
L’electroforesi i la transferéncia es van realitzar en
condicions desnaturalitzants en presencia de SDS.

Les membranes es van bloguejar en 5% de llet
desnatada en PBS-0.1% Tritd. Els anticossos primari
i secundari es van diluir en PBS-0.2% Tween i la
incubacio es va fer durant 1 hora o 30 minuts a
temperatura ambient, respectivament. Els anticossos
secundaris (anti-rabbit Sigma AO0545; anti-mouse
Sigma A9044) utilitzats estaven conjugats amb
peroxidasa (Horseradish peroxidase HRP) i el
marcatge va ser detectat amb Luminol o EMD
Millipore Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate (ECL).

Els analisis densitometrics dels western blots es van
realitzar amb el programa Quantity One de BIO-
RAD.

Tincié de colloidal-

coomassie

3.3. plata i

Per la tincid de plata, després de 1’electroforesi, les
proteines es van fixar al gel, incubant una hora en
agitacié en una solucié de metanol al 50% i acid
acetic glacial al 10% i 30 minuts en una soluci6 al
30% de glutaraldehid 25%. Posteriorment, es van fer
rentats durant 2 hores amb aigua destil-lada, amb
recanvis frequents. Tot seguit el gel va ser tenyit
durant 30-45 minuts amb la solucid de tincio
preparada cautelosament (mix1: 10ml  H,0,
20AgNQO3; mix2: 0.74ml 5M NaOH, 9.6 NH,OH i
45ml H,0. Es va afegir gota a gota la mix 1 a la mix

Acetil-Lisina 1/1000 en PBS+0.2%Tween+5%BSA Cell Signaling 9814
Actina 1/5000 en PBS+0.2%Tween Sigma A1978

Flag 1/1000 en PBS+0.2%Tween Sigma 7425

Gal4 1/1000 en PBS+0.2%Tween Millipore 06.262
GST 1/5000 en PBS+0.2%Tween Upstate 06.332

HA 1/1000 en PBS+0.2%Tween Sigma 6908

H3 1/2000 en PBS+0.2%Tween Cell Signaling 9715S
H4 1/2000 en PBS+0.2%Tween Cell Signaling 2935
H4K16Ac 1/1000 en PBS+0.2%Tween Millipore 07.329
MOF 1/1000 en PBS+0.2%Tween+5%BSA Abcam 200660

Myc 1/1000 en PBS+0.2%Tween Cell Signaling 2276S
PR-SET7 1/1000 en PBS+0.2% Tween+5%BSA Millipore 06.1304
SirT2 1/1000 en PBS+0.2% Tween+5%BSA Sigma S8447

Taula M2. Llistat d’anticossos utilitzats per western blot.
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2 mentre s’agitava). Es van fer tres rentats de 10
minuts amb aigua destil-lada, per seguidament
revelar amb una solucid6 d’acid citric al 2.5%o i
formaldehid al 0.925%.. Un cop revelat el gel, la
reaccio es va aturar amb una solucié de metanol al
50% i acid acetic glacial al 10%.

Tot i que la tincié en plata és més sensible que la
tincié amb colloidal-coomassie, el pas de fixacié la
fa incompatible amb els protocols per espectrometria
de masses. Per aguest motiu, les mostres que han
estat analitzades per espectrometria de masses,
previament s’han separat per electroforesi i el gel
s’ha tenyit amb colloidal-coomassie. El procediment
és molt senzill. El gel se summergeix en la solucio de
tincié (coomassie (G250) en metanol-acetic i sulfat
amonic) durant tota la nit i es destenyeix mitjancant
varis rentats amb aigua destil-lada.

3.4. Co-immunoprecipitacio de

proteines i pull downs

Les co-immunoprecipitacions es van realitzar amb
els extractes totals, amb extractes de la fraccio
soluble total, o de la fraccié de cromatina, obtinguts
segons els protocols detallats a I’apartat 3.1 de
materials i métodes, utilitzant les reines d’agarosa
anti-FLAG (Sigma A2220) o anti-HA (Sigma
A2095). El protocol va consistir en co-transfectar els
plasmids especifics que expressaven les proteines
amb diferents tags en cél-lules HeLa. Els extractes
d’aquestes cel-lules van ser incubats amb les reines
amb els anticossos especifics de cada condici6 (anti-
FLAG o anti-HA) entre 4h i ON (overnight). Després
de la incubacid, la reina va ser rentada dos cops amb
BC100 (10mM Tris pH7.8, 0.5mM EDTA, 0.1mM
PMSF, 0.1ImM DTT, 10% glicerol, 100mM KCI)
(amb o sense 0.05% NP-40) i 4 cops amb BC500
(10mM Tris pH7.8, 0.5mM EDTA, 0.1mM PMSF,
0.1ImM DTT, 10% glicerol, 500mM KCI) (amb o
sense 0.05% NP-40). Les proteines es van eluir amb
glicina pH2.3 0.2M. L’eluci6 va ser carregada en un
gel d’electroforesi per detectar les proteines co-
eluides.

Pel pull down in vitro de MOF i SirT2, la reina de
sefarosa  glutati6  (Healthcare = Bio-Sciences
17075601) va ser preincubada amb GST o MOF-
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GST purificat de bacteri. Després de rentar, la
mateixa reina va ser incubada amb FLAG-SIirT2 o
SirT2 recombinant purificat de bacteri. Després de 2
rentats amb BC100 i 4 rentats amb BC500, les
mostres van ser eluides per competencia amb glutatié
20mM.

4. Procediments de purificacio

4.1. Purificacio de nucleosomes i

histones del nucleosoma central

La  purificaci6  de mononucleosomes i
oligonucleosomes de HelLa es va realitzar com ja
havia estat descrit (Schnitzler, 2001). Breument, els
nuclis van ser extrets amb Buffer RSB (10mM Tris
pH 7.5, 10mM NaCl, 3mM MgCl,, 0.1mM PMSF,
0.1mM DTT) i 1% NP-40. Després, es van diferir
amb MNasa a rad de 1 unitat/5x104 cél-lules a 37°C
durant diferents temps dependent de 1’eficacia de la
reaccio. El resultat de la reacci6 va ser separat i
purificat en un gradient de sacarosa (5-30%). Les
fraccions que contenien mononucleosomes i
oligonucleosomes van ser dialitzades en N-Buffer
(10mM HEPES pH7.5, 1ImM EDTA, 10mM KClI,
10% glicerol i 0.2mM PMSF). Una fraccié de
mononucleosomes es va utilitzar per aconseguir
histones del nucleosoma central. Les histones lliures
es van purificar mitjancant una  columna
d’hidoxiapatita (BIO-RAD Bio-Gel HT 130-0151)
que allibera les histones del DNA.

4.2. Purificacié de MOF, SirT2 i PR-SET7

de cél-lules de mamifer

Les proteines van ser purificades de cél-lules HeLa
transfectades bé amb pcDNA4/TO-MOF-HA,
pcDNA4/T0-MOFK113,116,175R-HA, pcDNA4/TO-
MOFS348A-HA, pcDNA4/TO-MOFG326E-HA,
pcDNA4/TO-SirT2-HA, pCMV4-FLAG-SiIrT2 o
pCMV4-FLAG-PR-SET7. Segons la proteina
expressada, es va seguir un protocol d’extraccid
diferent. En el cas de SirT2, MOF i els seus mutants,
es va seguir el procediment d’extraccio de Dignam,
explicat anteriorment, per obtenir [’extracte
citoplasmatic. El pellet dels nuclis es va incubar amb
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Buffer C(10mM Tris pH7.8, 420mM NaCl, 1.5mM
MgCl,, 0.2mM EDTA, 25% glicerol) amb Benzonasa
(Sigma E1014) a ra6 de 50 unitats per cada 5x10°
cel-lules durant 4 hores a 4°C. Finalment es van
ajuntar ambdos extractes per obtenir 1’extracte total.
En el cas de PR-SET7, I’extracte total, incloent la
fraccié unida a la cromatina, es va obtenir mitjancant
la incubaci6 de la mostra amb Buffer RIPA (50mM
Tris pH 7.8, 150mM NaCl, 0.5% acid deoxicolic,
0.1% SDS, 1% NP-40) amb Benzonasa (Sigma
E1014) a ra6 de 50 unitats per cada 5x10° cél-lules
durant 4 hores a 4°C.

La mostra final es va incubar amb les reines anti-
FLAG (Sigma A2220) o anti-HA (Sigma A2095) ON
a 4°C. Posteriorment, les reines es van rentar 2 cops
amb BC100 (10mM Tris pH7,8, 0.5mM EDTA,
0.1mM PMSF, 0.1mM DTT, 10% glicerol, 100mM
KCI) amb 0.05% NP-40 i 8 cops amb BC500 (10mM
Tris pH7.8, 0.5mM EDTA, 0.1mM PMSF, 0.1mM
DTT, 10% glicerol, 500mM KCI) amb 0.05% NP-40.
Les proteines van ser eluides amb péptid FLAG o
HA 0.2mg/ml en BC500.

4.3. Purificacié de proteina
recombinant

Els vectors d’expressio a procariotes pET30b-SirT2 i
PGEX-MOF-GST van ser transformats en bacteris
competents E.coli BL21. Es van créixer quatre
colonies amb 5ml de LB tota la nit. EI creixement
dels quatre tubs va ser transferit a un Erlenmeyer
amb 2L de LB i es va incubar fins que el cultiu va
arribar a una absorbancia de 0.6. En aquest punt, es
va induir I’expressio de la proteina afegint 1mM de
IPTG (Sigma 15502) al cultiu i es va incubar durant
3 hores. Es va acumular el pellet bacteria i es va
resuspendre en Buffer NETN (20mM Tris pH7.8,
100mM NaCl, ImM EDTA i 0.5% NP-40) amb 0.2%
sarcosyl, es va sonicar i centrifugar a 15000 rpm a
4°C a la centrifiga Sorval durant 15 minuts. Es va
recollir el sobrenedant i el pellet es va tornar a
resuspendre en Buffer NETN amb 2% de sarcosyl i
es va centrifugar a 15000 rpm, a 4°C a la centrifuga
Sorval durant 15 minuts. Els dos sobrenedants es van
ajuntar per constituir I’extracte proteic.

- Purificacié amb columna d’agarosa-niquel:

Les proteines fusionades a cues d’Histidines poden
ser purificades mitjancant cromatografia d’afinitat
amb reines de niquel. El SirT2 de D’extracte dels
bacteris transformats amb pET30b-SirT2 va ser
purificat mitjangant la incubaci6 amb NINTA
Agarose (Qiagen 30210). Primerament, la reina va
ser equilibrada amb el Buffer NETN. Tot seguit, es
va incubar I’extracte amb la reina en rotacidé durant
30 minuts a 4°C i després de varis rentats amb Buffer
NTEN i BC500, la proteina es va obtenir mitjangant
I’eluci6 amb  100mM  d’Imidazol  (Merck
1047160250) en BC500.

- Purificacié amb columna de sefarosa-glutatio:

El MOF de I’extracte de bacteris transformats amb
pGEX-MOF-GST (plasmid cedit per Dra. Akhtar) va
ser purificat mitjancant la incubacié amb reina de
sefarosa-glutatio (Healthcare Bio-Sciences
17075601). L’extracte es va incubar amb la reina
préviament equilibrada amb Buffer NETN, durant 30
minuts a 4°C en rotacid. Després, es va rentar la reina
dues vegades amb Buffer NETN i una vegada amb
Buffer TST (50mM Tris pH7.8, 150mM NaCl i 0.1%
Trit6). La proteina es va obtenir mitjancant la elucio
amb glutatié reduit 20mM en Buffer TST amb DTT
SmM.

4.4. Purificacié de complexes

- Complex SirT2-MOF:

Per a la purificacié d’aquest complex es van realitzar
tres passos cromatografics correlatius. Primerament
es va passar l’extracte proteic per la columna
d’intercanvi anionic DEAE nitrocellulose DES52
(Whatman). L’elucié es va realitzar mitjangant
gradient de concentraci6 afegint BC100 (10mM Tris
pH7,8, 0.5mM EDTA, 0.1mM PMSF, 0.1mM DTT,
10% glicerol, 100mM KCI), BC300 (com BC100
per6 amb 300mM KCI), BC500 (500 KCI) i BC1M
(IM KCI). Les elucions es van separar per SDS-
PAGE i es van revelar per western blot. Amb
aquelles fraccions que contenien les proteines
d’interés es va realitzar una co-IP amb reina
d’agarosa-anti-FLAG (Sigma A2220), d’acord amb
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el protocol préviament detallat a ’apartat 4.2. Les
elucions que contenien les proteines d’interés es van
passar per la columna d’exclusié de mida o filtracio
en gel, Superose 6, a través del sistema de purificacié
de proteines Akta (GE Healthcare). La mostra es va
eluir mitjancant gradient de concentracié (BC100-
BC1M). Les fraccions recollides es van separar per
SDS-PAGE i van ser analitzades per espectrometria
de masses.

- Complex SirT2-MOF-PR-SET7

Per a la purificacio d’aquest complex es va passar la
mostra per un gradient de glicerol i per una columna
d’afinitat. Per generar el gradient de glicerol es van
preparar dues solucions de glicerol, una del 12.5% i
I’altra del 35% en 20mM Tris pH7.8, 25uM EDTA i
200mM KCI. Mitjangant un productor de gradient, es
van mesclar les dues solucions en un tub apte per
ultracentrifuga, generant un gradient de glicerol
continu. La mostra va ser afegida a la part superior
del gradient i tot junt. Per tal de separar la mostra
d’acord la seva densitat, es van centrifugar els tubs a
la ultracentrifuga a 35000rpm a 4°C durant 24 hores,
amb acceleraci6 maxima i aturada sense trencament.
Es van recollir fraccions de 150ul des de la part
superior del gradient (fraccions més lleugeres) fins a
la part inferior (fraccions més pesades). Per
determinar en quines fraccions estaven les proteines
d’interés, es va correr un SDS-PAGE i es va revelar
per western blot. Posteriorment, es va realitzar una
co-IP amb reina d’agarosa-anti-FLAG (Sigma
A2220) amb les fraccions seleccionades, d’acord
amb el protocol detallat a ’apartat 4.2. Les elucions
es van separar per SDS-PAGE i el resultat es va
revelar per western blot.

5. Assajos enzimatics in vitro

5.1. Assaig d’acetilacio

L’assaig d’acetilacié d’histones es va realitzar amb el
MOF-HA i les histones del nucleosoma central
purificats de cel-lules HeLa. Es van incubar les
histones amb o sense MOF-HA en buffer d’acetilacio
(50mM Tris pH8, 0.1mM EDTA, 1mM DTT, 5%
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glicerol) amb acetil-CoA marcat amb **C durant 1
hora a 30°C. La reaccio es va aturar amb Buffer
Laemli (2% SDS, 10% glicerol, 60mM Tris pH6.8,
0.01% Blau de bromofenol) i es va separar per SDS-
PAGE. Després de la transferéncia en membrana de
PVDF (MERK), el *C incorporat en les histones es
va detectar per autorradiografia, la carrega d’histones
amb tincid6 de coomassie i la quantitat d’enzim
utilitzada en 1’assaig, per western blot.

L’assaig d’acetilaci6 de PR-SET7 per MOF es va fer
de la mateixa manera que 1’acetilacid d’histones pero
substituint les histones per FLAG-PR-SET7 purificat
de HeLa. Igualment, el **C incorporat a PR-SET7 es
va mesurar per autorradiografia, la carrega de PR-
SET7 amb tinci6 de coomassie i la quantitat d’enzim
utilitzada per western blot.

5.2. Assaig de desacetilaciéo de MOF per

SirT2

En aquesta reaccid es va fer servir la purificacio de
MOF-HA de cél-lules HeLa tractades amb
nicotinamida per inhibir les sirtuines com a substrat
de SirT2 HA purificat de HeLa. Els dos van ser
incubats en buffer de desacetilacié (50mM Tris HCI
pH8, 100mM NaCl, 2mM DTT) amb o sense 0.5mM
NAD" durant 2 hores a 37°C (A Vaquero et al.,
2004). La reacci6 es va aturar dialitzant les mostres
en BC100 a 4°C, per posteriorment analitzar els
residus desacetilats per espectrometria de masses. En
el cas de la comprovacié de la desacetilacié per
western blot, les reaccions es van aturar amb Buffer
Laemli i es van separar per SDS-PAGE.

5.3.  Assaig de metilacio de nucleosomes

post assaig d’acetilacio

Aquesta reacci6 es va fer en dos passos: Primer es va
fer servir PR-SET7 com a substrat de MOF en un
assaig d’acetilacio i posteriorment, el PR-SET7 pre-
incubat amb MOF es va utilitzar com a enzim de la
reacci6 de metilaci6 de nucleosomes. En I’assaig
d’acetilacié es va incubar FLAG-PR-SET7 amb o
sense MOF-HA npurificats de cel-lules HelLa, en
buffer d’acetilacié (50mM Tris pHS, 0.1mM EDTA,
ImM DTT, 5% glicerol) amb o sense acetil-CoA
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20uM durant 1 hora a 30°C. Seguidament la reaccid
es va aturar per dialisi en buffer de metilacié (50mM
Tris HCI pH8.5, 5mM MgCI2 i 4mM DTT) a 4 °C.
Finalment, el mononucleosomes van ser incubats
amb el FLAG-PR-SET7 resultant de la reaccid
anterior i SAM (S-adenosil-metionina) marcat amb
*H. La reacci6 es va aturar amb Buffer Laemli i es va
separar per SDS-PAGE. EI °H incorporat als
mononucleosomes es va detectar per fluorografia
amb 1’esprai  EN3HANCE (Perkin Elmer) que
converteix les emissions radioactives en llum que pot
ser detectada més eficientment pels films. La carrega
d’histones es va revelar per tinciéo de coomassie i la
quantitat d’enzim emprada en la reaccid per western
blot.

6. Analisi del cicle cel-lular

Per I’analisi del cicle cel-lular 1.5 x 10° cél-lules van
ser tripsinitzades i rentades dues vegades amb
PBS+1%FBS. Tot seguit es van fixar amb etanol
70%, afegit gota a gota mentre es vortexava la
mostra. Les cél-lules van ser incubades al menys 4
hores a -20°C.

Per a comprovar la fase del cicle cel-lular en que es
trobaven les cél-lules de [I’experiment de
sincronitzaci6 es va utilitzar el marcatge amb iodur
de propidi (PI) (Sigma P4170) per determinar la
quantitat de DNA. Les cel-lules previament fixades
amb etanol al 70% es van rentar dues vegades amb
PBS+1% FBS i es van resuspendre en 400 ul de
PBS+1% FBS, 35 pl de PI (Img/ml) i 5 pl de RNasa
A (10mg/ml). Es va incubar durant 45 minuts a 37°C
i posteriorment es van analitzar amb el citometre de
flux GALLIOS (Beckman).

DAPI 358
A488 495
Pl 535
A568 578
Ab647 546
7-AAD 546

Per a I’analisi de les poliploidies, les cél-lules fixades
amb etanol al 70% es van rentar dues vegades amb
PBS+1%FBS i es van incubar amb 1pg de 7-AAD
(BD Pharmigen 559925) en 400ul de PBS+1%FBS
durant tota la nit. Les cél-lules es van passar pel
citometre GALLIOS (Beckman) i el cicle es va
analitzar amb el programa FlowJo.

Per a monitoritzar les mitosis, les cél-lules fixades
amb etanol al 70% es van permeabilitzar i bloquejar
amb 0.5%Tritdé i 1% FBS. Posteriorment es van
incubar en 50ul PBS+1%FBS amb anti-H3S28p-
A488 (BD Biosciences 558610) diluci¢ 1/10 durant 1
hora a temperatura ambient i a les fosques. ES van
rentar dos cops amb PBS+1%FBS i es van incubar
tota la nit amb lpg de 7-AAD en 400ul de
PBS+1%FBS. Les ceél-lules es van passar pel
citometre FACSCallibur (Beckman) i el cicle
cel-lular es va analitzar amb el programa FlowJo.

Per a la quantificacio dels nivells de metilacio
d’H4K20 les cel-lules fixades amb etanol es van
permeabilitzar i bloquejar amb 0.5%Trit6 i 1% FBS.
Posteriorment es van incubar en 50pul PBS+1%FBS
amb anti-H3S28p-A488 (BD Biosciences 558610)
diluci6 1/10 i anti-H4K20mel (Novus Biologicals
30091), o anti-H4K20me2 (Millipore 05672), o anti-
H4K20me3 (Abcam 78517) durant 1 hora a
temperatura ambient i a les fosques. Es va rentar un
cop amb PBS+1%FBS i es van incubar amb els
anticossos secundaris pertinents conjugats amb
Ab568. Es van rentar dos cops amb PBS+1%FBS i es
van incubar tota la nit amb lug de 7-AAD en 400ul
de PBS+1%FBS. Les cel-lules es van passar pel
citometre FACSCallibur (Beckman) i la quantificacio
dels nivells d’H4K20mel-3 es va fer amb el
programa FlowJo.

461
519
617
603
647
647

Taula M3. Longituds d’ona d’absorcio i emissié dels fluorofors utilitzats per citometria de flux i microscopia.
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7. Teécniques de microscopia

7.1. Immunohistoquimica (IHC)

Els organs extrets dels ratolins van ser inclosos en
OCT i posteriorment congelats a -80°C. L’OCT és un
medi sintétic d’inclusié que afavoreix la realitzacio
de talls al criostat a temperatures molt baixes (-23°C).
Aguesta  caracteristica  permet  obtenir i
emmagatzemar els teixits sense necessitat d’una
fixacio previa, ja que les proteases romanen inactives
a agquestes temperatures y permet fer estudis
d’immunohistoquimica.

Les IHC es van realitzar en talls de teixit de ronyé de
Sum de gruix. Els talls es van fixar amb
paraformaldehid al 4% en el cas d’H4K16Ac o amb
metanol fred (-20°C) en el cas d’H4K20mel i me3.
Tot seguit es va permeabilitzar amb tritd al 0.2%
durant 15 minuts. El bloqueig es va fer amb PBS
amb 10% NGS (Normal Goat Serum) (Sigma
G9023) i 2% de Caseina durant 1 hora a temperatura
ambient en camera humida. Posteriorment els teixits
van ser incubats amb 1’anticos primari diluit en PBS
amb 3% NGS i 2% Caseina durant tota la nit a 4°C
en camera humida. El dia segient, els portaobjectes
es van rentar i incubar amb 1’anticos secundari
(purificat de cabra i conjugat a Alexa488, Alexa568
0o Alexa647, dependent de [D’experiment) diluit
1/1000 en PBS amb 3% NGS i 2% Caseina durant 1
hora a temperatura ambient dins la camera humida i a
les fosques. Després de tres rentats, els teixits es van
incubar amb DAPI 1pg/ml durant 10minuts. Després
d’un rentat amb aigua, es va procedir al muntatge en
mowiol amb antifading.

Anticossos utilitzats: a-H4K16Ac (Millipore 07329)
diluci6o 1/50, o-H4K20mel (Novus Biologicals
30091) dilucié 1/200, a-H4K20me3 (Abcam 9053)
dilucio 1/50.
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7.2. Immunofluorescéncia (IF)

Per les immunofluorescéncies generals d’H3S10p-
H3S28p, y-H2AX, 0 FLAG-SirT2 les cél-lules es van
fixar amb paraformaldehid al 4% durant 7 minuts a
temperatura ambient. Llavors, les cél-lules van ser
permeabilitzades amb Buffer B (3% BSA, 0.2% Tritd
en PBS) durant 5 minuts i posteriorment bloguejades
amb BSA al 3% en PBS durant tota la nit a 4°C.
L’anticos primari es va incubar durant 1 hora a
temperatura ambient en Buffer B durant 1 hora en
cambra humida. Després de 3 rentats amb BSA al 3%
en PBS, els cobreobjectes es van incubar amb
I’anticos secundari (conjugat a Alexa488, Alexa568
o Alexa647, segons I’experiment) dilucio 1/1000,
durant 30 minuts a temperatura ambient en cambra
humida i a les fosques. Després de tres rentats, les
cel-lules es van tenyir amb DAPI 1pg/ml durant 4
minuts. Després d’un rentat amb aigua, es va
procedir al muntatge en mowiol amb antifading. Les
imatges es van adquirir en el microscopi confocal
Leica SP5 i es van processar i analitzar mitjangant el
programa Fiji.

En el cas de I’estudi dels focus de PR-SET7, el pas
de permeabilitzacié precedeix el de fixacid. Aquesta
diferencia és important per a descartar la fraccid
soluble i només detectar la fraccid6 unida a la
cromatina. Després del rentat inicial amb PBS fred,
es va procedir a la permeabilitzacié amb Trit6 al
0.5% en PBS durant 10 minuts a 4°C. La fixacid es
va fer en paraformaldehid al 3% en PBS durant 15
minuts. Els segiients passos es van realitzar seguint el
protocol general per IF citat a dalt. Les imatges

adquirides es van processar amb el programa
Huygens  Deconvoluion  (Scientific ~ Volume
Imaging). Les reconstruccions tridimensionals i

I’analisi de les imatges es va fer amb el programa
Imaris (Bitplane, A.G.)

Anticossos utilitzats: a-H3S10p (Millipore 06570)
dilucio 1/100, a-H3S28p (Sigma 9908) dilucid 1/200;
a-yH2AX (Abcam 2893) dilucio 1/200, a-FLAG
(Sigma 7425) dilucio 1/200, o-PR-SET7 (Millipore
061304) 1/600.
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8. Procediments amb DNA i RNA
8.1. Genotipacio

8.1.1. Purificacié de DNA

- Mostra provinent d’orelles:

Es va afegir 300pl de Buffer Punch (10mM NaOH,
ImM EDTA) al teixit provinent d’orelles de ratoli.
Es va escalfar durant 10 minuts a 99°C. El
sobrenedant es va fer servir com a substrat per a la
PCR de genotipacio.

- Mostra provinent de caps d’embrio o cél-lules:

Es va resuspendre la mostra en tampé de lisi (10mM
Tris pH8, 5mM EDTA, 100mM NaCl), 1% SDS i
100ug/ml i es va incubar a 37°C tota la nit i 1 hora a
55°C per acabar de disgregar el teixit. Es va afegir
NaCl 1.5M i es va centrifugar a maxima velocitat 15
minuts. EI DNA del sobrenedant es va precipitar amb
0.8 volums d’isopropanol i es va centrifugar a
maxima velocitat durant 10 minuts a 4°C. El pellet es
va rentar amb etanol al 70% i després d’assecar es va
resuspendre en aigua fins obtenir una concentracio de
100ng/pl. Posteriorment es va utilitzar com a substrat
per a la PCR de genotipacio.

8.1.2. PCR

La genotipacié de mof, sirt2 i cre dels ratolins i la
comprovacié de la induccio de la delecié de mof ,tant
en cél-lules com en ratolins, es va fer mitjangcant PCR
(reacci6 en cadena de la polimerasa, de les sigles en
anglés) convencional, utilitzant els primers detallats
a la taula M3. Per a la genotipaci6 de sirt2 i mof es
van fer servir la GoTag Green Master Mix (Promega)
i per la genotipaci6 de cre la KAPA 2G FAST
Hotstart ReadyMix (Cultek). El resultat es va separar
en un gel d’agarosa del 1.5%.

8.2.  Purificaci6 de mRNA i RT-qPCR

La purificaci6 de RNA es va fer amb TRIZol
(Sigma) d’acord amb el protocol estandard.

Breument, es van resuspendre les cel-lules en TRIZol
i es va afegir cloroform. Després de centrifugar a
maxima velocitat durant 15 minuts a 4°C, es van
obtenir tres fases. Es va recollir la fase superior que
contenia el RNA i es va precipitar amb isopropanol.
Després de dos rentats amb etanol al 75%, es va
assecar el pellet i es va resuspendre en aigua. A partir
de 1000ng de RNA es va generar el cDNA
mitjangant retro-transcripi6 amb Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) i utilitzant
primers hexamérics aleatoris.

La PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR) es va
realitzar a partir del mRNA aillat, utilitzant el
Thermal Cycler 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) i SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). L’expressio
geénica relativa es va determinar mitjangant el metode
del 24°T (Livak & Schmittgen, 2001), seguint els
seglents passos:

1. Normalitzacio: En tots els casos es van fer servir
com a valors de referéncia per a la normalitzacio,
els CT (Threshold cycle, cicles fins arribar al
llindar fixat) dels gens d’expressid constitutiva o
housekeeping, EEF2, RPL38 i HPRTL1 de ratoli.
Al CT del gen d’estudi de cada mostra se li va
sostreure el CT del gen de referéncia, donant el
valor del ACT.

2. Comparacio de I’expressio de la mostra amb la
mostra control: Un cop obtingut el ACT de cada
mostra, per obtenir I’expressid relativa es va
restar el valor del ACT de la mostra control al
ACT de la mostra d’estudi, obtenint el AACT.

3. Transformar el AACT en un valor relatiu: Amb
aquesta formula E= “*“", que té en compte
I’eficiéncia (E) de la RT-PCR, s’obté la relacio
entre I’expressio del gen d’interés en la mostra
d’estudi i en la mostra control. L’eficiéncia
maxima de la Real-Time PCR és 2. Per a poder
calcular I’eficiéncia de cada Real-Time i no
sobreestimar-la, es va utilitzar una corba
estandard. La pendent de la corba ens va
permetre calcular 1’eficiéncia, segons la formula:
E:]_O—l/pendent_
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MmEEF2
mRPL38
mHPRT1
Cdc25C
Cdca3
CiclinaB2
MOF Mm

Genotipacio sirt2

Genotipacié mof

Genotipacio cre

TGTCAGTCATGCCCCATGTG
AGGATGCCAAGTCTGTCAAGA
AGCTACTGTAATGATCAGTCGACG
CACGACTCGGCAAACCTAAG
CAGCGCACTCCTATTCAGGT
TGAAACCAGTGCAGATGGAG
CCCCAGGGAAGGAGATCTAT
GACTGGAAGTGATCAAAGCTC

TATCTGCCTTTCTCTGTCAATGGG

CTCTAGAGCCTCTGCTAACC

CATCCTTGCGAGTGTCAGTGA
TCCTTGTCTGTGATAACCAGG
AGAGGTCCTTTTCACCAGCA
AGTAAGCGGAGAGGCAGACA
CAGTGAGCACTGAGGGTCTG
CTGCAGAGCTGAGGGTTCTC
GGTCTTGTGGTCCAGGAAAA
CAGGGTCCTCACGAGTCTCATG
CAAATCTGGCCAGAACTTATG
AGGTGAGCCAGGTTAGGACTTGG
TGGCACACACCTTTAGATCCACC
CCTGGCGATCCCTGAACATGTCC

Taula M4. Primers utilitzats per a la RT-PCR i per a la genotipacid del ratolins. Pel disseny dels primers per la RT-PCR es
va fer servir el métode de /’intron skipping: La seqiiencia génica es va obtenir del Genome Browser, els primers es van dissenyar
amb el programa Primer 3 i es va comprovar la seva especificitat mitjancant Primer Blast
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1. SirT2 regulala dinamica de MOF
a la cromatina durant G2 /M

Les dades moleculars que relacionaven MOF amb
SirT2 i la regulaci6 d’H4K16Ac eren practicament
inexistents en el moment en que es va comencar
aquest projecte al gener del 2013. Per aquest motiu i
pel clar paper de SirT2, MOF i la desacetilacio
d’H4K16Ac en el control de la transicid G2/M vam
decidir estudiar els mecanismes pels quals aquests
dos enzims regulaven 1’acetilacié d’H4K 16 durant la
mitosi.
1.1.  SirT2 interacciona amb MOF a
través del seu domini catalitic

Treballs previs del director de la Tesi, Alex Vaquero,
van descriure que SirT2 era translocat al nucli i
desacetilava globalment H4K16Ac durant la transicio
G2/M (Vaquero et al., 2006). Tot i que I’activitat
desacetilasa de SirT2 sobre H4K16Ac estava clara,
aixo no excloia que SirT2 pogués estar modulant els
nivells d’H4K16Ac mitjangant altres mecanismes.
D’acord amb aixo, SirT2 també podia estar
controlant els nivells d’H4K16Ac a través de la
regulaci6 de MOF, D’acetiltransferasa responsable
d’aquesta modificaci6. Recolzant aquesta hipotesi
estan les dades que mostren com I’activitat, la
localitzaci6 i la funci6 de MOF estan regulades en
part, per les proteines amb les que interacciona i
forma complexes (Cai et al., 2010; Dou et al., 2005;
Peng et al., 2012; Smith et al., 2005).

Amb la finalitat d’estudiar si SirT2 modulava els
nivells d’acetilacié6 d’H4K 16 a través de la regulacio
de MOF, primer de tot vam fer experiments de co-
immunoprecipitacié (co-IP) entre SirT2 i MOF en
cel-lules Hela, aixi com pull-downs in vitro de
proteines recombinants. D’acord amb el que
esperavem, vam confirmar que SirT2 i MOF
interaccionen (Fig. R1A-B). Els experiments de pull-
down van demostrar que la interaccio entre SirT2 i
MOF era directe i no requeria cap altre proteina
d’unid, ja que tant SirT2 purificat de cel-lules de
mamifer (FLAG-SirT2) com SirT2 recombinant

purificat de bacteris (rSirT2) eluien junt amb MOF
purificat de bacteris (MOF-GST) (Fig. R1.A). A més,
en els assajos de co-IP en cél-lules HeLa vam
observar com FLAG-SirT2 interaccionava amb MOF
endogen, indicant que la interacci6 entre SirT2 i
MOF es produia en un sistema viu i no era un
mecanisme forcat de la manipulacio in vitro (Fig.
R1B).

A GST pull-down
| E
MOF-GST - + ; +
FLAG-SIirT2 -+ -4+ - + -+
rSirT2 + -+ - + -+

E!E !!g- =S| o-GST
3 4 5 6 7 8

i .h'
1 2
B IP a-FLAG
[ E
FLAG-SirT2 - + - +
ame= « |a-moF
- W | -FLAG
== a-H3
1 2 3 4

Figura R1. SirT2 i MOF interaccionen in vitro i in vivo. A,
Pull-down amb reina de sefarosa-glutatid. El SirT2 co-eluit amb
MOF va ser detectat per immunoblotting. B, Western blot de la
co-IP realitzada amb reina d’agarosa anti-FLAG. ElI MOF
endogen co-eluit amb SirT2 es va detectar amb anticos anti-
MOF.

MOF, com la resta de proteines de la familia MYST,
conté un domini catalitic HAT amb un lloc d’uni6 a
acetil-CoA i un dit de zinc tipus C2HC. Com a
particularitat, conté un domini chromo-barrel (CBD),
estructuralment similar als dominis chromo pero
incapa¢ de reconéixer lisines metilades. Hi ha
nombrosos estudis que intenten explicar la
funcionalitat de cadascun d’aquests dominis, pero no
s’ha arribat a un consens. El més acceptat és que
I’activitat catalitica de MOF resideix en el domini
HAT 1 que l’autoacetilacié de la lisina 274 dins
d’aquest domini produeix un canvi conformacional
en D’enzim que afavoreix el reconeixement de

85



RESULTATS

CBD! ZF HAT
70 121 174 208230 418 459
MOF-HA FL
MOF-HAAH ~— 1¢3
MOF-HAAC =7 s
MOF-HA HAT o8
B INPUTS IP a-FLAG
N N FLAG-SIrT2
FL AC AH HAT FL AC AH HAT FL AC AH HAT FL AC AH HAT MOF-HA
3 3 -
e
-
a-HA
-
.- .. .q a-FLAG
a-H3

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16

Figura R2. SirT2 interacciona amb el domini catalitic de MOF. A, Representacié esquematica de la sequiéncia aminoacidica i
dominis funcionals de MOF, aixi com dels diferents mutants truncats de MOF. CBD, domini chromo-barrel, ZF, Zinc finger. B,
Western blot de la co-IP entre FLAG-SirT2 i les diferents regions de MOF. En el carril 15 s’observa com la regio de MOF que no

conté el domini HAT no co-elueix amb SirT2.

substrat i I’activacié de MOF (Yuan et al., 2012). Per
identificar la regi6 de MOF implicada en la
interaccié amb SirT2 vam generar diferents mutants
truncats de MOF i posteriorment vam fer assajos de
co-IP amb SirT2 (Fig. R2A-B). Com es mostra a la
figura R2B, SirT2 interacciona amb MOF-AC
(residus de 1’1 al 47 i del 125 al 459) i amb MOF-
HAT (residus del 208 al 459). A MOF-AC li falta el
domini CBD i conté la resta de la seqiiéncia de
I’enzim, mentre que MOF-HAT, només conté el
domini HAT de MOF. SirT2 no interacciona amb
MOF-AH (residus de 1’1 al 163), regié que conté el
domini CBD 1 li manca el domini catalitic. D’acord
amb aquests resultats, SirT2 interacciona amb el
domini catalitic de MOF.

SirT2 interacciona amb MOF durant
G2/M

1.2,

L’objectiu principal d’aquest apartat era determinar
si SirT2 regulava I’acetilacié d’H4K16 durant la
transicio G2/M a través de MOF. Per aquest motiu el
seglient pas va ser estudiar la interacci6 entre SirT2 i

86

MOF en les diferents fases dels cicle cel-lular. Per
aconseguir aquest proposit vam sincronitzar cel-lules
HelLa mitjangcant el doble blogueig amb timidina
(Bostock et al., 1971). Després d’un periode de 14
hores de tractament amb timidina, 10 hores amb
medi fresc i 14 hores més de tractament, les cél-lules
queden aturades en el limit entre G1 i S. Vam recollir
les cél-lules a les 4, 7, 8, 9, 10 i 14 hores després
d’alliberar-les de 1’ultim bloqueig. Per tal de
determinar en quin punt del cicle cel-lular es
trobaven les vam marcar amb iodur de propidi (PI) i
les vam analitzar per citometria de flux, per
posteriorment fer assajos de co-IP (Fig. R3A). Com
ja s’ha mencionat anteriorment, la localitzacié de
SirT2 durant la major part del cicle cel-lular és
citoplasmatica, en canvi, MOF es troba Unicament al
nucli. Per aquest motiu, per tal d’evitar la interaccid
entre SirT2 i MOF in vitro i poder estudiar la
interaccid que es donava dins de la cel-lula quan cada
proteina ocupava el seu compartiment, el temps
d’incubacié de les co-IP es va minimitzar i es va fer
servir un tampé amb alta concentracié de sals i
detergent per a I’extraccidé i la incubacié de les
proteines amb la reina d’immunoprecipitacio.
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Figura R3. La interaccio entre SirT2 i MOF es dona majoritariament durant la fase G2 primerenca i G2/M. A, Distribuci6 del
cicle cel-lular de les cél-lules HeLa sincronitzades i recollides en els temps indicats. B, IP en diferents punts del cicle cel-lular
(distribucié mostrada en A) de FLAG-SirT2 amb reina d’agarosa anti-FLAG. EI MOF-HA co-eluit amb SirT2 es va detectar per

immunoblotting.

Com es mostra en la figura R3B, la interacci6 entre
SirT2 i MOF es dona majoritariament durant la fase
G2 primerenca i durant G2/M.

Seguidament ens vam plantejar si aquesta interaccid
era un fenomen transitori i 1abil dins de la cél-lula o
si contrariament, SirT2 i MOF formaven un complex
estable amb altres proteines durant aquesta fase del
cicle cel-lular. La identificacié i caracteritzacié del
putatiu complex ens donaria pistes de les
implicacions funcionals d’aquestes dues proteines
durant aquest estadi del cicle cel-lular. Per purificar
el possible complex format per SirT2 i MOF durant
G2/M, vam sincronitzar cel-lules HelLa que
sobreexpressaven FLAG-SirT2 i MOF-HA en G2/M.
Vam obtenir D’extracte de les proteines de la
cromatina mitjancant la digestié del pellet nuclear
amb la nucleasa benzonasa. Aquest extracte va ser
sotmes a diferents passos cromatografics: columna
d’intercanvi anionic (DE52), columna d’afinitat (o-
FLAG) i finalment un pas per una columna
d’exclusié de mida o filtracié en gel (Superose 6)

(Fig. R4A). Després de I’ultim pas de cromatografia,
vam fer SDS-PAGE i western blot per detectar
quines fraccions contenien SirT2 (Fig. R4B).
Posteriorment vam carregar aquestes fraccions en un
segon gel d’acrilamida i mitjangant tinci6 de plata
vam identificar dos pics on MOF i SirT2 estaven
presents (Fig. R4C). Vam analitzar la composicio
proteica d’aquests dos pics per espectrometria de
masses.

De l’analisi per espectrometria de masses, fet en
col-laboracié6 amb el laboratori del Dr. Marcus
Kruger (Univ. Colonia), es van trobar moltes
proteines que potencialment podien formar part
d’aquest complex. Entre elles, es va identificar la
subunitat reguladora de PP2A, PP2AR1A. Aquesta
fosfatasa, per una banda desfosforila CDC25 i evita
que pugui activar CDK1-CiclinaB, impedint la
progressio a través de G2/M. Per una altra banda, a
través de la desfosforilaci6 de WEEL, la quinasa
inhibidora de CDK1-CilcinaB, promou la fosforilacio
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Figura R4. SirT2 i MOF formen un complex durant G2/M. A, Representacio esquematica dels passos cromatografics seguits per a
la purificaci6 del complex. B, Western blot de les fraccions recollides del pas per la columna Superose 6. C, Electroforesi i tinci6 de

plata de les fraccions que contenien SirT2 vistes a ’apartat B.

i inactivaci6 del complex CDK-Ciclina, conduint a
I’aturada del cicle en G2/M. Aixi doncs, PP2A ha de
ser inactivat durant G2/M per a que el cicle avanci
(Jeong & Yang, 2013). Entre totes les proteines que
van ser identificades en I’analisi per espectrometria
de masses, vam decidir corroborar la interaccié entre
SirT2, MOF i PP2AR1, per la seva importancia en la
transici6 G2/M. A la figura R5 es mostra
I’experiment de co-immunoprecipitacid realitzat amb

1P a-HA
MOF-Myc + + + - -
FLAG-SirT2 + - - + o+
PP2AR1-HA + + - -t
- } ~~| a-FLAG
- - oHA
1 2 3 4 5

Figura R5. PP2A forma part del complex de SirT2-MOF de
G2/M. IP de PP2A-HA amb reina d’agarosa anti-HA. MOF-Myc
i FLAG-SIirT2 co-eluits amb PP2AR1 van ser detectats per
immunoblotting.
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les proteines sobrexpressades que confirma que
SirT2 (Fig. RS, carrils 1 i 5), MOF (Fig. R5, carrils 1
i 2) i PP2R1A formen part del mateix complex
durant G2/M, obrint nous horitzons en el paper de
SirT2 i MOF en la regulacio de I’entrada a mitosi.

1.3.  SirT2 regula els nivells de MOF a la
cromatina i promou la seva

degradacié durant G2/M

Un dels mecanismes més comuns per regular la
funcié de les proteines és el control del recanvi
proteic, ja sigui a nivell de sintesi, controlant la
transcripcio, o a nivell de degradaci6. D’acord amb
aix0, MOF esta regulat per ubiquitinacid i degradacio
dependent de proteosoma a través de SirT1 (Peng et
al., 2012). Si SirT2 regulava I’estabilitat de MOF de
la mateixa manera es desconeixia fins al moment.
Durant el transcurs dels nostres estudis, vam percebre
que la sobreexpressi6 de SirT2 afectava
negativament als nivells de MOF. Aixi doncs, quan
sobreexpressavem SirT2 en cél-lules 3T3 (linia
cel-lular estable de MEFs de ratoli) observavem una
disminucié en els nivells endogens totals de MOF
(Fig. R6A panell esquerra). Encara que aquest efecte
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no era exclusivament dependent de I’activitat de
SirT2, ja que el mutant catalitic SirT2H187Y (descrit
anteriorment per Finnin i col-laboradors (Finnin et
al., 2001)) tenia la mateixa repercussio sobre els
nivells de MOF que la proteina WT (Fig. R6A panell
dret). Els nostres resultats mostraven que la
interaccio entre SirT2 i MOF es donava
majoritariament a la cromatina (Fig. R6B). Amb
I’objectiu d’estudiar si SirT2 controlava la uni6 de
MOF a la cromatina, vam sobreexpressar quantitats
creixents de SirT2 en ceél-lules 3T3 i vam purificar
les proteines de 1’extracte cromatinic. Com es mostra
a la figura R6C, al incrementar SirT2 els nivells de
MOF a la cromatina disminueixen. D’acord amb les
nostres observacions, SirT2 no només controla el
recanvi proteic de MOF, sind que regula
negativament la seva unio a la cromatina (Fig. R6C).
Posteriorment vam detectar els nivells de MOF en els
MEFs dels nostres ratolins KO de sirt2 (descrits a
materials i metodes) i com esperavem, els nivells de
MOF estaven incrementats (Fig. R6D).

Tenint en compte que els nivells globals d’H4K16Ac
decreixen durant G2/M de manera dependent de
SirT2 i que els nostres resultats mostraven que la
interaccid6 entre SirT2 i MOF es donava
majoritariament durant G2 i mitosi, vam voler
determinar si el control dels nivells de MOF per
SirT2 tenia relaci6 amb aquests fets. Amb aquest
objectiu, vam sincronitzar ceél-lules HelLa que
sobreexpressaven MOF-HA i vam estudiar I’impacte
de la sobreexpressié de FLAG-SirT2 sobre els nivells
de MOF en les diferents fases del cicle cel-lular. Els
nostres resultats mostren que SirT2 té un efecte
negatiu en els nivells de MOF durant les fases G2/M
i G1 (Fig. R7A). Degut a que SirT2 és citoplasmatica
durant G1, la regulacié dels nivells de MOF per
SirT2 a la fase G1 podien ser resultat de ’alteracid
de la localitzaci6 de SirT2 com a conseqiiencia de la
seva sobreexpressio. Per descartar aquest fet vam
analitzar la localitzacio cel-lular de SirT2 en aquestes
cel-lules mitjangant immunofluorescencia. A la
figura R7B es mostra com SirT2 sobreexpressat

Fig. 6
A SIrT”2WT SirT2H187Y C Cromatina
FLAG-SirT2 _ ‘ _ ‘ FLAG-SirT2 _ ‘
ewew|w s s o DWW = |onoF
-e® RN Y G
- - ‘.| - @ s oas oH3 - ww e " | o-H3
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4
B IP a-FLAG
MOF-HA
| E
D
ES PN ES PN
FLAG-SirT2 - + - + -+ -+ WT  Sir+
[remm | = @ ona o
e i ——|
a-Tubulina -3
[ eww] 0-H3
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Figura R6. SirT2 controla negativament els nivells de MOF cel-lulars i a la cromatina. A, Extractes cel-lulars totals de cél-lules
3T3 sobreexpressant quantitats creixents (2, 4 i 8 ug) de FLAG-SirT2 WT o FLAG-SirT2H187Y. EI DNA transfectat va ser igualat
amb el plasmid pCMV4-FLAG buit. Els nivells endogens de MOF van ser detectats per immunoblotting. B, Co-IP de SirT2 i MOF a la
fraccio soluble (ES, extracte soluble) i a la cromatina (PN, pellet nuclear). C, Extractes de cromatina de cél-lules 3T3 en les que es van
sobreexpressar quantitats creixents (2, 4 i 8 pg) de FLAG-SirT2. Els nivells endogens de MOF van ser detectats per western blot. D,
Western blot dels nivells totals de MOF en MEFs primaries WT i KO de sirt2.
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segueix sent majoritariament citoplasmatic, suggerint
que no és la deslocalitzacié de SirT2 deguda a la
sobreexpressio de la proteina el que afavoreix que els
nivells de MOF decreixin durant G1, sin6 el control
que exerceix SirT2 sobre MOF durant G2/M, és el
gue repercuteix en els nivells de 1’acetiltransferasa
fins la fase G1, fet que concorda amb el manteniment
dels nivells d’H4K16Ac baixos durant mitosi.

A

1,4

1,2 -

0,8 1 = MOF

Nivells MOF

0,6 - W MOF-S2

0,4 -

G2/M G1

S G2

FLAG-SirT2 DAPI MERGE

Figura R7. SirT2 regula els nivells de MOF durant les fases
G2/M i G1 del cicle cel-lular. A, Cél-lules HelLa van ser
transfectades amb MOF-HA amb o sense FLAG-SirT2 i
recollides en les diferents fases del cicle cel-lular. Els nivells de
MOF van ser detectats per immunoblotting i quantificats per
densitometria amb el programa Quantity One (BIO-RAD). B, IF
amb anti-FLAG de cél-lules HeLa transfectades amb FLAG-
SIrT2. * Pyaior<0,05; ** Py0,<0,01

Els nostres resultats mostraven la clara existéncia
d’un mecanisme de regulacio dels nivells de MOF
dependent de SirT2. El seguent pas va ser determinar
la via per la qual SirT2 controlava el recanvi proteic
de MOF. SirT2 ha estat relacionada amb el control de
la transcripcié a diferents nivells. Per una banda,
SirT2  reprimeix la  transcripci6  controlant
directament 1’estat de la cromatina mitjancant la
desacetilacio d’H4K16Ac o H3K18Ac als promotors
de determinats gens (Eskandarian et al., 2013; Liu et
al., 2013). Per una altra banda, la desacetilacio de
factors de transcripcio dependent de SirT2 s’ha vist
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que pot activar 1’expressio dels seus gens diana, com
és el cas de FoxO1 o FoxO3 (Jing et al., 2007; Wang
et al., 2007), o reprimir-la com s’ha observat amb
p53 (Jin et al., 2008). Tenint en compte aquestes
dades i amb la finalitat de determinar si SirT2
controlava 1’expressio del gen mof, vam procedir a
analitzar els nivells de mRNA de mof en MEFs WT i
KO de sirt2 per PCR quantitativa. D’acord amb els
resultats mostrats a la figura R8, tant les cel-lules WT
com les KO de sirt2 presentaven nivells similars de
MRNA de mof, per tant SirT2 no regula els nivells
cel-lulars de MOF ni a través del control de
I’expressioé de mof ni de 1’estabilitat del seu mMRNA.
Aqguests resultats apuntaven a que SirT2 estava
controlant els nivells de MOF mitjancant la regulacio
de I’estabilitat de la proteina.

1,4
1,2

1
0,8

0,6 1

Nivells mRNA

0,4 -

0,2

0 T
WT sirt2 KO

Figura R8. SirT2 no regula els nivells de mRNA de mof.
Quantificacié del mMRNA endogen de mof per PCR quantitativa
en MEFs WT o KO de sirt2.

La velocitat de sintesi i degradacié proteica controla
la vida mitjana de les proteines dins de la cel-lula. Un
cop descartada la implicacié de SirT2 en el control
de la taxa de sintesi de MOF, vam voler analitzar si
SirT2 estava controlant la degradaci6. Per aix0 vam
inhibir la sintesi proteica mitjancant el tractament
amb ciclohexamida, que interfereix en 1’activitat
peptidil transferasa de la subunitat ribosomal 60S i
bloqueja I’elongacio, fet que ens va permetre estudiar
I’efecte de SirT2 en la velocitat de degradacid de
MOF en cél-lules HeLa. La sobreexpressio de SirT2
produia una disminucié mes rapida dels nivells de
MOF en les cél-lules tractades amb ciclohexamida,
indicant que SirT2 afavoreix la degradacié de MOF
(Fig. R9).
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Figura R9. SirT2 promou la degradaci6 de MOF. Cél-lules
HelLa van ser transfectades amb MOF-HA amb o sense FLAG-
SirT2, tractades amb ciclohexamida i recollides després de 0, 1 o
3 hores. Els nivells de MOF van ser determinats per western blot.

El principal sistema de degradacio cel-lular compren
la via ubiquitina-proteosoma. Mitjancant el
tractament amb MG132, un inhibidor de I’activitat
del complex 26S del proteosoma, es va estudiar si la
preséncia de SirT2 seguia afectant |’estabilitat de
MOF. Vam observar que gquan aquesta via estava

MOF-HA

No tractament MG 132

inhibida, SirT2 no promovia la degradacié de MOF
(Fig.R10A-B), indicant que el proteosoma estava
implicat en la degradaci6 de MOF dependent de
SirT2. Aixi doncs, la preséncia de SirT2 havia
d’afavorir la ubiquitinaci6 de MOF. Per comprovar-
ho vam sobreexpressar FLAG-MOF, Gal4-SirT2 i
Ubiquitina-HA en cel-lules HeLa i vam
immunoprecipitar FLAG-MOF. Mitjangant western
blot, es va detectar la quantitat d’ubiquitina lligada a
MOF (Fig. R10C). Com esperavem, la quantitat de
MOF ubiquitinat augmentava en preséncia de Gal4-
SirT2, indicant que SirT2 fomentava la ubiquitinacid
de MOF i la conseglient degradacié pel proteosoma.
Amb consonancia amb les nostres observacions
préevies, el mutant catalitic de SirT2 afavoria de la
mateixa manera que SirT2 WT la ubiquitinaci6 de
MOF, deslligant 1’activitat catalitica de SirT2 amb
aquest mecanisme de regulacio (Fig. R10C).
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Figura R10. SirT2 promou la degradacié de MOF dependent de la via ubiquitina-proteosoma. A, Western blot dels nivells de
MOF-HA amb o sense sobreexpressio de SirT2 i amb o sense tractament amb MG132 (inhibidor proteosoma). B, Quantificacio dels
nivells de MOF mostrats en A amb el programa Quantity One de BIO-RAD. Per a I’estudi s’han fet servir 6 duplicats. C, Assaig
d’ubiquitinaci6. Se sobreexpressen FLAG-MOF, Ub-HA (Ubiquitina) i Gal4-SirT2WT o Gal4-SirT2H187Y en cél-lules HelLa. La
immunoprecipitacié de MOF i la posterior deteccié d’ubiquitina per western blot, permet quantificar la ubiquitina lligada a MOF. M,

mutant, * P,,<0,05
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1.4. SirT2 controla I'activitat catalitica

de MOF

1.4.1. SirT2 desacetila i inactiva MOF

En D’estudi fet pel laboratori del Dr. E. Seto al 2012
van trobar que MOF presentava 18 de les lisines de la
seva sequencia acetilades quan es tractaven cél-lules
HeLa amb inhibidors d’HDACs. A més, van
descriure que la desacetilaci6 de MOF per SirT1
inhibia D’activitat acetiltransferasa i en promovia la
ubiquitinacio i degradacié (Peng et al., 2012). Amb
I’objectiu d’esbrinar si SirT2 era capag de modular
I’activitat de MOF d’una manera similar a com ho
feia SirT1, vam realitzar un assaig d’acetilacio in
vitro. Es va purificar MOF-HA de cél-lules HelLa que
expressaven MOF-HA sol o amb quantitats creixents
de FLAG-SirT2 (Fig. R11 dos requadres superiors).
Les elucions es van incubar amb histones del
nucleosoma central i amb acetil-CoA marcat amb
carboni 14 ([**C]-AcCoA). Per autorradiografia es va
detectar com [D’activitat acetiltransferasa de MOF
decreixia al incrementar la quantitat de SirT2 co-
eluida amb MOF (Fig. R11 tercer panell), indicant
gue SirT2 regula negativament 1’activitat de MOF.

Assaig d’acetilacio in vitro

ElucionsIP a-HA

FLAG-SIRT2 -
MOF-HA - - + + + +
EMPTY - + - - -

a-HA

‘ ' - a-Flag

[“C]-AcCoA

n —

CBB

1 2 3 4 5 6

Figura R11. SirT2 impedeix I’activitat catalitica de MOF in
vitro. Assaig d’acetilacio in vitro en el que es va fer servir MOF
purificat de cél-lules que sobreexpressaven MOF-HA sol o0 amb
quantitats creixents de SirT2. Les elucions es van incubar amb
histones del nucleosoma central i [**C]-AcCoA. La incorporacié
de radioactivitat es va detectar per autorradiografia. Dos panells
superiors: western blot de les elucions utilitzades en 1’assaig
d’acetilacio. Tercer panell: assaig d’acetilacid. Panell inferior
marcatge amb coomassie-blue de de les histones de 1’assaig
d’acetilacio.
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Tenint en compte que ’estat d’acetilacio de MOF és
important per la seva activitat catalitica (Peng et al.,
2012; Sun et al., 2011; Yuan et al.,, 2012), vam
contemplar la possibilitat de que MOF també fos
substrat de SirT2 i que mitjancant la desacetilacio,
SirT2 controlés 1’activitat acetiltransferasa de MOF.
Per comprovar aquesta hipotesi, primer de tot, es van
estudiar els nivells d’acetilacié de MOF en cél-lules
HeLa que sobreexpressaven SirT2, en les diferents
fases del cicle cel-lular. Vam observar que
I’acetilaci6 de MOF  disminuia quan se
sobreexpressava SirT2, a més hi havia una tendéncia
a que aixo es produis en major mesura durant G2/M
(Fig. R12A). Seguidament, vam realitzar un assaig de
desacetilaci6 in vitro en el que es va incubar MOF-
HA purificat de cél-lules HelLa tractades amb
inhibidors de HDACs (TSA i nicotinamida) amb
FLAG-SirT2 amb o sense NAD®. Fent servir un
anticos anti-acetil-lisina vam detectar que 1’estat
d’acetilacio de MOF decreixia en preséncia de SirT2
i NAD", indicant que SirT2 desacetila MOF in vitro
(Fig. R12B). Posteriorment, les mostres resultants de
I’assaig de desacetilaci6 es van analitzar per
espectrometria de masses en col-laboracié amb el
laboratori del Dr. M. Kriiger. En I’analisi es van
trobar tres residus de MOF desacetilats per SirT2, les
lisines 113 i 116 al domini CBD i la lisina 175 al
domini HAT (Fig. R12C-D). Les nostres dades son
consistents i complementaries a la informacié
aportada pel laboratori del Dr. E. Seto. Les lisines
113, 116 i 175 estaven entre les 18 lisines de MOF
que Peng i col-laboradors van identificar com
acetilades en cel-lules tractades amb inhibidors
d’HDACs (Peng et al., 2012), tot i que en els seus
experiments, no van trobar la desacetilasa a carrec de
la regulacio d’aquestes acetilacions. De manera que
els nostres resultats han identificat a SirT2 com a una
nova sirtuina capag¢ de regular I’estat d’acetilacié de
MOF i la seva activitat catalitica. Per comprovar que
la desacetilacié de MOF dependent de SirT2 produia
la inactivacio de 1’enzim, vam mutar les tres lisines a
arginina per mimetitzar [’estat desacetilat. Vam
comparar ’activitat d¢ MOF WT amb la del triple
mutant (MOFK3R) en un assaig d’acetilacio in vitro
com el que s’ha mencionat anteriorment. Cal
remarcar que tant MOF WT com MOF3KR es van
obtenir de cel-lules HelLa tractades amb
nicotinamida, per tal de potenciar 1’estat acetilat del
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MOF WT i assegurar-nos de que ’efecte que veiem
era degut a les lisines mutades. En els resultats
mostrats en la figura R12E es veu com el triple
mutant perd notablement [’activitat catalitica. El
conjunt dels resultats mostrats en les figures R11 i
R12 demostra com SirT2, a través de la desacetilacio
de les lisines 113, 116 i 175, inhibeix 1’activitat

Addicionalment, en 1’analisi per MS es va trobar que
la serina 348 de MOF passava de 1’estat fosforilat al
desfosforilat quan I’acetiltransferasa era incubada
amb SirT2 i NAD" (Fig. R12D), suggerint que alguna
activitat fosfatasa co-eluia amb SirT2 i que I’activitat
desacetilasa de SirT2 era necessaria per a
desfosforilar MOF.

catalitica de MOF.

A B C
IP a-MOF-HA
SirT2-HA +
SirT2-HA NAD?*
MOF-HA
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Ac P
D CBD ZF HAT E
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SIRT2 + 0,631021 72,568 0,0090507
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Figura R12. SirT2 desacetila les lisines 113, 116 i 175 de MOF i promou la desfosforilacio de la serina 348. A, Efecte de la
sobreexpressio de SirT2 sobre el nivells d’acetilacio de MOF en cel-lules HeLa sincronitzades i recollides en les diferents fases del
cicle cel-lular. Els nivells d’acetilacio es van detectar per immunoblotting amb un anticos anti-acetil-lisina. B, Assaig de desacetilacié
in vitro. MOF-HA i SirT2-HA purificats de cél-lules HeLa es van incubar amb o sense NAD". C, Les elucions de MOF incubades amb
SirT2 amb o sense NAD" mostrades a B van ser carregades en un gel d’electroforesi que es va tenyir amb colloidal-coomassie. Les
bandes corresponents a MOF es van tallar i analitzar per MS. D, Representacié esquematica de la seqiiéncia de MOF amb els dominis i
els residus modificats de MOF trobats en 1’analisi de MS. A la taula s’indiquen els valors dels parametres de I’analisi d’espectrometria
de masses: Score (puntuacio del péptid), probabilitat de localitzacio i PEP (probabilitat d’error de la identificacio posterior). E, Assaig
acetilacio in vitro on es compara I’activitat de MOF WT amb el triple mutant de les lisines MOF3KR. Panell superior: elucions del
MOF hiperacetilat utilitzades en 1’assaig. Panell del mig: assaig d’acetilacio revelat per autorradiografia. Panell inferior: Histones
tenyides amb coomassie blue (CBB).
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1.4.2. La fosforilacié de la serina 348 de
MOF és necessaria per la
desacetilacio per SirT2

Degut a la importancia de la fosforilacié de les
proteines en les vies de senyalitzaci6 i en la regulacio
de I’activitat enzimatica, vam contemplar I’opci6 de
gue la fosforilaci6 de la S348 fos important per al
control de I’activitat i I’estabilitat de MOF a través
de SirT2. Per estudiar si la fosforilaci6 d’aquest
residu afectava a la desacetilacio de MOF mediada
per SirT2, vam mutar la serina a alanina, aminoacid
que mimetitza 1’estat desfosforilat. Vam incubar
MOFS348A en un assaig de desacetilacié in vitro

amb NAD® i quantitats creixents de SirT2 (Fig.
R13A-B). Els nostres resultats mostren clarament
que a diferencia de I’efecte negatiu observat sobre
I’acetilaci6 de MOF WT, SirT2 és incapa¢ de
disminuir els nivells d’acetilacio6 de MOFS348A,
suggerint que la fosforilacio de la S348 és un
requeriment per a la desacetilacio de MOF dependent
de SirT2. Posteriorment, vam testar 1’activitat
enzimatica d’aquest mutant i vam observar que la
capacitat d’acetilar H4 era clarament menor que la
del MOF WT (Fig. R13C). Tot i que no podem
assegurar que el responsable de la pérdua d’activitat
d’aquest mutant sigui 1’estat desfosforilat i no el
canvi d’aminodcid, si que podem dir que aquest
residu juga un paper important en I’activitat catalitica
i la regulacio de I’enzim per part de SirT2.

A
B MOF-HA MOFS348A-HA
IP a-HA NAD* - + - +
MOF-HA WT SA FLAG-SRT2 + - el . | el

1 2

C

[ ] o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Elucions a-HA

MOF-HA -

Ctrl WT SA

[**C J-AcCoA

Figura R13. La serina 348 de MOF és important per a la regulacié de ’enzim. A, Nivells d’acetilacié6 de MOF WT i MOFS348A
en cél-lules tractades amb nicotinamida. B, Les elucions mostrades en A van ser incubades amb quantitats creixents de SirT2 i NAD*
en un assaig de desacetilacio in vitro. Els nivells d’acetilacio es van detectar amb 1’anticos anti-acetil-lisina. C, Assaig d’acetilacio in
vitro utilitzant com a substrat histones del nucleosoma central i com enzims les purificacions de MOF-HA, MOFS348A-HA i vector
buit (control (ctrl)), provinents de cél-lules HeLa. Panell superior: elucions de MOF utilitzades en 1’assaig. Panell central: Assaig

d’acetilacio revelat per autorradiografia. Panell inferior: Histones marcades amb Coomassie-Blue.
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1.1.1. La desacetilacio de MOF per SirT2
desestabilitza la interaccio entre els
dos enzims

Es ben sabut que I’acetilacié de les proteines en
general, i de MOF en particular, modifica el
reconeixement de substrat i la interaccié amb altres
proteines (Peng et al., 2012; Verdin & Ott, 2015;
Yuan et al., 2012). Per aquest motiu i per entendre
més en profunditat la relacié entre SirT2 i MOF, vam
testar la interaccid entre el triple mutant d’acetilacio
de MOF (MOF3KR) i SirT2 (Fig. R14A-B).
Curiosament, 1’estat desacetilat d’aquests residus
aboleix completament la interaccié entre SirT2 i
MOF, suggerint que la desacetilaciéo d’aquestes tres
lisines per SirT2 desafavoreix la interaccié entre les
dues proteines. Per corroborar aquesta observacio,
vam analitzar la interaccié entre MOF i el mutant

IP a-FLAG
MOF-HA WT  3KR WT S348A
FLAG-SIRT2 - + - + - + - +
Sk A e 4 e mw | a-HA
= [, -y ™ | a-FLAG
1 2 3 4 5 6 7 8
B 2
c p 2
ane P15
5 5
o 1 o 1
2 5
Sos * £05
z £
I o
MOF 3KR MOF S348A
WT WT

catalitic de SirT2 i vam veure que quan SirT2 no
tenia la capacitat de desacetilar MOF, la interaccio
entre els dos era més forta (Fig. R14C). A més, el
mutant MOFS348A, que com ja haviem vist
previament no podia ser desacetilat per SirT2,
mostrava més interaccié amb SirT2 que MOF WT
(Fig. R14A-B), recolzant que la desacetilacio de les
lisines 113, 116 i 175 per SirT2 desestabilitza la
interaccio entre els dos enzims.

En conjunt, els nostres resultats demostren que SirT2
afavoreix la sortida de MOF de la cromatina i en
promou la degradacié durant G2/M i que mitjancant
la desacetilaci6 de MOF inhibeix la seva activitat
catalitica especifica, suggerint que SirT2, a part de
desacetilar H4K16Ac durant G2/M també controla
els nivells d’acetilacié d’aquest residu histonic per
mitja de la regulaci6 de MOF, I’acetiltranferasa
principal d’H4K16.

IP a-FLAG

MOF-HA

FLAG-SIirT2WT + - -
FLAG-SirT”2mut - 4+ -

- G-HA

Inputs

Elucions

Figura R14. La desacetilaci6 de MOF per SirT2 aboleix la interaccio entre les dues proteines. A, Co-immunoprecipitacio de
SirT2 i el mutants d’acetilacié de MOF (panells de I’esquerra) o el mutant de fosforilacié de MOF (panells de la dreta). B, quantifiacid
de la IP mostrada en A. * P,,;,<0,05 C, Interaccié entre MOF-HA i FLAG-SirT2 WT o mutant catalitic. En les elucions dels dos

panells inferiors es mostra el MOF co-eluit amb SirT2.
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2. MOF i SirT2 son importants pel
manteniment de I'estabilitat
genomica

2.1. Generacio del ratoli sirt2-/-/mof-/-

La importancia de SirT2 com a controlador del cicle
cel-lular a través de la desacetilaci6 d’H4K16Ac
(Vaquero et al.,, 2006), recolzada pels nostres
resultats que demostren la inactivaci6 de MOF
dependent de SirT2 durant G2/M, juntament amb el
paper de SirT2 en ’activacio del checkpoint de G2/M
en resposta a dany (Serrano et al., 2013), van fer
emergir la possibilitat de que SirT2 estigués
controlant I’aturada del cicle cel-lular abans d’entrar
a mitosi, que experimenten les cel-lules deficients en
MOF (Li et al., 2010; Sheikh et al., 2015; Smith et
al., 2005; Taipale et al., 2005). Amb la finalitat
d’estudiar aquesta hipotesi, vam generar la colonia de
ratolins doble knockout (DKO) de sirt2 i mof. (sirt2”
Imof®™*/cre) seguint el procediment detallat a
materials i métodes (Fig. R15). Degut a que la perdua
de MOF causa letalitat embrionaria, en els nostres
estudis vam fet servir un model muri amb pérdua de
mof induible per tractament amb tamoxife. Els
ratolins mof®*/cre van ser cedits pel laboratori de
la Dra. A. Voss i els ratolins sirt2”, que ja teniem al
laboratori, els vam obtenir originariament del grup
del Dr. Q. Tong.

A continuaci@, vam extreure i cultivar els fibroblasts
embrionaris de ratoli (MEFs) dels embrions del dia
de gestacié E13.5 dels genotips: sirt2"*/mof**/cre,
sirt2"*/mof™"/cre i sirt2”/mof™*/cre. Per induir
la delecié de mof, els MEFs van ser tractats amb
1uM  del metabolit actiu del tamoxife (4-OH-
Tamoxife) durant 72 hores. Sota aquestes condicions,
el locus de mof recombinava eficientment i no es
detectava mMRNA ni proteina de MOF en les cél-lules
sirt2™/mof™™/cre o sirt2”/mof™"™cre  (Fig.
R16A-C). Coincidint amb la funcié enzimatica de
MOF sobre H4K16 (Akhtar & Becker, 2000; Smith
et al.,, 2005; Taipale et al.,, 2005), els nivells
d’H4K16Ac eren notablement més baixos després de
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la pérdua de MOF, i d’acord amb els resultats
publicats (Serrano et al., 2013), les cél-lules
deficients en SIRT2 presentaven hiperacetilacio
d’H4K16 (Fig.R16D).

sirt2/- I |1 i |
E1E2 E3E4 \ ! E7 E8 E9 E10-13 E14-16
AES-7
[ |
moflox Hi veo<] HiHHs

El  loxp E2E3 EAE5 [oxP E6 E7-E11

Promotor
CreT/+ — ubic Cre-ERTM
Sirt2 ** sirt2 " sirt2 -
B m0f+l+ moflox/\ox mofloxllox
cre cre cre
750pb
sirt2
500pb
500pb mof
250pb
500pb
250pb cre

Figura R15. Ratoli doble knockout sirt2/mof. A, Representacio
esquematica de la generacié del DKO sirt2/mof delecionant els
exons 5, 6 i part del 7 de sirt2 i els exons del 2 al 5 de mof. B,
Genotipat dels ratolins amb DNA provinent de les orelles. Panell
superior: genotipacio de sirt2. L’al-lel WT genera un producte de
PCR de 538 pb i I’al-lel mutant de 700 pb. Panell central:
genotipacié de mof. L’al-lel WT genera un producte de PCR de
422 pb i I’al-lel lox/lox de 509 pb. Panell inferior: genotipacié de
cre. El producte de PCR conté aproximadament 300 pb.

Per simplificar, a partir d’ara, s’anomenara la linia
sirt2*"*/mof**/cre tractada amb tamoxifé, com a WT;
la linia sirt2"*/mof®"*/cre tractada amb tamoxife,
com a KO de mof; i la linia sirt2”/mof®//cre sense
tractar, com a KO de sirt2 i tractada amb tamoxifg,
com a DKO de mof i sirt2. Cal remarcar que el
tractament amb tamoxifé no modificava el fenotip en
cap dels experiments, per aquest motiu i amb la
finalitat de facilitar 1’analisi i1 reduir el volum de
treball, els duplicats dels experiments i els estudis
estadistics es van realitzar sense la mostra
sirt2"*/mof"*/cre sense tractar amb tamoxife.
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Figura R16. Comprovacié de la induccit de la delecio de MOF en MEFs. A, Genotipaci6 per PCR de la deleci6 del gen mof; B,
Nivells d’expressio relatius de mof analitzats per g-PCR. C, Analisi per western blot dels nivells proteics de MOF; D, Western blot
dels nivells d’acetilaci6 de la histona H4K16. La delecié de mof correlaciona amb la pérdua d’H4K16Ac. TM, tamoxife.

2.2.  SirT2 i MOF sén essencials per la

dinamica de la cromatina

2.2.1. H4K16Ac determina la deposicié
d’H4K20mel

Sén nombrosos els estudis que relacionen H4AK16Ac
amb H4K20mel. En la majoria de casos s’ha vist que
aquestes dues modificacions s6n antagonistes, no
només funcionalment parlant (Akhtar & Becker,
2000; Braunstein et al., 1993; Carmen et al., 2002;
Horikoshi et al., 2013; Imai et al., 2000; Lavender et
al., 1994; Li et al., 2012; Oda et al., 2009; Rice et al.,
2002; Robinson et al., 2008; Shogren-Knaak et al.,
2006; Trojer et al., 2007), sind estéricament, ja que
I’existéncia d’una sembla impedir la preséncia de
I’altra en determinats casos (Nishioka et al., 2002;
Serrano et al., 2013). En termes de cicle cel-lular,

s’ha descrit que la desacetilacio d’H4K16Ac per
SirT2 durant G2/M és un requisit indispensable per la
monometilacié d’H4K20 per PR-SET7 (Serrano et
al.,, 2013; Vaquero et al., 2006), permetent la
posterior compactaci6 de la cromatina fins a
cromosoma metafasic (Oda et al., 2009; Rice et al.,
2002; Robinson et al., 2008; Shogren-Knaak et al.,
2006). Amb la finalitat de confirmar I’impacte de la
regulacio6 d’H4K16Ac durant G2/M sobre la
metilaci6 H4K20 vam analitzar els nivells
d’H4K20me en els MEFs deficients en MOF.
Mitjancant citometria de flux vam quantificar la
intensitat d’H4K20mel de MEFs WT, sirt2 KO, mof
KO i DKO en mitosi. En concordanga amb els
resultats previs del grup, vam detectar una
disminucié del 23% en els nivells d’H4K20mel de
les cél-lules deficients en SirT2 (Fig. R17A-B), fet
que correlaciona amb els nivells regulats
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Figura R17. Els nivells d’H4K20mel correlacionen negativament amb els nivells d’H4K16Ac en MEFs. A, Analisi per citometria
de flux dels nivells d’H4K20mel en MEFs en mitosi. Es va mesurar la intensitat mitjana del marcatge d’H4K20me1 de les cél-lules en
mitosi, positives per H3S28p. MFI, Mean fluorescence intensity. Les dades representades en aquesta figura estan fetes en col-laboracid
amb el laboratori del Dr. Tischfiled. B, Quantificacié de ’experiment mostrat en A de 3 linies diferents de MEFs de cada genotip. *
Puaior<0,05; ** Py0,<0,01; *** P,,,,<0,001. C, Els nivells d’H4K16Ac dels MEFs WT, mof KO, sirt2 KO i DKO van ser detectats per

western blot amb I’anticos anti-H4K16Ac.

a I’alca d’H4K16Ac (Fig. R17C). Com esperavem, el
fet de no discernir entre cél-lules en mitosi i la resta
del cicle cel-lular, va fer que 1’augment detectat en
els nivells d’H4K16Ac en les cél-lules sirt2” no fos
gaire notable, ja que SirT2 regula els nivells globals
d’H4K16Ac unicament durant G2/M. En les cel-lules
KO de mof i DKO, els nivells d’H4K20mel es
mostren elevats en un 11 i un 23%, respectivament
(Fig. R17A-B), fet que correlaciona negativament
amb 1’acetilaci6 d’H4K16, que en ambdos casos és
practicament inexistent (Fig. R17C).

Aquests resultats obtinguts utilitzant linies de MEFS
primaries van ser contrastats in vivo mitjancant
immunohistoquimica (IHC) d’H4K16Ac i
H4K20mel, emprant crioseccions de ronyo dels
ratolins WT, sirt2 KO, mof KO i DKO. Per ’estudi
vam utilitzar 6 seccions de teixit de cada ratoli i els
nivells d’H4K16Ac i d’H4K20mel van ser detectats
amb els mateixos anticossos que per 1’analisi de les
MEFs mostrat en la figura R17. A materials i
meétodes es troba detallat el protocol que es va seguir
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per a la inducci6 de la delecié de mof en aquests
ratolins. Les dades obtingudes d’aquest assaig soOn
preliminars, ja que només va ser fet amb un ratoli de
cada genotip. No obstant aix0, la informacio
obtinguda confirma els resultats préviament mostrats
en MEFs. Aixi doncs, les seccions de teixit mostren
clarament com els nivells d’H4K16Ac i H4K20mel
presenten una correlacié inversa (Fig. R18). En els
ratolins sirt2 knockout hi ha hiperacetilacié6 d’H4K 16
i en contrapartida els nivells d’H4K20mel sén més
baixos respecte els WT. En canvi, tant en els ratolins
mof knockout com en els doble knockout, els nivells
d’H4K16Ac s6n baixos i els d’H4K20mel alts
comparats amb els nivells dels WT. Cal remarcar que
degut a que la inducci6 de la delecié de mof no és del
100%, el marcatge positiu que s’observa a les IHC
d’H4K16Ac corresponents als mof KO i DKO,
possiblement sigui degut a cel-lules no induides.
Aix0 no obstant, es pot detectar la disminucié de
cel-lules mof KO o DKO marcades amb anti-
H4K16Ac en comparacio a les WT.
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H4K16Ac DAPI Merge

sirt2 KO

mof KO
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Figura R18. L’abséncia de SirT2 i MOF afecta els nivells d’H4K20mel in vivo. IHC d’H4K16Ac i d’H4K20mel de crioseccions
de ronyo de ratolins WT, KO de sirt2, KO de mof i DKO. Els nuclis van ser marcats amb DAPI.

2.2.2. MOF controla la localitzacio de PR-
SET7 a la cromatina

Com ja s’ha mencionat anteriorment, SirT2 afavoreix
la monometilacio d’H4K20 durant mitosi mitjangant
la desacetilaci6 d’H4K16Ac i regulant 1’activitat i
desposicio a la cromatina de PR-SET7. D’acord amb
aix0, els ratolins KO de sirt2 tenen nivells
d’H4K20mel més alts que els WT (Fig. R17-18). En
canvi, els DKO de mof i sirt2, tot i la manca de
SirT2, tenen nivells d’H4K20mel lleugerament més

IP a-HA
| E
MOF-HA - + -+
— | - l a-PRSET7
B ™ | oHA
-— a-H3
1 2 3 4
Figura R19. MOF interacciona amb PR-SET7.

Immunoprecipitacio6 de MOF-HA sobreexpressat en cél-lules
HelLa. El PR-SET7 endogen co-eluit amb MOF va ser detectat
per western blot amb 1’anticos anti-PR-SET7.

alts (Fig. R17-18), suggerint per una banda, que la
desaparici6 d’H4K16Ac, deguda a la pérdua de
MOF, déna via lliure a la monometilacio d’H4K20, i
per una altra banda, que MOF podria estar reprimint
d’alguna manera la funci6 de PR-SET7 a la
cromatina. La primera aproximaci6é que vam fer per
adrecar aquest punt va ser testar la interaccié entre
MOF i PR-SET7. Per aixd vam immunoprecipitar
MOF-HA de cél-lules HeLa i per immunoblotting
vam detectar que PR-SET7 endogen co-eluia amb
MOF, indicant que aquestes dues proteines
interaccionen dins de la cel-lula (Fig. R19).

Degut a I’intricat mecanisme de regulacid que
semblava haver entre H4K16Ac, H4K20mel, i els
enzims responsables del control d’aquestes marques,
vam hipotetitzar que aquests tres enzims podien
formar part del mateix complex, en el que la
regulacid entre els tres es donés de manera rapida i
eficient. Mitjancant diferents aproximacions vam
tractar d’esbrinar si les tres activitats formaven part
del mateix complex en algun punt del cicle cel-lular.
Primerament, vam fer un  assaig de
immunoprecipitacié competitiva. Per una banda, vam
sobreexpressar quantitats fixes de MOF-myc i
FLAG-PR-SET7 amb quantitats creixents de SIRT2-
HA. Mitjancant la immunoprecipitaci6é de FLAG-PR-
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SET7 vam analitzar la quantitat de MOF-Myc co-
eluida en funci6 de la quantitat de SirT2-HA
sobreexpressada (Fig. R20A esquerra). Per una altra
banda, vam sobreexpressar quantitats fixes de
FLAG-PR-SET7 i SirT2-HA i vam anar
incrementant la sobreexpressi6 de MOF-Myec. Altra
vegada, per mitja de la immunoprecipitacié de
FLAG-PR-SET7 vam detectar la quantitat de SirT2-
HA co-eluida al incrementar la sobreexpressio de
MOF-Myc (Fig. R20A dreta). Ambdds experiments
mostraven un efecte sinérgic en la interaccié quan els
tres factors eren presents. Seguidament, vam
sobreexpressar MOF-HA i FLAG-PR-SET7 en
MEFs WT i KO per sirt2 (Fig. R20B). La co-
immunoprecipitacié entre PR-SET7 i MOF-HA va
mostrar que en abséncia de SirT2, aquestes dues

proteines interaccionaven en menor mesura,
recolzant les observacions de ’assaig
d’immunoprecipitacié competitiva.
A IP a-FLAG
MOFmyc + + + + + - el
SirT2-HA - + o+t o+
FLAGPRSET7 + + + + - + + + +
= === |[====]crsc
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Figura R20. La interaccié entre MOF i PR-SET7 es veu
afavorida per SirT2. A, Western blot de la immunoprecipitacié
competitiva realitzada amb extractes de cel-lules HeLa que
sobreexpressaven quantitats invariables de MOF-myc i de
FLAG-PR-SET7, i quantitats creixents de SirT2-HA (2, 4 i 8 pg)
(carrils de 11 al 4), o quantitats fixes de SirT2-HA i FLAG-PR-
SET7 i quantitats creixents de MOF-myc (2, 4, 8 pg) (carrils del
6 al 10). B, Immunoprecipitacié de FLAG-PR-SET7 de MEFs
WT i KO de sirt2 cotransfectades amb MOF-HA i FLAG-PR-
SET7. EI MOF co-eluit amb PR-SET7 es va detectar per

immunobloting amb anti-HA.

100

Aixi doncs, tot apuntava a que SirT2, MOF i PR-
SET7 formaven un complex, al menys en alguna fase
del cicle cel-lular. Per tal d’esclarir aquest punt, vam
procedir a la purificacié del putatiu complex en
cel-lules HeLa sincronitzades que sobreexpressaven
MOF-Myc, SirT2-HA i FLAG-PR-SET7. Amb
aquesta finalitat, vam sincronitzar les cel-lules HeLa
I en vam obtenir tres poblacions en diferents fases del
cicle cel-lular: 'S, G2 i G2/M (Fig. R21A).
Posteriorment vam correr els extractes cel-lulars en
gradients de glicerol del 12.5% al 35% i vam recollir
60 fraccions de 200ul de cada gradient (Fig. R21B).
Es van ajuntar les fraccions que corresponien a un
pes molecular major de 150KDa (la suma
aproximada de les tres proteines) i on els tres
components  eren  presents, i van  ser
immunoprecipitades contra FLAG-PR-SET7. Per
western blot vam detectar que durant les fases S i
G2/M, PR-SET7 només co-immunoprecipitava
SirT2, mentre que durant G2, PR-SET7 va ser capag
de co-eluir tant SirT2 com MOF (Fig. R21C),
indicant que en aquesta fase del cicle cel-lular, MOF,
SirT2 i PR-SET7 formen part del mateix complex.
Aguestes dades, junt amb els resultats anteriors
mostrats a la figura R3, on hem vist que SirT2 i MOF
interaccionen majoritariament durant G2 i G2/M,
suggereixen que, durant G2, MOF, SirT2 i PR-SET7
formen un complex, mentre que durant la transicio
G2/M el complex se separa en les parelles SirT2-PR-
SET7 i SirT2-MOF. Els nostres resultats perd, no
permeten distingir si MOF i PR-SET7 interaccionen
també com a parella durant G2/M.

SirT2 desacetila H4K16Ac i estabilitza PR-SET7 a la
cromatina a través de la desacetilacié de la lisina 90.
Tot junt afavoreix la deposici6 d’H4K20mel i la
disseminacio al llarg de tot el genoma (Serrano et al.,
2013). Igual que SirT2, MOF podria controlar els
nivells d’H4K20mel de manera dependent de
I’acetilaci6 d’H4K16, o per una via independent,
controlant els nivells, la localitzacid i/o I’activitat de
PR-SET7. D’acord amb I’esmentat, vam comencar
estudiant si MOF controlava els nivells de PR-SET7.
Amb aquest proposit vam analitzar els nivells de
PR-SET7 totals en cél-lules HeLa que
sobreexpressaven quantitats creixents de MOF-HA.
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Figura R21. SirT2, MOF i PR-SET7 formen un complex durant G2. A, Representacio esquematica dels passos seguits per a la
purificacié del complex. DTB, doble bloqueig de timidina. B, Western blot de les fraccions recollides del gradient de glicerol. La linia
vermella indica les fraccions que es van ajuntar per a prosseguir amb el segiient pas cromatografic. C, Immunoprecipitacié de FLAG-
PR-SET?7 de les fraccions ajuntades del gradient de glicerol mostrat en B.

Com es pot deduir de les imatges de western blot
(Fig. R22), I’augment en la quantitat de MOF no
afecta els nivells totals de PR-SET7. Tampoc existeix
una regulacio a la inversa, doncs els nivells de MOF
totals no es veuen afectats per la sobreexpressio de
FLAG-PR-SET7 (Fig. R22).

FLAG-PRSET7
MOF-myc 4 + 4+ -

Figura R22. MOF no controla els nivells totals de PR-SET7.
Western blot d’extractes totals de cél-lules HeLa que
sobreexpressaven FLAG-PR-SET7 sol o amb quantitats creixents
de MOF-myc (carrils 1-3), o MOF-myc sol o amb quantitats
creixents de FLAG-PRSET7 (carrils 4-6).

Degut a que la funci6 principal de PR-SET7 es duu a
terme a la cromatina, vam analitzar si la pérdua de
MOF en MEFs produia canvis en la localitzacié de
PR-SET7 a la cromatina. Vam utilitzar una técnica

d’immunofluorescéncia especial que permet detectar
nomes la fraccio unida a la cromatina i que ja havia
sigut préviament utilitzada per detectar focus de PR-
SET?7 per altres autors (Serrano et al., 2013; Tardat et
al., 2007). A diferencia amb una immunofluoresceén-
cia corrent, aqui es permeabilitza la cél-lula abans de
la fixacio de manera que es descarta la fraccio solu-
ble. Un altre factor que es va tenir en compte va ser
I’alta taxa de degradaci6 de PR-SET7. Per aquest
motiu, les cél-lules van ser previament tractades amb
I’inhibidor del protreosoma MG132 durant 1 hora.
Amb aquesta técnica, feta en col-laboracié amb el
laboratori del Dr. Tischfield, vam ser capacos
d’observar que la peérdua de MOF produeix un
augment en el nombre de focus de PR-SET7 i a més,
la mida d’aquests és major, indicant que MOF con-
trola negativament la localitzacié de PR-SET7 a la
cromatina (Fig. R23). Aquestes dades junt amb els
nostres resultats previs que mostraven que la pérdua
de MOF produeix un augment en la monometilacio
d’H4K20, permeten dir que, a través de la regulacio
de la localitzaci6 de PR-SET7 a la cromatina, MOF
controla els nivells d’H4K20mel. Aixo no descarta
la possibilitat de que addicionalment, MOF reguli la
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deposici6 d’H4K20mel a través de 1’acetilacio
d’H4K16 o mitjancant la modulaci6 de 1’activitat de
PR-SETT.

PRSET7
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Figura R23. MOF afecta la fracci6 de PR-SET7 unida a la
cromatina. A, Focus de PR-SET7 en MEFs WT i KO de mof
detectats per IF com va ser descrit préviament (Tardat et al.,
2007) (barres 5um). B, Quantificaci6é del nombre de focus de PR-
SET7 a la cromatina i del volum d’aquests.

S’ha vist en diferents processos cel-lulars que I’estat
d’acetilaci6 és fonamental per a la regulacio
enzimatica. Per exemple, 1’autoacetilaci6 de MOF és
un requeriment basic per a l’activacido de I’enzim
(Yuan et al., 2012), la desacetilaci6 de CDK9 per
SirT2 activa la seva activitat quinasa (Zhang et al.,
2013), o la desacetilacié de PR-SET7 a la lisina 90
per SirT2 activa D’activitat metiltransferasa sobre
H4K20 (Serrano et al., 2013). El fet de que SirT2 i
MOF presentin activitats oposades sobre H4K16, ens
va fer contemplar la possibilitat de que MOF estigués
regulant 1’activitat de PR-SET7 sobre H4K20 a
través de [D’acetilaci6 del mateix residu que
desacetilava SirT2, la lisina 90. Aixi doncs, vam
estudiar I’activitat de PR-SET7 préviament incubat
amb MOF i acetil-CoA, en un assaig de metilacio
amb nucleosomes in vitro (procediment detallat a
materials i metodes). Aquest assaig ens permetia
veure si I’activitat acetiltransferasa de MOF sobre
PR-SET7 modificava [D’activitat metiltransferasa
d’aquest sobre els nucleosomes. Per a la pre-
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incubacié de PR-SET7 amb MOF es va fer servir una
purificaci6 de MOF WT i una de MOFG326E
(mutant catalitic) de cél-lules HeLa. Ambdues es van
incubar amb PR-SET7 amb o sense acetil-CoA.

A
[H]-SAM
MOF-HA - Ctl_WT G326E WT

FLAG-PRSET7 + + + + + + -
AcCoA + + - + - + +

a-HA
a-FLAG

BH]-SAM

CBB

B 1 2 3 4 5 6 7

FLAG-PRSET7

MOF-HA
Nuc
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++
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!
i
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CBB [*C]-AcCoA

Figura R24. MOF no modifica Dactivitat de PR-SET7. A,
Efecte de MOF sobre [I’activitat de PR-SET7. Activitat
metiltransferasa de PR-SET7 purificat de cél-lules HelLa i
incubat amb MOF WT o MOF mutant catalitic (G326E) -/+
acetil-CoA. L’assaig es va realitzar en dos passos: Primer, el PR-
SET7 purificat de HelLa es va incubar amb o sense MOFWT o
G326E en preséncia o abséncia d’acetil-CoA. Segon, el PR-SET7
resultant d’aquesta pre-incubacio va ser dialitzat i posteriorment
incubat amb nucleosomes i [*H]-SAM. Panell superior: Western
blot de les purificacions emprades en 1’assaig, panell central:
activitat metiltransferasa revelada per autorradiografia, pannell
inferior: histones tenyides amb coomassie. B, Activitat
acetiltransferasa de MOF sobre PR-SET7. MOF purificat de
cel-lules HelLa va ser incubat amb PR-SET7 o histones del
nucleosoma central i [*C]-Acetil-CoA. Panell esquerra: PR-
SET7 i histones tenyides amb coomassie, panell dret superior:
western blot de les purificacions utilitzades en 1’assaig, panell
dret inferior: activitat acetiltransferasa de MOF detectada per
autorradiografia.

Agquestes combinacions ens permetien diferenciar
I’efecte sobre PR-SET7 degut a la simple unié de
MOF (MOF sense acetil-CoA), degut a I’activitat
catalitica de MOF (MOF WT amb acetil-CoA) o
degut a alguna activitat acetiltransferasa que co-eluia
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amb MOF (MOFG226E amb acetil-CoA). Com
mostren els resultats de I’assaig de la figura R24A,
MOF no modifica ’activitat metiltransferasa de PR-
SET7. A més, en una reacci6 d’acetilacio in vitro que
vam realitzar posteriorment, el PR-SET7 incubat
amb MOF-HA i acetil-CoA marcat amb **C no va
incorporar radioactivitat, demostrant que PR-SET7
no és substrat de MOF (Fig. R24B).

2.2.3. SirT2 i MOF regulen els nivells
d’H4KZ20me al llarg del cicle cel-lular

D’acord amb els resultats previs publicats pel grup,
la monometilacio d’H4K20 durant mitosi dependent
de SirT2 afecta a la di- i trimetilacio d’H4K20 per
Suv420hl i Suv420h2 del seglient cicle cel-lular,
respectivament (Serrano et al., 2013). Recolzant
aquesta dada esta el fet que la deficiéncia en SirT2
causa un efecte similar sobre la distribucid del cicle
cel-lular que la deficiencia combinada de
Suv420h1/2 (Schotta et al., 2008; Vaquero et al.,
2006), suggerint que darrera d’aquest fenotip hi ha la
disminucié dels nivells d’H4K20me2/3. Degut a que
Suv420h1/2 necessiten com a substrat H4K20mel
(Schotta et al., 2008) i que els nivells d’aquesta
marca estaven augmentats en les nostres MEFs KO
de mof i DKO de mof i sirt2, vam voler estudiar si
realment, I’alteracio en els nivells d’H4K20mel tenia
una conseqiiéncia directa sobre els nivells
d’H4K20me2/3. Mitjancant citometria de flux vam
guantificar H4K20me2 i me3 de MEFs WT, sirt2
KO, mof KO i DKO durant mitosi i la resta del cicle
cel-lular. Coincidint amb els resultats previs del grup,
els nivells d’H4K20me2 en els KO de sirt2 estaven
disminuits, mentre que en els KO de mof, tot i haver
una tendéncia a I’increment, no hi havia un canvi
significatiu. Igualment, els DKO es comportaven
d’una manera similar als WT (Fig. R25A). De
manera que, la pérdua de SirT2 en els DKO no
impedeix la dimetilaci6 d’H4K20, probablement per
I’efecte dominant de la pérdua de MOF sobre els
nivells d’H4K16Ac i H4K20mel. Aixi doncs,
aquestes dades suggereixen que la pérdua
d’H4K16Ac en els KO de mof i DKO té un efecte
positiu sobre els nivells d’H4K20me?2, probablement,
com a conseqiiéncia de I'augment en H4K20mel.
Cal mencionar que aquests resultats son preliminars i

gue caldran més duplicats per confirmar les

observacions.

Mitosis

1

sirt2KO  mof KO DKO

30 ~

20 A
15 -
10 A
5 -
0 -
WT

Figura R25. H4K16Ac determina els nivells d’H4K20me2.
Quantificacio dels nivells d’H4K20me2 de MEFs WT, sirt2 KO,
mof KO i DKO en mitosi analitzats per citometria de flux. Les
cel-lules en mitosi van ser detectades amb a-H3S28p. MFI, Mean
fluorescence intensity. En col-laboracié amb la Dra. L. Serrano i
la Dra. B. Véazquez.

MFI H4K20me2

En el cas d’H4K20me3, hi havia disminucié en els
nivells dels KO de sirt2, tant en mitosi com en el
cicle cel-lular en general (Fig. R26A-B), recolzant el
que ja s’havia publicat pel grup (Serrano et al.,
2013). En canvi, els nivells d’H4K20me3
incrementaven significativament en el cas dels KO
de mof, encara que aquest fenotip només era visible
en les cél-lules en mitosi. Els DKO presentaven
nivells similars als WT tot i que amb certa tendéncia
a la baixa, tant en mitosi com en el cicle cel-lular en
general, produint-se una compensacidé respecte els
KO individuals de mof i sirt2. Per contrastar aquestes
dades vam realitzar IHC de crioseccions de rony¢ de
ratolins WT, sirt2 KO, mof KO i sirt2/mof DKO
(Fig. R26C). Considerant que les cel-lules del ronyd
son cél-lules diferenciades i que la taxa de divisio
cel-lular és baixa, els resultats de les IHC sbn
equiparables a 1’estudi dels nivells d’H4K20me3 en
la totalitat del cicle cel-lular i no sén comparables
amb la quantificacid feta en les cel-lules mitotiques.
Coincidint amb els resultats de citometria de flux
mostrats en la figura R26B, els nivells d’H4K20me3
sén menors en els ratolins sirt2 KO. En canvi, en el
cas dels teixits de ratolins mof KO, els nivells
d’H4K20me3 es mostren considerablement mes
elevats i en els DKO més baixos que en els WT, fets
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Figura R26. Efecte de MOF i SirT2 sobre els nivells d’H4K20me3. A, Quantificacié dels nivells d’H4K20me3 en MEFs WT, sirt2
KO, mof KO i DKO en cél-lules en mitosi analitzats per citometria de flux. Les cél-lules mitdtiques es van marcar amb a-H3S28p. B,
Quantificaci6 del nivells d’H4K20me3 de MEFs WT, sirt2 KO, mof KO i DKO en tot el cicle cel-lular analitzats per citometria de

flux. *

Puaior<0,05; ** P,,,,<0,01. MFI, Mean fluorescence intensity. En col-laboracié amb el laboratori de la Dra. L. Serrano. C, IHC

d’H4K20me3 de crioseccions de ronyd de ratolins WT, KO de sirt2, KO de mof i DKO. Els nuclis van ser marcats amb DAPI.

gue estan en discordanca amb les observacions per
citometria de flux. Cal mencionar que els resultats
d’IHC només s’han pogut fer amb un ratoli de cada
genotip 1 que per a que ’estudi tingui la poténcia
adequada s’hauria d’ampliar el nombre de ratolins
emprats.

D’acord amb els nostres resultats, sembla doncs, que
hi ha una correlacié inversa entre els nivells
d’H4K16Ac 1 els nivells d’H4K20me. En resum, en
els KO de sirt2 els nivells d’H4K16 estan elevats i
els d’H4K20mel-3 baixos. En canvi, la pérdua
d’H4K 16Ac tant en els KO de mof com en els DKO,
produeix una tendéncia a la normalitzacié en els
nivells d’H4K20mel-3, tot en conjunt, recolzant la
hipotesi de que H4K16Ac impedeix la metilacié
d’H4K20 durant G2/M (Nishioka et al., 2002;
Serrano et al., 2013).

2.3.  SirT2 participa en el checkpoint de

G2 /M activat per la pérdua de MOF

Diferents estudis han demostrat la dependéncia de
MOF per la progressio del cicle cel-lular,
especialment durant la transicio G2/M. S’ha vist que
I’activitat acetiltransferasa especifica de MOF sobre
H4K16 és clau en la resposta al dany al DNA (DDR)

104

i que regula la transcripci6 de nombrosos gens
implicats en la progressio del cicle cel-lular (Li et al.,
2010; Sheikh et al., 2015). En conseqgiiéncia, la
pérdua de MOF augmenta el dany al DNA i
desencadena I’activacid del checkpoint de G2/M
dependent d’ATM (Taipale et al., 2005). Per una
altra banda, s’ha relacionat a SirT2 amb el
checkpoint de G2/M. Concretament, s’ha vist que en
resposta al dany al DNA, la desacetilacid
d’H4K16Ac per SirT2 afavoreix la monometilacid
d’H4K20 i condueix a I’aturada del cicle cel-lular
just abans de I’entrada a mitosi (Serrano et al., 2013).
Basant-nos en aquestes observacions va emergir la
possibilitat de que SirT2 estigués, d’alguna manera,
implicat en I’aturada del cicle cel-lular que pateixen
les cel-lules deficients en MOF. Per enfilar aquest
punt, vam estudiar el cicle cel-lular de les diferents
linies de MEFs en condicions normals per citometria
de flux. Vam fer servir la fosforilacié de la histona
H3S28 (H3S28p) com a marcador de les cel-lules en
mitosi i la quantitat de DNA es va mesurar amb
I’intercalador de DNA, 7AAD (7-aminoactinomycin
D). La deteccié combinada d’H3S28p i la quantitat
de DNA ens permetia discernir entre les cel-lules en
G2 i mitosi. Els nostres resultats van mostrar
clarament que, el percentatge de cel-lules que
avancava cap a mitosi en els KO de mof es veia
reduit, quedant aquestes arrestades en la fase G2
(Fig. R27).
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Figura R27. SirT2 esta implicat en el checkpoint de G2/M activat per la pérdua de MOF. A, Analisi per citometria de flux del
percentatge de cél-lules en mitosi. A I’eix de les Y, cél-lules positivament marcades amb H3S28p i I’eix de les X, distribucio de
cél-lules segons la quantitat de DNA marcada amb 7AAD. B, Mitjanes del percentatge de cél-lules en mitosi de tres linies diferents de
cada genotip. C, Mitjana del percentatge de cél-lules en G2 de tres linies diferents de cada genotip. *,Pya0r<0,05; ** Py40,<0,01;
***%P,.10r<0,001. Els analisis per citometria de flux d’aquesta figura han estat fets en col-laboracié amb la Dra. L. Serrano i la Dra. B.

Vazquez.

Aguest resultat, junt amb altres experiments publicats
en que es tractaven les cél-lules deficients en MOF
amb cafeina o wormantina (inhibidors de la via
d’ATM), confirmaven que la peérdua de MOF
conduia a I’activacio del checkpoint de G2/M. També
vam veure que, els MEFs KO de sirt2 presentaven
menys percentatge de cel-lules en G2, fet que
recolzava, el ja establert requeriment de SirT2 per a
I’aturada del cicle cel-lular en el checkpoint de
G2/M. El més sorprenent és I’efecte que es va
observar en les cel-lules DKO de sirt2 i mof, en les
gue, tot i la mancanca de MOF, avancaven cap a
mitosi sense quedar arrestades en G2, suggerint que
SirT2 esta implicat en I’arrest de G2/M produit per la
falta de MOF.

Per confirmar les nostres observacions vam abordar
I’estudi del cicle cel-lular mitjangant
immunofluorescencia (IF). Tot i ser una técnica poc
comu per a I’analisi del cicle cel-lular, ens permetia
diferenciar les cél-lules en G2 de les cel-lules en

mitosi a través de la deteccio de les fosforilacions de
la histona H3. Durant la fase G2 tardana i fins
anafase, H3S10 es troba fosforilada, mentre que
H3S28 ¢és fosforilada de profase a anafase. D’aquesta
manera, les cel-lules positives per S10p i negatives
per S28p van ser identificades com a fases G2 i les
positives per les dues marques com a mitosis.
Novament, vam observar com els MEFS KO per mof
no experimentaven mitosi i quedaven arrestats a G2,
mentre que la pérdua combinada de SirT2 i MOF
permetia la progressio del cicle cel-lular a través de
mitosi (Fig. R28). La mitjana del percentatge de
cel-lules en mitosi dels WT era del 5.3%, mentre que
decreixia fis a 1’1% en el cas dels KO de mof i es
mantenia similar als WT en els MEFs DKO per sirt2
i mof. Els experiments de cicle cel-lular, tant els
realitzats per citometria de flux com per IF es van fer
amb 3 linies de MEFs diferents de cada genotip. En
les IF es van comptar més de 2000 cél-lules per
condicio.
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Figura R28. SirT2 esta implicat en ’arrest del cicle cel-lular en G2/M activat per la pérdua de MOF. A, IF de MEFs en cultiu.
H3S28p marca cél-lules en mitosi, mentre que H3S10p marca cél-lules en fase G2 tardana i mitosi. B, Quantificacié de les IF de A
amb el programa Fiji. S’ha obtingut el nombre de cél-lules en G2, mitjancant la resta de cél-lules positives per S10p menys les

cel-lules positives per S28p.

L’estres oxidatiu causat pel tractament amb peroxid
d’oxigen (H,0,) proporciona una eina senzilla per
estudiar 1’activacio del checkpoint de G2/M en
resposta a dany al DNA. El H,0, indueix la formacid
de DSBs i activa la DDR i en consequencia, el cicle
cel-lular s’atura en la transici6 G2/M (Deken et al.,
2009; Li et al., 2009). Confirmant el que les dades
publicades apuntaven (Serrano et al., 2013), els
nostres resultats mostren que, [Pactivacio del
checkpoint de G2/M en resposta a dany requereix la

Sirt2 KO DKO

preséncia de SirT2, ja que mentre les linies WT
tractades amb peroxid presenten una reduccié del
percentatge de mitosis d’aproximadament el 55%, la
reduccié en el cas de les KO de sirt2 nomes arriba al
35% (Fig. R29). A més, el percentatge de cel-lules
gue progressa cap a mitosi en les cel-lules DKO és
similar al de les KO de sirt2, confirmant el
requeriment de SirT2 en ’activacio del checkpoint de
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Figura R29. SirT2 participa en el checkpoint de G2/M activat per dany al DNA. A, Analisi per citometria de flux del percentatge
de cel-lules en mitosi de MEFs WT, sirt KO i DKO tractades o sense tractar durant 1 hora amb H,O, 100 uM. B, Quantificacié del
percentatge de mitosis dels MEFs tractats respecte dels no tractats de les linies WT, sirt2 KO i DKO mostrades a la figura A. S’han fet
servir tres linies cel-lulars de cada genotip. *P,0,<0.05.Experiments fets en col-laboracié amb la Dra. L. Serrano i la Dra. B. Vazquez.
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2.4. Elbalang entre SirT2 i MOF controla
I'expressio de gens del cicle

cel'lular

Hi ha dos mecanismes principals que condueixen a
I’aturada del cicle cel-lular en G2/M. El primer, rapid
i temporal, es basa en la regulacié postranscripcional
de diferents proteines implicades en [’entrada a
mitosi. El segon, més lent perd prolongat, actua a
través de la regulacié de la transcripcio. MOF i
SirT2, regulen la transcripcid de nombrosos gens
controlant per una banda els nivells d’H4K16Ac i per
una altra, modulant [’activitat o localitzacié de
factors de transcripcié (Dou et al., 2005; Jin et al.,
2008; Li et al., 2012; Ravens et al., 2014; Sheikh et
al., 2015; Taylor et al., 2013; Wang et al., 2007).
Aquest fet va obrir la possibilitat de que la regulacid
de I’expressid genica estigués darrera de 1’arrest en
G2/M que observavem en les cél-lules deficients en
MOF. En un estudi recent del laboratori de la Dra. A.
Akhtar, s’ha vist que MOF activa ’expressio de gens
relacionats amb la progressio del cicle cel-lular i que
la pérdua de MOF correlaciona amb la disminucié de
I’expressio d’aquests gens (Sheikh et al., 2015). Per
als nostres estudis vam triar tres dels gens regulats a
I’alca per MOF, cdc25¢, ciclina B2 i cdca3, basant-
nos en la seva importancia per a la progressié a
través de G2/M. CDC25C és la fosfatasa que activa
el complex CDK1-ciclinaB durant la transicié G2/M,
procés essencial per a I’entrada a mitosi. Un dels
mecanismes que fa servir la cél-lula per aturar el
cicle cel-lular en G2/M és la inactivacié de CDC25C
(Lukas et al., 2004). La Ciclina B2 activa CDK1
durant la transicio6 G2/M i mitosi. Malgrat que
aquesta ciclina s’expressa durant tot el cicle cel-lular
excepte durant G1, només activa CDK1 durant G2/M
i mitosi, moment en el que és translocada al nucli
(Gallant & Nigg, 1992). CDCAS3 es necessita per
I’entrada a mitosi pel seu paper promotor de la
degradaci6 de la quinasa inhibidora de CDK1,
WEEL.

Mitjancant PCR (polymerase chain reaction)
quantitativa, vam analitzar 1’expressi6 d’aquests tres
gens en els MEFs WT, sirt2 KO, mof KO i DKO
(Fig. R30). Confirmant el que havien vist en el grup
de la Dra. A. Akhtar, les nostres dades mostren que

I’expressi6 de cdc25c, ciclina B2 i cdca3 en les
cel-lules deficients en MOF esta molt reduida. En el
cas de les cel-lules KO per sirt2 [’expressid
augmenta, mentre que en les linies DKO, hi ha uns
nivells d’expressio intermédia entre els KO de sirt2 i
els KO de mof, suggerint la possibilitat de que la
recuperacié de la progressio del cicle cel-lular
observada en aquestes cél-lules sigui deguda a la
recuperacio parcial de I’expressi6 d’aquests gens.
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Figura R30. L’expressio dels gens necessaris per la transicié
G2/M esta regulada per SirT2 i MOF. Representacid grafica
dels nivells d’expressio relatius dels gens cdca3, ciclina B2 i
cdc25¢c en MEFs WT, sirt2 KO, mof KO i sirt2/mof DKO
analitzats per PCR quantitavita.

2.5. Laperduade SirT2 i MOF té un
efecte compensatori sobre la

inestabilitat genomica

Com ja s’ha mencionat anteriorment, MOF a través
de I’acetilacio d’H4K16 i per vies independents, és
crucial en la DDR i la pérdua de I’enzim condueix a
aberracions cromosomiques i a l’augment de la
inestabilitat gendmica (Gupta et al., 2014; Li et al.,
2010; Sharma et al., 2010). L’increment en el dany
que experimenten les cel-lules KO de mof porta a
I’activacio del checkpoint de G2/M (Li et al., 2010;
Taipale et al., 2005) de manera dependent de SirT2,
segons hem vist en els resultats mostrats
anteriorment. L’activacid del checkpoint proporciona
temps a la maquinaria cel-lular per reparar el dany al
DNA. La incapacitat de les cel-lules DKO d’aturar-se
en el checkpoint de G2/M ens va fer pensar en la

107



RESULTATS

A

WT
B 100

- ...
b ...

DKO ...

H2AX Focus/Cél-lul.
w
o

Y
N
o

< 80
= 70
60
40
: I I
10
gl |
wWT

sirt2KO mof KO DKO

Figura R31. La pérdua de SirT2 compensa la pérdua de MOF en els nivells de dany al DNA. A, IF de y-H2AX en MEFs WT,
sirt2 KO, mof KO i DKO. B, Quantificacio amb el programa Fiji del nombre de focus de y-H2AX per cél-lula. n=20 cél-lules per

genotip.

possibilitat de que aquestes cel-lules tinguessin
acumulacid de dany al DNA degut a ambdos factors,
als errors en la reparacié com a consequéncia de la
perdua de MOF i a la no activacio del checkpoint de
G2/M.

Un dels métodes més utilitzats per detectar dany al
DNA ¢és la quantificacié de y-H2AX, una de les
primeres modificacions en apareixer als llocs de
trencament en la DDR. Aquesta marca histonica és
dipositada per ATM en resposta al trencament de
doble cadena i facilita el reclutament de les proteines
de reparacio (Rogakou et al., 1998). Un cop s’ha
reparat el dany, y-H2AX és desfosforilada i es
restaura I’estat inicial de la cromatina (Chowdhury et
al., 2008; Douglas et al., 2010; Mactrek et al., 2010).
Mitjangant IF de y-H2AX, vam detectar el nombre de
focus formats per cél-lula en les nostres linies WT,
sirt2”, mof” i sirt2”/mof” (Fig. R31). Per a I’analisi
només es van comptabilitzar aquelles cél-lules amb 4
o més focus de y-H2AX.

D’acord amb els resultats mostrats i coincidint amb
les dades de la bibliografia, els KO de mof presenten
un increment notable en el nombre de focus de
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v- H2AX i en els KO de sirt2, tot i que mostren més
focus de y-H2AX que els WT, lincrement és
moderat. EI més sorprenent és que contra pronastic,
els DKO presenten nivells de dany similars als KO
de sirt2, suggerint que la pérdua de SirT2 compensa
d’alguna manera el dany observat en els KO de mof i
contradient la nostra hipotesi de que la no activacio
del checkpoint generaria més acumulacié de dany
que la observada en els KO de mof. La compensacio
en els nivells de dany al DNA observats en les
cel-lules DKO ens va portar a hipotetitzar que
aquestes cél-lules podrien tenir menys inestabilitat
genomica que les KO individuals. El percentatge de
poliploidia és una bona mesura indicativa del grau
d’inestabilitat genomica que pateixen les cél-lules.
Per aquesta rad, vam analitzar la distribucié del cicle
cel-lular mitjancant citometria de flux (Fig. R32).
Tant la perdua de SirT2 com la de MOF produeix un
augment en el percentatge de cel-lules poliploides,
mentre que els nivells de poliploidia observats en les
DKO son similars als de les WT, indicant que la
doble pérdua de SirT2 i MOF compensa la pérdua
individual de cadascun d’aquests enzims en el
manteniment de 1’estabilitat genomica.
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Figura R32. La doble pérdua de MOF i SirT2 correlaciona amb la recuperacié de I’estabilitat genomica. A, distribucid del cicle
cel-lular analitzada per citometria de flux. Com a marcador de DNA es va utilitzar 7AAD. B, quantificaci6 dels resultats mostrats en

A. Experiments fets en col-laboracié amb la Dra. L. Serrano i la Dra. B. Vazquez.
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Durant les dltimes décades, en el camp de
I’epigenctica, s’ha intentat descriure com una
modificacié que no altera la seqliéncia del DNA, pot
ser heretada de cel-lula mare a filla i com un procés
que succeeix en un moment determinat té efectes
sobre el seguent cicle cel-lular. Quan es va iniciar
aquest projecte, tot just acabava de sortir a la llum un
nou mecanisme en el que es descrivia com, a través
de la regulaci6 dels nivells d’H4K20mel durant
mitosi, SirT2 tenia un efecte sobre processos del
seguent cicle cel-lular (Serrano et al., 2013). Quedava
clara la importancia de SirT2 en la regulacid
d’H4K20mel a través de la desacetilacid
d’H4K16Ac i la necessitat d’aquest procés per a la
compactacio de la cromatina durant mitosi (Nishioka
et al., 2002; Robhinson et al., 2008; Serrano et al.,
2013; Shogren-Knaak et al., 2006; Vaquero et al.,
2006). No obstant, tot i el requeriment absolut de
MOF per a I’acetilacio d’H4K16 (Akhtar & Becker,
2000; Smith et al., 2005; Taipale et al., 2005), es
desconeixia qualsevol mecanisme regulatori que
lligués MOF al control de la metilacio d’H4K20
durant aquesta fase del cicle cel-lular. A més, la
importancia de MOF per la progressid del cicle
cel-lular a través de G2/M (Li et al., 2010; Sheikh et
al., 2015; Taipale et al., 2005) i I’aparent funci
controladora de SirT2 en aquest punt del cicle
cel-lular (Serrano et al., 2013), van generar la
necessitat d’investigar la possible relacio de SirT2,
MOF i H4K16Ac en la regulacio6 de la dinamica de la
cromatina i del cicle cel-lular. Els nostres resultats

van mostrar un paper compensatori entre SirT2 i
MOF en quant a la progressid cel-lular, la regulacio
de la metilaci6 d’H4K20 i el control de I’estabilitat
gendmica.

En aquest treball es descriu per primera vegada un
mecanisme regulatori entre SirT2 i MOF, en el qual
durant G2/M, SirT2 reprimeix MOF, controlant aixi
I’acetilacié6 d’H4K16 i afavorint la monometilacio
d’H4K20 per PR-SET7, fet que demostra que SirT2
no només controla els nivells d’H4K16Ac a través de
la seva desacetilacié directa (Serrano et al., 2013;
Vaquero et al., 2006). A més, es corrobora el paper
de SirT2 com a regulador dels nivells d’H4K16 i
H4K20mel durant mitosi in vivo (Serrano et al.,
2013) i s’introdueix MOF com un altre element
important en la regulaci6 d’aquesta marca
epigenetica. Aixi ho demostra la correlacio
observada entre la disminuci6 d’H4K16Ac com a
conseqiiéncia de la pérdua de MOF i I’augment en
els nivells d’H4K20mel. Un dels resultats més
importants derivats del nostre treball recolza el
requeriment de SirT2 en ’activacio del checkpoint de
G2/M (Serrano et al., 2013), ja que SirT2 és
necessari per l'arrest en G2/M que pateixen les
cel-lules deficients en MOF. En particular, hem vist
que SirT2 i MOF regulen oposadament 1’expressio
de gens implicats en la progressio cel-lular, suggerint
un altre mecanisme a través del qual SirT2 i MOF
regulen I’avangament del cicle.
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1. SirT2 controla els nivells
d’H4K16Ac durant mitosi a
través de la regulacié de MOF

Esta plenament acceptat que els nivells d’H4K16Ac
a mamifers estan regulats per 1’equilibri entre les
activitats acetiltransferasa de MOF i desacetilasa de
SirT2, i en menor mesura, de SirTl1 i HDAC1-2
(Miller et al., 2010; Taipale et al., 2005; Vaquero et
al., 2004, 2006). Mentre SirT1 desacetila H4K16Ac
en regions concretes del genoma al llarg de tot el
cicle cel-lular (A Vaquero et al., 2004, 2006), SirT2
ho fa de manera globalitzada durant la transicio
G2/M (Serrano et al., 2013; Vaquero et al., 2006).
D’acord amb aix0, els nostres resultats en MEFs, han
mostrat que els nivells d’H4K16Ac son practicament
nuls en els KO de mof i lleugerament elevats en els
KO de sirt2 (Fig. R17C). En el moment que va
comengar aquest projecte, pero, 1’inic mecanisme
conegut pel qual SirT2 controlava els nivells
d’H4K16Ac durant G2/M era la desacetilacio directa
del residu (Vaquero et al., 2006). No obstant, es
desconeixia I’existéncia de qualsevol procés
regulatori entre SirT2 i MOF, similar al demostrat
entre SirTl i MOF, en el que SirT1 controlava
I’activitat, 1’estabilitat i la unid als nucleosomes de
MOF mitjancant la desacetilacié del seu domini
catalitic (Lu et al., 2011; Peng et al., 2012). Els
nostres  resultats van mostrar que  SirT2
interaccionava amb la forma acetilada de MOF
majoritariament durant G2/M, promovent la sortida
de MOF de la cromatina i la seva degradacié al
proteosoma (Fig. R3B, R6C, R10, R14). S’ha vist
que 1’estabilitat de nombroses proteines augmenta
després de ser acetilades com a resultat de
I’impediment de que la lisina sigui ubiquitinada
(Caron et al., 2005). No obstant, la degradaci6 de
MOF promoguda per SirT2 és independent de
I’activitat desacetilasa de SirT2 (Fig. R6A, R10C),
encara que no queda exclosa la possibilitat de que
una desacetilasa unida a SirT2 estigui mediant aquest
procés. D’aquesta manera, SirT2 faria de pont entre
aquesta proteina i MOF, promovent la degradacié de
MOF en un moment del cicle determinat. Una altra
possibilitat seria que SirT2 mediés la interaccid,
durant G2/M, entre MOF i una lligasa d’ubiquitines,
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promovent la ubiquitinacid de lisines no acetilades de
MOF i conduint-lo a degradacié pel proteosoma. Tot
1 que Dlactivitat de SirT2 no es requereix per la
regulaci6é de I’estabilitat proteica de MOF, hem vist
que SirT2 desacetila tres de les 18 lisines acetilades
en la sequéncia de MOF, les lisines 113 i 116 del
CBD i la lisina 175 del domini HAT (Fig. R12). Hem
vist que la desacetilacié conjunta d’aquests residus
inhibeix 1’activitat catalitica especifica de MOF sobre
H4K16 i aboleix la interaccié entre SirT2 i MOF
(Fig. R13-14). En altres estudis, s’ha vist que el
domini CBD de MOF és important per la unié al
substrat i per la regulacio de I’activitat (Conrad et al.,
2012; Nielsen et al., 2005). Per tant, la desacetilacid
de les lisines 113 i 116, podria modificar I’estructura
del domini i d’aquesta manera afectar a ’activitat
catalitica de I’enzim. A més, Sun 1 col-laboradors van
descriure com 1’acetilacié de la lisina 274 dins del
domini catalitic contribuia a la creacio del lloc
d’entrada de 1’acetil-COA i reconeixement de
substrat. Quan mutaven aquesta lisina a arginina, per
mimetitzar ’estat desacetilat del residu, la cadena
lateral de 1’aminoacid modificava 1’estructura del
centre actiu, impedint el reconeixement de substrat
(Sun et al., 2011). En concordanga, 1’acetilacio de la
lisina 175 dins del domini catalitic podria tenir un
efecte similar al de la lisina 274.

Les nostres dades han mostrat que el procés
mitjancant el qual, SirT2 mant¢é MOF inactiu i en
promou la degradacio, es dona durant G2 i mitosi
(Fig. R3, R7A, R12A). SirT2 és translocada a nucli
durant la transici6 G2/M i un cop a nucli és
fosforilada a la serina 368 per la CDK1-CiclinaB
(Dryden et al., 2003; North & Verdin, 2007b;
Vaquero et al., 2006). S’ha vist que aquesta
fosforilacié és important per les funcions de SirT2 en
la progressi6 per mitosi i concretament, la
desfosforilaci6 d’aquest residu per CDC14 al final de
mitosi, sembla ser un requeriment per la sortida de
SirT2 del nucli i per la finalitzaci6 de mitosi. De fet,
les cél-lules que sobreexpressen el mutant de SirT2
que simula la serina fosforilada, tenen mitosis més
Ilargues i fases G1 més curtes. (Dryden et al., 2003;
North & Verdin, 2007b). D’acord amb aixo, el
control que exerceix SirT2 sobre MOF esta restringit
a mitosi, concordant amb els nivells baixos
d’H4K16Ac durant aquesta fase del cicle i amb la
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seva recuperacio durant la fase G1 del seguent cicle
cel-lular (Rice et al., 2002; Vaquero et al., 2006).
Aixi doncs la regulacié de la localitzacié de SirT2 i
el seu estat de fosforilacid6 poden jugar un paper
important en el control que SirT2 exerceix sobre
MOF i H4K16Ac i en consequéncia, sobre la
progressid cel-lular. Els nostres resultats aporten un
nou mecanisme de regulacio d’H4K16Ac en el que
SirT2, mitjangant el control de I’activitat i estabilitat
de MOF, regula negativament els nivells d’H4K16Ac
durant G2/M, reafirmant la importancia de SirT2 en
la regulacio d’aquesta marca durant G2/M (Fig. D1).

2. SirT2 condueix a una
reprogramacio epigenetica
durant mitosi

S’ha proposat en diverses ocasions que la preséncia
d’H4K16Ac impedeix la d’H4K20mel i viceversa
(Nishioka et al., 2002; Rice et al., 2002; Serrano et
al., 2013). D’acord amb aix0, al 2013, el grup va
treure a la llum un nou mecanisme mitjancgant el qual,
SirT2, a través de la desacetilaci6 d’H4K16Ac i la
regulaci6 de PR-SET7 controlava la deposicié
d’H4K20mel durant mitosi (Serrano et al., 2013).
Els nostres resultats amb cel-lules KO de sirt2 han
confirmat que els nivells anormalment alts
d’H4K16Ac durant mitosi correlacionen amb Ia
disminucio d’H4K20mel. A més, les cél-lules DKO
de sirt2 i mof, tot i no tenir SirT2, presenten nivells
d’H4K16Ac baixos durant mitosi (similars als dels
WT durant aquesta fase del cicle cel-lular) degut a la
deficiéncia de MOF i en conseqiiencia, recuperen els
nivells d’H4K20mel fins als nivells dels WT i inclos
s’observava certa tendéncia a 1’alca (Fig. R17),
corroborant la importancia de la desacetilacio
d’H4K16Ac durant mitosi per a la monometilacio
d’H4K20. No obstant, per entendre completament
com es duu a terme la deposicido d’H4K20mel, no
només s’ha de contemplar H4K16Ac, sind que s’ha
de tenir en compte 1’afinada regulacié que pateix PR-
SET7 al llarg del cicle cel-lular. Com ja s’ha
mencionat anteriorment, els nivells de PR-SET7 es
mantenen baixos durant la fase S i comencen a
recuperar-se durant G2 (Abbas et al., 2010;

Jargensen et al., 2011; Oda et al., 2011; Yin et al.,
2008). No obstant aix0, la monometilacié d’H4K20
no es déna fins la transici6 G2/M (Houston et al.,
2008). Les nostres dades mostren que, durant G2,
MOF interacciona amb PR-SET7, en un complex
trimeric en el que també esta present SirT2 (Fig.
R20-21), restringeix la distribucié de PR-SET7 a la
cromatina (Fig. R23), i en consonancia, impedeix en
certa mesura la deposici6 d’H4K20 (Fig. R17), tot
junt suggerint que MOF reprimeix I’activitat de PR-
SET7 a la cromatina controlant el seu reclutament i
evitant aixi la compactacié prematura de la cromatina
(Centore et al., 2011). D’acord amb aixo, la inhibicio
de MOF dependent de SirT2 durant G2/M que hem
descrit anteriorment, podria ser clau per a que PR-
SET?7 es distribuis al llarg de la cromatina i exercis la
seva activitat (Fig. D1). Les dades publicades
mostren que, SirT2 desacetila PR-SET7 a la lisina 90
durant G2/M, estabilitzant-lo a la cromatina i
afavorint el seu escampament per tot el genoma,
fomentant aixi la monometilaci6 d’H4K20 global
durant mitosi (Serrano et al., 2013). No obstant, els
nostres experiments suggereixen que el mecanisme
pel qual MOF impedeix la uni6 de PR-SET7 a la
cromatina és independent de I’acetilacio d’aquesta
lisina, ja que PR-SET7 no és un dels substrat de
MOF (Fig. R24B). Totes les dades juntes ens han
permes proposar un model de regulacio d’H4K16Ac
i H4K20mel coordinat per SirT2 (Figura D2), segons
el que MOF, en el complex format per SirT2, MOF i
PR-SET7 durant G2, romandria actiu acetilant
H4K16Ac i estaria restringint la dispersié de PR-
SET7 a la cromatina. Durant la transici6 G2/M
aquest complex s’escindeix i SirT2 interacciona
separadament amb MOF i PR-SET7, promovent la
sortida de MOF de la cromatina, la seva degradacio i
inactivacié i afavorint la dispersi6 de PR-SET7
mitjancant la desacetilacié de la lisina 90. La
desacetilacio d’H4K16Ac per SirT2 conduiria a la
monometilacio6 d’H4K20 per PR-SET7 i a la
disseminacio d’aquesta marca epigenética per tot el
genoma. Tenint en compte el paper d’H4K16Ac i
H4K20mel en la compactacié de la cromatina (Oda
et al., 2009; Rice et al., 2002; Robinson et al., 2008;
Shogren-Knaak et al.,, 2006), aquest procés
desencadenaria els primers passos de la condensacid
cromosomica. S’ha descrit que SirT2 es manté als
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Figura D1. Esquema de la regulacié de SirT2, MOF i PR-SET7 durant G2 i mitosi. A. En el eix de les Y es representa
I’abundancia relativa de cada un dels elements representats. Els nivells de SirT2 incrementen lleugerament durant G2 i a G2/M es
produeix I’entrada de SirT2 al nucli, coincidint amb la inactivacio i degradacié de MOF i la desacetilacié d’H4K16Ac. SirT2 roman a
la cromatina fins just abans de metafase, mantenint MOF fora de la cromatina i H4K16 desacetilat. Al final de mitosi, SirT2 surt de
nucli. B, Els nivells de PR-SET7 estan finament controlats al llarg del cicle cel-lular. Durant la fase S, SKP2 i CRL4%? mantenen
baixos els nivells de PR-SET7. Durant G2, coincidint amb la inactivacié de SKP2 i CRL4 “, els nivells de PR-SET7 augmenten. En
aquesta fase, la interaccié de PR-SET7 amb MOF restringiria la distribucié de PR-SET?7 a la cromatina, fins que durant G2/M, SirT2
inactiva a MOF i en promou la seva degradaci6. Durant G2/M SirT2 desacetila la lisina 90 de PR-SET7 afavorint la seva activitat
sobre H4K20. A partir de metafase, CDK1-Ciclina B fosforila la S29 de PR-SET7 alliberant-lo de la cromatina. Al final de mitosi PR-
SET7 és degradat via CDC14-APC/C. P, profase; M, metafase; A, anafase; T, telofase.

cromosomes fins al final de la profase (Dryden et al.,
2003; Vaquero et al., 2006), fet que afavoriria el
manteniment de MOF fora de la cromatina durant
aquest periode, assegurant els nivells d’H4K16Ac
baixos. A més, PR-SET7 es manté a la cromatina fins
metafase (Wu et al., 2010), moment en el que el gran
volum d’H4K20mel ja ha sigut depositat (Rice et al.,
2002), llavors PR-SET7 és fosforilat per CDK1-
CiclinaB a la lisina 29, promovent 1’alliberacid de
PR-SET7 al nucleoplasma i protegint-lo de la
degradaci6 (Wu et al.,, 2010). D’acord amb les
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nostres dades i altres anteriorment publicades
(Sheikh et al., 2015), MOF controla 1’expressio6 de la
Ciclina B. Concretament, les nostres cél-lules
deficients en MOF tenen nivells d’expressio de
Ciclina B més baixos (Fig. R30) i amb concordanca,
més focus de PR-SET7 i de major volum a la
cromatina (Fig. R23), suggerint un altre mecanisme
independent de la interaccio, per el qual MOF podria
estar controlant la distribucio de PR-SET7 a la
cromatina. A final de mitosi, CDC14 desfosforila
PR-SET7 i en promou la degradacié via
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Figura D2. Model proposat per a la regulacié d’H4K16Ac i H4K20mel durant mitosi. Durant G2, MOF esta formant un complex
trimeric amb SirT2 i MOF evitant la dispersié de PR-SET7 a la cromatina. Durant aquesta fase els nivells globals d’H4K16Ac¢ son alts
i encara no ha comencat la compactacio mitotica. A la transicio G2/M, coincidint amb ’entrada massiva a nucli de SirT2, aquest
s’associa a MOF, segrestant-lo de la cromatina i promovent la seva degradacid, accié que permet la distribucié de PR-SET7 a la
cromatina. A més, SirT2 desacetila MOF inhibint la seva activitat catalitica sobre H4K16. Per una altra banda, SirT2 és reclutat a la
cromatina on desacetila H4K16Ac, promovent la monometilacio d’H4K20 per PR-SET7. La desacetilacio de la lisina 90 de PR-SET7
per SirT2 estabilitza la proteina a la cromatina, afavoreix la dispersio d’H4K20mel per tot el genoma i la compactacio de la cromatina.
Al final de mitosi, PR-SET7 és degradat pel proteosoma i SirT2 és transportat al citoplasma. MOF tornara a la cromatina on
comencara de nou un cicle d’acetilacié. AADPR, O-acetil-ADP-Ribosa; NAM, Nicotinamida.

APC/C-proteosoma (Wu et al., 2010). En aquest punt
del cicle cel-lular, la sortida de SirT2 del nucli
afavoriria la uni6 de MOF a la cromatina per
comengar a restablir els nivells d’H4K16Ac en el nou
cicle cel-lular. A més, segons Moore i col-laboradors
la unié de MOF a la cromatina a través del complex
MSL, que junt amb el complex NSL soén els
responsables de I’acetilacié global d’H4K16Ac al
llarg del genoma, es veu afavorida per el
reconeixement de la monometilaci6 d’H4K20mel
pel domini CBD de MSL3 (Chelmicki et al., 2014;
Moore et al., 2010; Ravens et al., 2014; Smith et al.,
2005). D’acord amb aix0, la monometilacié global
d’H4K20 del final de mitosi també podria estar
influint en el reclutament de MOF i I’acetilacio
d’H4K16Ac del segiient cicle cel-lular.

Les nostres dades junt amb resultats préviament
publicats mostren que 1)SirT2 desacetila H4K16Ac
durant G2/M (Serrano et al., 2013; Vaquero et al.,
2006) 2)SirT2 inhibeix MOF durant mitosi, fet que
afavoreix la desacetilacio d’H4K16Ac (Fig. R7A, 11)
3)SirT2 promou I’activitat metiltransferasa de PR-
SET7 afavorint la monometilacio d’H4K20 (Serrano
et al.,, 2013) 4)La perdua de SirT2 comporta la
hiperacetilaci6 d’H4K16 durant mitosi i aixo
correlaciona amb la disminucié d’H4K20mel-3 (Fig.
R17, 18, 25, 26) 5) La perdua de MOF suposa la
disminucié d’H4K16Ac (Fig. R17C) i I’augment de
PR-SET7 a la cromatina (Fig. R23), observacions
que correlacionen amb 1’increment d’H4K20mel-3
(Fig. R17, 25, 26). En concordanga, s’ha proposat
que I’H4K20mel depositada durant mitosi per PR-
SET7 determina els nivells d’H4K20me2-3 en les
altres fases del cicle cel-lular (Oda et al., 2009;
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Serrano et al., 2013). Aquest fet esta recolzat per
I’exclusivitat de PR-SET7 com a metiltransferasa
d’H4K20 (Nishioka et al., 2002), pels baixos nivells
de PR-SET7 fora de mitosi (Oda et al., 2011), per la
dependéncia que Suv420h1/2 tenen d’H4K20mel per
di- i trimetilar aquest residu respectivament (Schotta
et al., 2008) i pel fet que, SirT2 tot i tenir efectes
sobre els nivells d’H4K20me2-3, no interacciona ni
colocalitza amb Suv420h1/2 (Serrano et al., 2013) i a
diferencia de les DKO de Suv420h1/2 (Schotta et al.,
2008), en les cel-lules KO de sirt2, la disminucié en
H4K20me2-3 no va acompanyada de 1’acumulacio
d’H4K20mel (Fig. D3). Totes aquestes evidéncies
juntes ens porten a suggerir que durant mitosi es
doéna una reprogramacié epigenética dirigida per
SirT2 on I’adequada deposicié d’H4K20mel marca
la correcta di- i trimetilacié d’H4K20 en altres fases
del cicle cel-lular, tenint efectes sobre les funcions
derivades d’aquestes PTM, com la replicacid, la
reparaci6 o el manteniment de 1’estructura de
I’heterocromatina. En concordanca la distribucid del
cicle cel-lular observada en les cel-lules KO de sirt2
és similar a la de les DKO de Suv420h1/2, on
I’allargament de la fase G1 pot ser un indicatiu de
problemes en el licensing i I’escurgament de la fase S
a defectes en la replicacid. Per tant, aquestes cél-lules
degut a la deficiéncia en H4K20m2-3 trigarien més
en marcar els origens de replicacio, demorant
I’entrada a la fase S, perd un cop iniciada aquesta
fase transcorririen més rapidament sense aturar-se a
reparar adequadament el DNA. Addicionalment,
aquestes cél-lules podrien presentar problemes en la
segregacio dels cromosomes , ja sigui pel propi paper
de SirT2 sobre H4K16Ac i la dinamica dels
microtubuls, o per la funci6 d’H4K20me3 en el
reclutament dels complexes cohesina durant mitosi.
D’acord amb aixo, les cél-lules KO de sirt2 presenten
meés inestabilitat genomica (Fig. R31, 32).

No obstant les cel-lules DKO, perden aquesta
correlacio entre la monometilaciéo i la di- i
trimetilacié d’H4K?20, mentre H4K20mel es mostra
elevat en un 23%, els nivells d’H4K20m2-3
decreixen al voltant del 10%. Per facilitar la
interpretacid, a la figura D3 estan representats els
percentatges d’augment o de disminucié dels
diferents graus de metilacio observats en les nostres
cel-lules.
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Figura D3. Taula de la influéncia de la pérdua de SirT2 i
MOF sobre els nivells d’H4K201-3. La perdua combinada de
SirT2 i MOF té un efecte compensatori en els nivells
d’H4K20me2-3, pero no en els d’H4K20mel. Dades extretes
dels nostres resultats de FACS.

El fenotip observat en els DKO per H4K20me2-3, és
doncs, intermedi al dels KOs individuals, suggerint
certa compensacié entre la pérdua de SirT2 i la de
MOF. Una possible explicacié la podem trobar en
que en les cel-lules utilitzades, la perdua de MOF ha
estat induida i per tant, algunes histones que havien
estat préviament acetilades poden romandre encara
en aquest estat fins que siguin desacetilades o
recanviades durant la replicacio (Sharma et al.,
2010). La diferéncia entre els KO de mof i els DKO
recau en I’activitat desacetilasa de SirT2. Mentre que
en els KO de mof, SirT2 desacetila I’'H4K16Ac
romanent, en els DKO aquesta possibilitat no hi és.
S’ha suggerit ’existéncia d’activitats redundants de
SirT2 en la desacetilacié d’H4K16Ac, pero la funcid
de SirT2 desacetilant H4K16Ac de regions
heterocromatiques és insustituible. En consonancia,
els nivells d’H4K20me3 en els KO de sirt2 son
anormalment baixos i les zones heterocromatiques es
troben desestructurades (Serrano et al., 2013;
Vaquero et al., 2006). Aixi doncs, els DKO, podrien
tenir romanents d’H4K16Ac en
heterocromatiques i aixd veure’s reflectit en els
nivells d’H4K20me3 pero no en els d’H4K20mel,
degut a la seva distribuci6 global.

zones

Aquesta compensacié observada tant en els nivells
d’H4K20me2, com en els d’H4K20m3, podria estar
darrera de la recuperacié de l’estabilitat genomica
gue mostren les cél-lules DKO (Fig. R31, 32), doncs,
per una banda, H4K20me2 serveix de plataforma
d’unié a 53BP1 en la DDR (Pei et al., 2011; Sanders
et al., 2004; Schotta et al., 2008) i per una altra, la
trimetilaci6 d’H4K20 és essencial per al
manteniment de 1’estructura de 1’heterocromatina
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(Schotta et al., 2004) i en consequéncia, per
I’estabilitat genomica. No obstant, els KO de mof
tenen nivells més alts d’H4K20me2-3, perd en canvi,
tenen més inestabilitat genomica que els WT (Fig.
D3, R31, 32). La DDR és un procés molt complex
gue compren diverses vies en les que molts factors
estan implicats. La dimetilacio d’H4K20 és
important per el reclutament de 53BP1 per0 abans de
gue aix0 passi hi ha tota una cascada de senyalitzacid
que s’ha d’efectuar de manera progressiva i
ordenada. MOF, participa en la DDR mitjancant
I’acetilacio d’H4K16Ac, pero també a través d’altres
funcions i en molts punts diferents, des dels primers
passos de la senyalitzacié fins al moment en que es
decideix entre NHEJ o HR. Aquesta diversitat de
funcions i la discrepancia que hi ha entre els diferents
treballs publicats fa dificil mesurar I’impacte que
H4K20me té sobre la inestabilitat genomica
observada en les nostres cél-lules.

Per tal d’arribar a la total comprensié de com MOF i
SirT2 controlen la deposicio d’H4K20mel i quins
efectes pot tenir aquesta regulacié sobre diferents
funcions cel-lulars com la transcripci6, la replicacio
del DNA, I’estructura de la cromatina o el control del
cicle cel-lular, actualment estem realitzant
experiments de ChlIP-seq, en col-laboraci6 amb el
laboratori de la Dra. Lourdes Serrano, per determinar
la distribucié d’H4K20mel en cél-lules WT, mof F
sirt2” i sirt2”/mof”. Els analisis preliminars
indiquen que la perdua de MOF correlaciona amb la
deslocalitzaci6 d’H4K20mel en regions promotores i
codificants de gens, el que suggereix que MOF juga
un paper important en el control de la localitzacié
d’aquesta marca.

3. SirT2 controla el pas per mitosi

Des del 2005 han hagut varis estudis relacionant
MOF amb la progressio del cicle cel-lular en
cel-lules proliferativament actives. En tots els casos
s’ha vinculat la pérdua de MOF amb 1’aturada del
cicle cel-lular en G2/M (Li et al., 2010; Sheikh et al.,
2015; Taipale et al., 2005), tot i que segueixen sent
matéria d’estudi les causes que condueixen a aquest
arrest. Els nostres resultats han corroborat que MOF

és essencial per a la progressio del cicle cel-lular a
través de G2/M. D’acord amb aix0, les cél-lules
deficients en MOF queden arrestades en la fase G2 i
no progressen cap a mitosi (Fig. R27, 28). A més, els
nostres experiments amb cél-lules DKO de mof i
sirt2 indiquen que 1’aturada en G2/M causada per la
pérdua de MOF és dependent de SirT2. Les nostres
dades junt amb evidencies préviament publicades pel
grup (Serrano et al., 2013), suggereixen que SirT2 té
un paper clar en ’activacié del checkpoint de G2/M,
doncs les cel-lules deficients en sirt2, a diferéncia de
les WT, no queden aturades en la transicié G2/M sota
condicions d’estreés (Fig. R29), dada recolzada pel
paper que varis autors han assignat a SirT2 en
diferents checkpoints mitotics (Inoue et al., 2007;
North et al., 2014; Serrano et al., 2013; Zhang et al.,
2014).

Fins al 2015, la causa més acceptada de I’aturada del
cicle cel-lular en les cel-lules deficients en MOF era
I’activacio del checkpoint de G2/M mediada per
ATM en resposta al dany al DNA (Li et al., 2010;
Taipale et al., 2005). Teoria fortament recolzada per
la importancia de MOF i H4K16Ac en la DDR
(Gupta et al., 2005, 2014; Li et al., 2010; Sharma et
al., 2010; Taipale et al., 2005). No obstant, el rol de
MOF i SirT2 en la regulacié de la transcripcid va
obrir la possibilitat de que hi haguessin altres causes
independents a la DDR que fessin essencials a MOF
per a al progressio i a SirT2 per a I’aturada del cicle
cel-lular. El grup de la Dra. Akhtar, va fer un estudi
d’expressio a gran escala en el que es van identificar
nombrosos gens que estaven regulats tant a 1’alca
com a la baixa per MOF (Sheikh et al., 2015). Molts
d’aquests gens estaven relacionats amb la replicacio
del DNA i la progressio cel-lular. D’acord amb aixo,
els nostres experiments han confirmat que MOF és
necessari per 1’expressido de certs gens relacionats
amb el cicle cel-lular (Fig. R30). Concretament,
Cdc25C, Ciclina B2 i Cdca3, tres factors essencials
per a la progressio a través de G2/M i amb funcions
clau durant mitosi, estan regulats a la baixa en les
cél-lules deficients en MOF, recolzant la idea de que
darrera de les anomalies del cicle cel-lular que
experimenten les cel-lules KO de mof esta ’alteracio
en I’expressio génica. A més hem observat que SirT2
esta implicat en el control de I’expressio dels
mateixos gens en una direcci0 oposada. Aixi ho
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mostra I’increment de 1’expressié d’aquests gens
observat en les cél-lules KO de sirt2 (Fig. R30). Tot
junt, suggerint que MOF i SirT2 regulen la
progressio del cicle cel-lular en direccions oposades,
controlant 1’expressi6 dels mateixos efectors.
Coincidint amb aquesta afirmacio, els MEFs DKO
tenen uns nivells d’expressio intermedis entre els KO
de mof i els de sirt2, fet que podria explicar la
recuperacié parcial del cicle cel-lular que
experimenten aquestes cél-lules respecte a les KO de
mof. Recolzant aquest sistema de regulacid, hi ha
evidencies que mostren com HATs i HDACs es
troben juntes en regions transcripcionalment actives
de gens. Degut a que la funci6 de les HDACs en gens
actius és extreure el grup acetil afegit per les HATs
durant la iniciacio i elongaci6 de la transcripcid per
mantenir un estat idoni d’acetilacid, que permeti
I’elongacio, pero eviti ’activacio de la iniciacio
promiscua d’aquests gens (Wang et al., 2009), un

observem en els nostres experiments. No obstant,
desconeixem si MOF i SirT2 es troben junts en les
regions codificants d’aquests gens. Experiments
futurs de ChlIP serien importants per clarificar aquest
punt. A més, els nostres resultats, no permeten
detectar si ’alteracio de I’expressid d’aquests gens és
deguda a I’activacié del checkpoint de G2/M o si és
un esdeveniment independent, promogut directament
per la pérdua de MOF i/o SirT2. Una bona
aproximacié seria estudiar I’expressio d’aquests gens
en cél-lules KO de mof tractades o no amb un
inhibidor de la via d’ATM/ATR. Si ’activacio del
checkpoint esta darrera de la regulaci6 dels gens del
cicle, al inhibir la via d’ATM/ATR s’hauria de veure
una recuperacié en els nivells d’expressio, en canvi,
si el causant de la desregulacié de ’expressio és
directament la falta de MOF, la inhibicié de la via
d’ATM/ATR no hauria de produir cap canvi en
I’expressi6 d’aquests gens respecte les cel-lules KO

desequilibri entre HAT i HDAC, conduiria a de mof sense tractar.

I’alteracio en el patré d’expressi6 com el que

1? :’Pcac:na ; 1?

PP2A PP2A
CDC25 +—; CDC25| | WEE1*—; WEE1 2

€DC20 / l
. — CDH1
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del fus

Figura D4. Punts de control de mitosi en els que participa SirT2. Els mecanismes de control del cicle cel-lular inclouen la
regulacié de la transcripcio, cascades de fosforilacio i el control de la localitzacié intracel-lular. Els punts de control on participa SirT2
durant mitosi estan representats en aquest esquema. A, L’activacio del checkpoint de G2/M dependent de SirT2 correlaciona amb
I’augment en H4K20mel (Serrano et al., 2013). SirT2 regula I’entrada a mitosi a través de la repressio de la transcripcio de Cdc25,
Ciclina B i Cdca3. A més SirT2 podria estar controlant la transicio6 G2/M mitjangant ’activacio de PP2A. L’activitat d’aquesta
fosfatasa inhibeix CDC25 i activa WEEI i com a conseqiiéncia impedeix 1’activacié de CDK1-Ciclina B i la progressié cap a mitosi.
B, Altres autors han proposat que SirT2 controla el checkpoint d’antefase i que en condicions d’estrés mitotic, evita la condensacid
cromosomica impedint que les cél-lules progressin cap a metafase (Inoue et al., 2007), fet que seria independent de la funcié
reguladora de SirT2 sobre H4K20mel. El mecanisme per el qual SirT2 intervé en aquest checkpoint esta per determinar. C, El paper
de SirT2 en el control del checkpoint del fus és més controvertit, per una banda sembla que SirT2 regula positivament APC/C
afavorint la uni6 amb CDC20 i CDH1 (Kim et al., 2011), pero aixo no correlaciona amb la distribucié del cicle cel-lular que nosaltres
observem. Per una altra banda, SirT2 sembla participar en ’arrest del cicle cel-lular al checkpoint del fus afavorint la funci6 inhibidora
de BUBR1 sobre el complex APC/C (North et al., 2014; Serrano et al., 2013; Suematsu et al., 2014).
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Independentment de [I’alteracidé en [’expressio
observada, les dades publicades junt amb els nostres
resultats apunten a que 1’aturada del cicle cel-lular
experimentada per la deficiéncia de MOF no només
¢s deguda a D’alteracio en el patré d’expressio, sino
que la pérdua de MOF deriva en I’activacidé del
checkpoint de G2/M en resposta a dany al DNA
dependent d’ATM. En consonancia, les cél-lules KO
de mof analitzades en condicions normals, sense
induir cap tipus d’estrés, presenten nivells de y-
H2AX molt més elevats que les WT, indicant algun
tipus de problema en la reparacio del DNA.
s’estudia la cinética de vy-H2AX
després d’induir dany com una mesura de 1’eficiéncia
de reparaci6. En el nostre cas, hem utilitzat el
nombre de focus de y-H2AX com un indicador del
dany basal o residual present en aquestes cel-lules, ja
que la pérdua de MOF condueix a I’aturada del cicle
cel-lular en condicions normals. Els nostres resultats,
junt amb els préviament publicats (Serrano et al.,
2013), indiquen que SirT2 participa en 1’activacio del
checkpoint en resposta a dany (Fig. R29). Tot i que,
de quina manera SirT2 controla la transici6 G2/M
segueix sent materia d’estudi. Segons els resultats
publicats, en condicions d’estres, ’aturada del cicle
cel-lular en G2/M dependent de SirT2 correlaciona
amb D’augment en els nivells d’H4K20mel. No
obstant, es desconeix si aquest augment és causa 0
efecte de I’activacid del checkpoint. Les nostres
dades han relacionat SirT2 i MOF amb PP2A, la
fosfatasa activadora de WEE1 i inhibidora de
CDC25, i en conseqiiéncia, de I’entrada a mitosi.
D’acord amb aixo, en el complex que formen SirT2 i
MOF durant G2/M vam identificar la subunitat
estructural del complex de PP2A (Fig. R4, 5). Les
dades publicades mostren com la pérdua de PP2A
condueix a una entrada a mitosi prematura (Mochida
et al., 2009), fet que correlaciona amb la falta de
control sobre 1’entrada a mitosi observat en les
cel-lules KO de sirt2 (Fig. R27, 29). En futurs
experiments caldra aprofundir en la relacié entre
aquestes proteines, per tal de determinar si SirT2
activa el checkpoint de G2/M mitjancant el control
de PP2A (Fig. D4).

Normalment,

Com ja s’ha mencionat anteriorment, les evidéncies
acumulades durant els Gltims anys suggereixen que
SirT2 desenvolupa diversos papers en els diferents

checkpoints mitotics. Per una banda, s’ha descrit que
sota condicions d’estrés mitotic, SirT2 evita la
condensacio dels cromosomes durant profase, frenant
el pas a metafase, punt de control conegut com
checkpoint d’antefase (Inoue et al., 2007). Els nostres
experiments suggereixen que SirT2, a través de la
desacetilacio directa d’H4K16Ac 1 mitjancant la
inactivacio i degradacio de MOF, facilita la deposicid
d’H4K20mel. D’acord amb el paper que tenen
H4K16 i H4K20mel en la compactacié dels
cromosomes durant mitosi, el mecanisme de
regulacio entre SirT2, MOF i PR-SET7 no estaria
darrera del control del checkpoint d’antefase, sind
gue SirT2 regularia aquest punt de la mitosi a través
d’altres mecanismes. La seva funcio en el checkpoint
del fus és font de controversia fins al moment. Per
una altra banda, s’ha proposat que SirT2 promou el
pas de metafase a anafase mitjancant 1’activacié de
I’APC/C (Kim et al.,, 2011). La progressié cap a
anafase esta regulada per D’activitat de I’APC/C.
APC/C promou la degradaci6é de nombrosos substrats
amb funcions durant mitosi, com PLK, Aurora A i B,
Securina, Ciclina A i B, Survivina, etc. L’activacid
d’aquest complex esta finament regulada per la
maquinaria del checkpoint del fus (SAC). Només
guan els cromosomes estan perfectament units al fus
mitotic, es produeix l’activacid de I’APC/C 1 es
desencadena el pas capa a anafase. APC/C reconeix
els seus substrats mitjancant dues proteines
adaptadores, CDC20 i CDH1, les quals serveixen de
co-activadors unint substrats especifics en les
diferents fases de la mitosi. APC“P“?° actua des de
metafase a anafase i APC®" ho fa més al final de
mitosi i fins G1 (Pines, 2011). L’activacié
d’APC®P“? un cop superat el SAC condueix a la
degradaci6 de Ciclina B i la consequent inactivacio
de CDKZ1. En aquest punt, CDK1 deixa de fosforilar
CDH1 i aquest pot unir-se a APC/C, dirigint la seva
activitat fins la fase G1. Segons Kim i col-laboradors,
SirT2 desacetila CDC20 i CDH1 afavorint la seva
unié a APC/C i desencadenant la sortida de mitosi
(Kim et al.,, 2011). Aquestes dades pero, son
discordants amb els nostres resultats i amb altres
dades publicades per diferents autors. Al final de
mitosi APC" promou la degradacié de PR-SET7
(Wu et al., 2010). En dades publicades anteriorment
pel grup, es va veure com la perdua de SirT2 no
afectava als nivells total de PR-SET7 (Serrano et al.,
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2013), indicant que SirT2 no podia ser un regulador
positiu de D’activitat de APC/C. A més North i
col-laboradors van descriure que SirT2 afavoria
I’estabilitat de BUBRI1, proteina del SAC inhibidora
de APC®P? fet que bloquejaria la transicié cap a
anafase. En la mateixa linia, els nostres resultats
mostren que la perdua de SirT2 no condueix al retras
de la sortida de mitosi, doncs el percentatge de
cél-lules en G2 i mitosi és lleugerament menor que
en els WT, indicant que la perdua de SirT2 accelera
el pas per mitosi, suggerint que SirT2 té un paper
alentidor en aquesta fase del cicle cel-lular (Fig.
R27). Aquestes dades estan recolzades per diferents
treballs en els que la sobreexpressio de SirT2
comporta un retras en la sortida de mitosi (Dryden et
al., 2003; North & Verdin, 2007b) i la pérdua de
SirT2 no implica una demora en el pas de metafase a

A&

Checkpoint
del fus

anafase (Suematsu et al., 2014). D’acord amb aixo,
semblaria que SirT2 té un paper controlador en la
sortida de mitosi, més que no pas promotor (Fig. D5).

4. SirT2 i MOF son importants per
I’estabilitat genomica

Els nostres resultats suggereixen que MOF, SirT2 i
H4K16Ac sén importants per el manteniment de la
integritat del genoma. D’acord amb aixo, hem vist
que tant les cel-lules KO de mof com les KO de sirt2
presenten un increment notable en el percentatge de
les aneuploidies i tenen més focus de y-H2AX
residual a la cromatina (Fig. R31, 32). La inestabilitat
genomica pot venir donada entre altres factors, per
alteracions de l’estructura de la cromatina, per

&

CDK1/ CDK1/ Checkpoint
Ciclinal CiclinaB coc14 [ el fus
Dianes:
Ciclina A 1B
Lecurina
Survivina
PLK
l Aurors A
IMetafase ~p{ Anafase Telofase

Figura D5. Paper de SirT2 en la regulacio del checkpoint del fus. Quan els cromosomes estan degudament ancorats al fus mitotic,

les proteines del checkpoint del fus alliberen APCCPC?

, que alhora promou la degradacid de diverses proteines, entre elles CiclinaB.

Aixd porta a la inactivacié de CDK1, que deixa de fosforilar i inhibir CDH1. APCP™ continuara promovent la degradacié de
diferents substrats fins la fase G1. SirT2 desacetila CDC20 i CDH1 afavorint la seva uni6 a APC/C (Kim et al., 2011). La uni6 de
CDC20 i CDHI activa la capacitat d’ubiquitinar d’APC/C i promou la degradacio de diferents substrats amb la finalitat de sortir de
mitosi. En condicions normals, CDC20 i CDHI s’uneixen a APC/C promovent la sortida de mitosi. Durant condicions d’estres, la

maquinaria del checkpoint del fus actua per prevenir que aixo passi. Un d’aquests mecanismes sembla estar controlat per SirT2, que
desacetila BUBRL, estabilitzant-lo. BUBR1 impedeix que CDC20 s’uneixi a APC/C (North et al., 2014).
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problemes en la reparaci6 del DNA o defectes en
I’activacio dels checkpoints. D’acord amb aquestes
premisses, MOF, a través d’H4K16Ac, juga un paper
essencial en el manteniment de [’estructura de la
cromatina i ha estat relacionat amb la DDR de
diferents maneres. En primer lloc, alguns autors
proposen que I’estat previ d’acetilacio d”’H4K 16 seria
important per la formacié dels focus de y-H2AX en
resposta a DSBs (Sharma et al., 2010). Sharma i
col-laboradors argumenten que el paper d’H4K16Ac
en la DDR seria el de mantenir la cromatina en una
conformacio oberta per a que es pogués donar la
senyalitzacio del dany. Aquesta afirmacio esta
recolzada pel fet que I’acetilacio de les cues N-
terminals de les histones H3 i H4 correlaciona amb
una conformacié oberta de la cromatina i més
accessible als factors de la DDR. Contrariament, la
desacetilacio d’aquests histones, comporta la
formacié d’estructures més compactades (Shogren-
Knaak et al., 2006; Vaquero et al., 2003). A més,
aixo coincideix amb que H4K16Ac presenta els seus
nivells maxims durant la fase S (Vaquero et al.,
2006), punt del cicle cel-lular on la reparacié dels
DSBs es més eficient. En segon lloc, s’ha relacionat
I’acetilacio d’H4K16 dependent de MOF amb
esdeveniments corrent avall d’ATM i y-H2AX i
s’associa MOF a la reparacio tant per NHEJ com per
HR (Gupta et al., 2014; Li et al., 2010). Per una
banda, Li i col-laboradors van demostrar que
I’acetilacio6 d’H4K16 en els llocs de dany era
necessaria per la uni6 de MDC1 a y-H2AX i van
proposar que l’acetilacié de K16, neutralitzava la
carrega positiva de la cua basica d’H4, debilitant la
interaccio entre I’extrem N-terminal d’H4 i la regio
acidica d’H2AX, el que comportava la reduccié de la
proximitat entre nucleosomes i permetia que MDC1
accedis a la regi6 del DSB i s’unis a y-H2AX,
desencadenant aixi la DDR (Li et al., 2010; Luger et
al., 1997). Per una altra banda, Gupta i col-laboradors
van identificar la fosforilacio de la treonina 392 de
MOF com una diana d’ATM en la DDR durant S i
G2. Els seus resultats mostraven que en resposta a
dany, ATM no fosforilava MOF durant la fase G1 i
aixo comportava que MOF retingués 53BP1 a la
cromatina afavorint la reparacié per NHEJ, en canvi,
en les cel-lules en S i G2, la fosforilacio de MOF
dependent d’ATM debilitava la uni6 de 53BP1 als

llocs de trencament i permetia la reseccid del DNA,
afavorint la HR (Gupta et al., 2014). Les nostres
dades mostren que les cél-lules KO de mof tenen
nivells basals de y-H2AX més elevats que els WT,
evidéencia dels defectes que la perdua de MOF causa
en la reparacié del dany (Fig. R21). Coincidint amb
les nostres observacions, Gupta i col-laboradors
observaven que després d’irradiar les cel-lules
deficients en MOF, tot i presentar un nombre de
focus de y-H2AX similars als dels WT, la cinetica
d’aquests era més lenta i finalment els nivells d’y-
H2AX residuals eren més elevats (Gupta et al.,
2014). Totes aquestes evidencies ens condueixen a
atribuir I’increment en el percentatge d’aneuploidies
observat en les cel-lules deficients en MOF al ben
establert rol de MOF i H4K16Ac en la DDR i en la
reparaci6 del DNA.

Tenint en compte la funcio estructural d’H4K16Ac,
entenem que és basic mantenir uns nivells adequats
d’acetilacio per a que els factors de la DDR puguin
accedir a la cromatina. Confirmant estudis previs,
hem vist que les cel-lules KO de sirt2 tenen nivell
d’H4K16Ac més elevats que les WT 1 aixd correlaci-
ona amb una elevacio del y-H2AX residual i amb un
augment de les aneuploidies (Fig. R31, 32, 17C)
(Serrano et al., 2013) . S’ha proposat reiteradament
que durant la DDR D’acetilacié de les histones incre-
menta per permetre I’accés de les proteines reparado-
res i un cop finalitzada la reparacio, els nivells
d’acetilacio recuperen el seu estat inicial (Gupta et
al., 2014; Miller et al., 2010; Vempati et al., 2010).
SirT2 desacetila H4K16Ac globalment durant G2/M,
i s’ha vist que la manca de SirT2 porta a I’alteracio
dels nivells d’H4K16Ac durant mitosi (Serrano et al.,
2013; Vaquero et al., 2006). No obstant, durant G1,
activitats redundants a SirT2 semblen desacetilar
H4K16Ac en la major part del genoma, excepte en
les regions heterocromatiques, on s’ha suggerit que
I’activitat desacetilasa especifica de SirT2 ¢és
indispensable (Serrano et al., 2013; Vaquero et al.,
2006). El I’arquitectura  de
I’heterocromatina és essencial per la integritat del

manteniment de

genoma, de manera que 1’augment en la inestabilitat
genomica produit per la perdua de Sirt2 pot ser
atribuit, entre altres coses, a aquesta funcié. No
obstant, no creiem que 1’Unic responsable de la
inestabilitat gendmica observada en els KO de sirt2
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ATM

Finals de mitosi

Menys estable
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Figura D6. MOF i SirT2 en la resposta al dany al DNA. Els nivells d’H4K20me2 depenen directament de la deposicid
d’H4K20mel que té lloc durant G2/M i que esta controlada per SirT2 i PR-SET7. Durant la DDR ATM fosforila H2AX, accid
facilitada pels nivells previs d’H4K16Ac controlats per MOF. En resposta al dany, MOF hiperacetila H4K16 i facilita la uni6 de
MDCI1 a y-H2AX. 53BP1 és reclutat establement als llocs de trencament de DNA mitjancant multiples interaccions amb MDC1 i
H4K20me2, entre altres. Durant G1, MOF interacciona fortament amb 53BP1, retenint-lo a la cromatina i promovent la reparacié per
NHEJ. Durant S i G2, ATM fosforila MOF en resposta al trencament del DNA. La forma fosforilada de MOF no reté 53BP1 a la
cromatina, permetent la reseccié del DNA i conduint a la reparacid per recombinacié homologa. NHEJ, nonhomologous end-joining;

HR, recombinacié homologa.

sigui el rol d’H4K16 en I’arquitectura de la croma-
tina, doncs les nostres dades junt amb les préviament
publicades pel grup, demostren que la no desacetila-
ci6 d’H4K16Ac durant mitosi comporta una disminu-
ci6 en els nivells d’H4K20mel-3 (Fig. R17, 18, 25,
26) (Serrano et al., 2013). Es indiscutible que els
diferents estats de metilacié d’H4K20 estan implicats
en processos biologics que asseguren [’estabilitat
genomica (Beck et al., 2012; Pei et al., 2011; Sanders
et al., 2004; Schotta et al., 2004, 2008; Serrano et al.,
2013; Tardat et al., 2010). D’acord amb aixo, en els
nostres experiments, la pérdua de SirT2 i la conse-
qiient disminucié d’H4K20mel-3 correlaciona amb
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I’augment de la inestabilitat del genoma. Concreta-
ment, s’ha atribuit a H4K20mel la funcié de
desencadenar la compactacié mitotica dels cromoso-
mes, a través del reclutament de les subunitats CAP-
G2 i CAP-D3 del complex condensina Il (Liu et al.,
2010). A més s‘ha proposat que la preséncia
d’H4K20mel manté lliure d’H4K16Ac la cromatina
(Nishioka et al., 2002), afavorint la condensacio dels
cromosomes. Addicionalment, H4K20me3, a part de
ser important en el manteniment de 1’heterocromatina
pericentromerica i telomerica, se I’ha relacionat amb
la unid dels complexes cohesina durant mitosi, apun-
tant a que desenvolupar un rol important en la
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segregacio dels cromosomes (Hahn et al., 2013). En
concordanca, la deficiéncia de SirT2 i el conseqlient
augment d’H4K16Ac i disminucié d’H4K20mel,3
portaria a anomalies en la compactacié de la
cromatina i en la unié de les cromatides germanes al
fus mitotic, conduint a la mala segregacio dels
cromosomes i finalment a 1’aparicio d’aneuploidies.
Damunt, una cromatina més oberta és més propensa
a patir trencaments de doble cadena, atribuits a la
fragilitat de la fibra de cromatina. Addicionalment,
H4K20me1-3 sén crucials per la replicacié del DNA,
concretament son essencials durant el licensing per al
reclutament del pre-RC als origens de replicacid i
s’ha establert que és necessaria una fina regulacio6
dels nivells d’aquestes marques per a que els origens
només siguin marcats un cop per cicle cel-lular i
evitar aixi fendmens de re-replicacié que conduirien
a aneuploidies (Beck et al., 2012; Tardat et al., 2010).
La disminuci6 de la metilacio d’H4K20 en els KO de
sirt2 podria demorar ’inici de la replicacio degut a
problemes en el reclutament del pre-RC, fet que
concorda amb el retras en I’entrada a la fase S
caracteristic de les cél-lules KO de sirt2 (Fig. R27).
Tot i que s’ha proposat, que un cop han entrat a
aquesta fase, degut al paper d’H4K20mel-2 en
reparacié (Pei et al., 2011; Sanders et al., 2004,
Schotta et al., 2008) i el de SirT2 en el checkpoint
d’ATR (Zhang et al., 2016), aquestes cel-lules tenen
una progressid per la fase S més rapida, sense
supervisio ni reparacio (Serrano et al., 2013; Vaquero
et al., 2006). A més, el fet de que les cel-lules sirt2
KO tinguin més nivells de y-H2AX (Fig. R31), i que
com préviament s’havia vist, presentin una
disminucié en la formacié dels focus de 53BP1
després d’induir dany igual que 1’observat en el cas
de la perdua de H4K20mel-2 (Sanders et al., 2004;
Schotta et al., 2008; Serrano et al., 2013), confirma
que aquestes cel-lules tenen algun problema de
reparacié. Finalment, SirT2 desacetila H4K56Ac,
marca important en la resposta a dany, tot i que el
paper de SirT2 en aquesta funcid6 és encara
desconegut (Vempati et al., 2010).

No obstant, la inestabilitat genomica observada en els
MEFs sirt2 KO també pot venir donada per la falta
de control sobre el cicle cel-lular que experimenten
les cél-lules KO de sirt2. Com hem vist, SirT2 és
essencial per I’activacié del checkpoint de G2/M en

resposta a dany al DNA (Fig. R27, 28, 29) (Serrano
et al., 2013). A més SirT2 sembla tenir un paper en el
checkpoint d’antefase, en el que sota condicions
d’estrés  mitotic, evita la condensaci6 dels
cromosomes demorant el pas cap a metafase (Inoue
et al., 2007; North & Verdin, 2007b; Zhang et al.,
2014). En el checkpoint del fus, la funcié de SirT2
esta en discussio, mentre que alguns autors proposen
que SirT2 afavoriria la sortida de mitosi activant el
complex APC/C (Kim et al, 2011), altres
suggereixen que SirT2 mitjancant ’estabilitzacio de
BUBRI, proteina del SAC, mantindria I’APC/C
inactiu fins que les condicions fossin favorables
(North et al., 2014). Nosaltres hem vist que les
cel-lules KO de sirt2 passen per mitosi lleugerament
més rapid que les WT, suggerint que hi ha una falta
de control en algun punt de la mitosi, fet que
concorda amb el paper que se li ha atribuit a SirT2 en
els diferents checkpoints mitotics. No obstant, aquest
observacié ¢és discordant amb la funcié que s’ha
proposat per SirT2 com a promotor de I’activitat de
I’APC/C complex durant la transicio de metafase
anafase (Kim et al., 2011). D’acord amb les funcions
gue SirT2 desenvolupa en els checkpoints mitdtics, la
seva absencia ha de conduir a la progressio del cicle
tot i haver dany al DNA, condensacié cromosomica
alterada o mal alineament i ancoratge dels
cromosomes al fus. Quan la cél-lula és incapac de
romandre aturada fins que 1’entorn sigui favorable i
escapa de mitosi, es parla de Iliscament mitotic .
Durant el lliscament mitatic, les cel-lules, que no han
experimentat la citocinesi, comencen a re-replicar el
DNA, fet que condueix a la mort mitotica, I’augment
de les aneuploidies 1 I’aparicid6 d’inestabilitat
genomica en general, coincidint amb el fenotip
observat per la perdua de SirT2 (Fig. R32) (Inoue et
al., 2007; Kim et al., 2011; Serrano et al., 2013).

Contra tot pronostic, en el cas de les cél-lules DKO
de sirt2 i mof, tant els nivells residuals de y-H2AX
com el percentatge de poliploidies es compensen per
la pérdua dels dos enzims reguladors d’H4K16Ac
(Fig. R31, 32). Ja s’ha mencionat amb anterioritat la
importancia d’H4K 16Ac en la senyalitzaci6 del dany
i en l’accessibilitat de la cromatina per a la
maquinaria de reparacié. La perdua combinada de
mof i sirt2 i la consequent recuperacio parcial dels
nivells d’H4K16Ac per la no desacetilacio de
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I’H4K16Ac residual durant mitosi, podria explicar la
recuperacio en els nivells de y-H2AX. Aquesta dada
esta recolzada per les observacions del laboratori del
Dr. Pandita, on veien que la deplecié de mof en els
KO de sirt2 comportava una recuperacié en la
cinética de y-H2AX (Sharma et al., 2010). Tot i que
en els nostres experiments de western blot no veiem
aquesta recuperacié en els nivells d’H4K16Ac dels
DKO, en les IHC realitzades en ronyons d’aquest
ratolins, s’aprecien tres intensitats de marcatge
diferents (Fig. R18). Per una banda, cél-lules sense
cap tipus de senyal, que correspondrien a cél-lules en
les que la pérdua de mof havia estat induida
efectivament i possiblement fossin cel-lules molt
proliferatives, que havien passat diferents cicles
cel-lulars des de la deleci6é de mof, havent-se produit
el recanvi d’histones modificades per histones lliures
d’H4K16Ac. Per wuna altra banda, s’observen
cel-lules amb un marcatge d’H4K16Ac poc intens,
aquestes correspondrien a cél-lules sense MOF i
probablement menys proliferatives, en les que encara
hi havia I’H4K16Ac a la cromatina que havia estat
dipositat per MOF en moments previs a la deleci6.
Finalment, es detecten ceél-lules amb un marcatge
intens d’H4K16Ac, similar al dels KO de sirt2.
Aqguestes cel-lules pertanyerien al grup on la pérdua
de mof no hauria estat induida, i per tant la no
desacetilacio6 d’H4K16Ac per SirT2 conduiria al
discret augment observat. En experiments futurs
caldra correlacionar els nivells d’H4K16Ac
d’aquestes cél-lules amb els de y-H2AX, per
comprovar si realment, la disminucié en els nivells
de y-H2AX es deu a la recuperacidé d’H4K 16Ac.

Altres processos aberrants com la re-replicacio poden
generar inestabilitat genomica. Els DKO mostren una
compensacio en els nivells de metilaci6 d’H4K20
(Fig. D3), fet que podria tenir un efecte positiu en el
control de la replicacié en general i del licensing en
particular. En futurs experiments, s’haura d’estudiar
si la re-replicacié en aquestes cel-lules és menor que
I’experimentada en les KO de sirt2 (Serrano et al.,
2013). A més, la compensacié en els nivells
d’H4K20me?2 podria estar afavorint el reclutament de
53BP1 en la resposta al dany, millorant aixi,
I’eficiéencia de la reparacid respecte els KOs
individuals, en els que s’ha demostrat que els focus
de 53BP1 a la cromatina després d’irradiacidé estan
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disminuits respecte dels seus controls WT (Li et al.,
2010; Serrano et al., 2013).

Tot i que la compensacio en la inestabilitat gendmica
observada en els doble knockout és clara, actualment
encara no comprenem els mecanismes mitjancant els
quals es duu a terme aquesta neutralitzacid. Les
funcions de MOF en la DDR van més enlla de la
regulaci6 de 1’acetilacio d’H4K16 i el paper de SirT2
en els diferents checkpoints de mitosi i en la resposta
al dany a través d’ATR, en alguns casos també és
independent d’H4K16Ac. Aixi doncs, sera important
seguir aquesta linia d’investigacido per entendre els
mecanismes moleculars en els que SirT2 i MOF
intervenen de manera antagonica per mantenir la
integritat del genoma.

5. MOF, SirT2 i cancer

SirT2 ha estat proposat en diverses ocasions com a
gen supressor tumoral. De fet, algunes de les
caracteristiques descrites aqui i en altres estudis,
degudes a la pérdua de SirT2, estan associades a
tumorigénesi. Aquest és el cas de I’amplificacio
centromérica, l’augment en les aneuploidies,
I’alteracio de 1’heterocromatina, I’increment del dany
al DNA o la re-replicacio del DNA.

Kim i col-laboradors van observar que les cel-lules
deficients en SirT2 tenien més centrosomes que les
WT (Kim et al., 2011). Degut a que la majoria de
cancers, tant solids com hematologics, presenten
amplificacié centromerica, es considera aquest tret
com una marca distintiva del cancer (Anderhub et al.,
2012). Similarment a les cel-lules canceroses, les
cel-lules deficients en SirT2, a part de presentar més
nombre de centrosomes, també so6n aneuploids.
Addicionalment, 1’alteraci6 en [ID’estructura de
I’heterocromatina pot incrementar la susceptibilitat al
desenvolupament de cancer (Hahn et al., 2013). De
fet, nivells molt reduits d’H4K20me3 s’han establert
com a marca distintiva del cancer (Broeck et al.,
2008; Fraga et al., 2005). Els nostres resultats, junt
amb previs publicats, mostren que les cel-lules
deficients en SirT2 tenen nivells reduits
d’H4K20me3 i aix0 correlaciona amb anomalies en

I’heterocromatina, com indica la reducci6é en
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H3K9me3 (Serrano et al., 2013). A més, els nostres
estudis mostren que les cél-lules deficients en SirT2
presenten nivells d’H4K20me2 reduits. Considerant
el paper d’H4K20me2 en el reclutament de
53BP1(Jgrgensen et al., 2013) i d’acord amb els
resultats préviament publicats pel grup (Serrano et
al., 2013), els KO de sirt2 presenten anomalies en el
reclutament de 53BP1 en la DDR. Per tant aquesta

alteracid6 podria conduir a [Daugment de la
inestabilitat genomica i al desenvolupament
tumorigénic. Finalment, la pérdua de SirT2

correlaciona amb I’increment de la re-replicacio del
DNA, possiblement per la seva influéncia en la
metilacid6 d’H4K20 (Serrano et al., 2013) o pel seu
paper en els checkpoints mitotics (Inoue et al., 2007;
North et al., 2014). Una ronda addicional, completa o
parcial, de replicacié del DNA, sense la corresponent
divisid cel-lular, condueix a I’aparici6é d’aneuploidies
i com a conseqliencia pot derivar en un procés
tumorigénic.

Tot i que el nostre treball se centra en el paper de
SirT2 en la regulacié de la cromatina i del cicle
cel-lular, aquesta sirtuina també té competencies en
I’activacio de la mort cel-lular a través de FoxO3a
(Wang et al., 2007), processés directament relacionat
amb el desenvolupament tumoral.

Tot aixo0 justifica la regulacié a la baixa de SirT2 en
gliomes, neuroblastoma, melanoma, cancer gastric,
carcinoma hepatocel-lular i cancer de mama
(Hiratsuka et al., 2003; Kim et al., 2011; Lennerz et
al., 2005; Serrano et al., 2013). No obstant, SirT2
també s’ha trobat regulat a l’alca en cancer
pancreatic i neuroblastoma amb MYC alterat (Liu et
al., 2013), suggerint que en determinades ocasions,
SirT2 pot actuar com un oncogen. Fet recolzat pel
paper inhibidor de SirT2 sobre la mort programada
dependent de p53. De fet, el tractament amb
inhibidors de SirT1 i SirT2 en linies cel-lulars de
cancer de mama porta a l’augment de 1’apoptosi
activada per p53 (Peck et al., 2010). A més,
considerant el paper inhibidor de SirT2 sobre
I’autofagia i tenint en compte que aquesta via esta
lligada a D’activitat de supressi6é tumoral (Gal et al.,
2012; Zhao et al., 2010), es podria contemplar la
inhibicié de SirT2 en cél-lules canceroses com una
nova estratégia terapéutica contra el cancer.

El paper de MOF en cancer és més controvertit. Per
una banda hi ha suficients evidéncies que
suggereixen que MOF actua com un supressor
tumoral. Les nostres dades junt amb estudis previs
d’altres autors mostren que la perdua de MOF
condueix a l’augment al del dany al DNA,
I’increment de les aberracions cromosomiques,
I’aparici6 d’aneuploidies i1 la lobulaci6 nuclear
(Gupta et al., 2014; Li et al., 2010; Sharma et al.,
2010; Taipale et al., 2005), trets caracteristics de les
cél-lules canceroses. Addicionalment, s’ha descrit
que MOF promou I’activacio de 1’apoptosi dependent
de p53 en condicions d’estrées (Li et al., 2009),
recolzant el paper repressor tumoral de MOF.
D’acord amb aix0, MOF s’ha trobat regulat a la baixa
en cancer de pit, medul-loblastoma, carcinoma de
c¢l-lula renal i cancer d’ovari, on s’ha proposat com
a biomarcador per al diagnostic(Liu et al., 2013;
Pfister et al., 2008; Wang et al., 2013).

Per una altra banda, la dependéncia de MOF en la
proliferacié cel-lular, suggereix que MOF podria
estar actuant com un oncogen. De fet, les nostres
dades, junt amb estudis publicats per altres laborato-
ris, mostren que la funcid transcripcional de MOF
activa 1’expressid0 de gens necessaris per a la
proliferaci6 cel-lular i com a conseqiiéncia, la pérdua
de MOF condueix a I’alentiment de la progressio
cel-lular i finalment a 1’aturada del cicle (Sheikh et
al., 2015). El fet que la sobreexpressi6 de MOF en
ratolins correlacioni amb 1’aparicié i desenvolupa-
ment tumoral (Gupta et al., 2008) i que estigui
regulat a I’alga en NSCLC (Chen et al., 2014) recolza
la seva funcié oncogenica.

Considerant que la pérdua combinada de SirT2 i
MOF compensa la perdua individual d’aquests
enzims en la progressié del cicle cel-lular, els nivells
d’H4K20me2-3 i el percentatge d’aneuploidies, seria
interessant aprofitar 1’antagonisme funcional entre
aquests dos enzims com a futures estratégies
terapeutiques contra el cancer.
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DISCUSSIO

En resum, per una banda 1’augment d’H4K16Ac
durant mitosi en els KO de sirt2 genera una
disminucié en els nivells d’H4K20mel-3 que es
tradueix en alteracions en la compactacié de la
cromatina, en I’estructura de 1’heterocromatina i en la
replicacid i reparacié del DNA. Per una altra banda,
els KO de mof, mostren un fenotip més sever. La
desaparicié d’H4K16Ac més enlla de les alteracions
que pugui causar sobre la metilacio d’H4K20,
produeix la compactaci6 generalitzada de la
cromatina, fet que condueix a la repressio de
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nombrosos gens implicats en la progressié del cicle
cel-lular i dificulta I’accés a la cromatina de les
proteines de reparacid, desencadenant 1’activacié del
checkpoint de G2/M. La pérdua combinada de SirT2
i MOF compensa la péerdua individual de cada un
dels enzims tant en la progressio del cicle cel-lular
com en I’estabilitat genomica, fenotips que caldra
seguir explorant per a la total comprensio dels
mecanismes moleculars involucrats i les possibles
implicacions en cancer.
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10.

SirT2 i MOF formen un complex durant G2/M.

SirT2 controla els nivells d’acetilacié d’H4K 16 durant mitosi a través de dues funcions complementaries:
la desacetilacié d’H4K16Ac i la regulacié de MOF.

SirT2 s’uneix a MOF a través del seu domini HAT, el retira de la cromatina i en promou la ubiquitinacié i
degradacio dependent del proteosoma durant mitosi.

SirT2 desacetila les lisines K113, K116 i K175 de MOF, inhibint la seva activitat catalitica sobre H4K16.

L’activitat de SirT2 promou la desfosforilacié de la serina 348 de MOF, residu important per la seva
activitat acetiltransferasa i per la desacetilacié de MOF dependent de SirT2.

MOF, SirT2 i PR-SET7 formen un complex durant G2.

Els nostres resultats suggereixen que MOF controla negativament la deposicio d’H4K20mel a través de
dos mecanismes suplementaris: 1’acetilacio d’H4K16 i la regulaci6 dels focus de PR-SET7 a la cromatina.

La desacetilacio d’H4K 16 durant mitosi determina la deposicié d’H4K20mel i té efectes sobre els nivells
d’H4K20me2-3. Tot i que la dependéncia d’H4K20mel en la regulaci6 d’H4K20me3 haura de ser
estudiada en més detall en el futur.

SirT2 participa en el checkpoint de G2/M activat per la pérdua de MOF. Un dels mecanismes implicats en
aquest arrest del cicle cel-lular sembla ser la regulacié de I’expressi6 geénica.

La deficiéncia tant de SirT2 com de MOF condueix a I’augment de la inestabilitat genomica. No obstant,

la doble pérdua de SirT2 i MOF compensa la pérdua individual de cadascun dels enzims en el
manteniment de 1’estabilitat del genoma.
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