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 La cromatina és una estructura nucleoproteïca dinàmica i jeràrquicament 
organitzada dins del nucli cel·lular. Segons la seva funcionalitat, la cromatina es pot 
classificar en dos tipus de regions: l’eucromatina, també anomenada cromatina 
activa; i l’heterocromatina, que es coneix com a cromatina inactiva. A la seva 
vegada, l’heterocromatina es pot dividir en dues formes principals en funció de la 
seva dinàmica funcional, l’heterocromatina facultativa (HF) i l’heterocromatina 
constitutiva (HC). L’HF es refereix a regions condensades que es troben 
transcripcionalment inactives però que es poden descompactar per revertir a 
eucromatina i permetre la transcripció sota determinats contexts específics. 
Mentre que l’HC es refereix a regions fortament condensades que es troben 
permanentment silenciades, i que es caracteritzen per tenir baixa densitat gènica i  
per ser riques en seqüències repetitives d’ADN. Aquestes regions, tenen un rol 
principalment estructural i són molt importants pel manteniment de l’estabilitat 
genòmica. Les regions més extenses de l’HC són les regions d’heterocromatina 
constitutiva pericèntrica (HPC),  situades al voltant de la regió centromèrica i vitals 
per a la formació del cinetocor durant el procés de segregació cromosòmica. 
D’aquesta manera, l’organització i manteniment de les regions d’HPC és de gran 
importància per assegurar l’estabilitat genòmica. Ja que l’alteració de la seva 
estructura condueix a la inestabilitat genòmica, un factor clau en el 
desenvolupament de moltes patologies humanes com el càncer, les malalties 
neurodegeneratives, els trastorns cardiovasculars, els trastorns endocrins, i 
l’envelliment, entre d’altres.  
 HP1 és una proteïna estructural fonamental a les regions d’HPC.  En mamífers 
han estat descrites tres isoformes, HP1α, HP1β i HP1γ. Al llarg del temps s’ha 
considerat el paper de les isoformes d’HP1 si més no equivalent degut a la forta 
redundància funcional d’aquestes proteïnes en alguns aspectes concrets. 
Actualment però, aquesta perspectiva ha canviat, i han estat descrites múltiples 
funcions específiques de les isoformes d’HP1. Però tot i la seva importància, la 
contribució específica d’aquestes isoformes a les regions d’HPC no estava ben 
definida fins al moment. A la primera part d’aquesta tesi s’ha identificat la 
contribució distintiva de les isoformes d’HP1 a l’estructura i organització de l’HPC. 
HP1α té un paper directe en la limitació de les marques d’heterocromatina 
H4K20me3 i H3K27me3 a les regions d’HPC. El nostre treball indica que HP1α té 
un paper a l’establiment dels dominis cromatínics a aquestes regions per tal 
d’evitar la propagació de l’heterocromatina a l’eucromatina adjacent, en conjunció 
amb el principal regulador de l’arquitectura de la cromatina, CTCF, i amb la variant 
d’histona H2A.Z. La pèrdua d’HP1α resulta doncs en una propagació de les 
marques heterocromatíniques que donen lloc a una hipercompactació de la 
cromatina, i que s’associa a un determinat patró de defectes mitòtics com són els 
defectes merotèlics o sintèlics. Mentre que HP1β es troba vinculada funcionalment 
amb la metiltransferasa d’histones (HMT) Suv420h2, responsable de la trimetilació 
d’H4K20, i podria ser la isoforma més implicada en el reclutament d’aquesta a les 
regions d’HPC per la formació d’una fibra de cromatina compacta. 
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Conseqüentment, HP1β es relaciona estretament amb la marca H4K20me3 a les 
regions d’HPC. HP1β sembla també tenir un paper en la restricció de CTCF a 
posicions específiques tant a les regions d’HPC com a altres regions genòmiques. 
La pèrdua d’aquesta isoforma indueix descompactació de la cromatina i s’associa 
amb defectes mitòtics concrets incloent la formació de fus mitòtics multipolars.  
Finalment, HP1γ sembla tenir un paper intermig de les altres isoformes, el que 
suggereix una funció més redundant. De manera que, aquest treball ofereix una 
visió de les funcions de les isoformes d’HP1 a les regions d’HPC i la seva implicació 
al manteniment de l’estabilitat genòmica.  
 Durant l'última dècada, les desacetilases d’histones (HDACs) de tipus III, 
conegudes com sirtuïnes, han emergit com a factors clau en el manteniment de la 
integritat genòmica, són proteïnes NAD+ cofactor dependents i d’aquesta manera 
poden actuar con a sensors d’estrés i participar de la comunicació entre l’ambient 
cel·lular i el genoma. Evidències prèvies del grup definien que SirT1 té un paper 
clau al manteniment de l’estructura de l’HPC, especialment sota condicions 
d’estrés. En aquestes condicions, es produeix un increment dels nivells de SirT1, 
aquest interacciona amb Suv39h1 i l’estabilitza evitant la poliubiquitinització 
mediada per MDM2 de Suv39h1, incrementant la seva vida mitjana i augmentant 
els nivells de proteïna. L’increment de la disponibilitat de Suv39h1 all nucli, s’ha 
associat amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat a l’HPC, assegurant el 
manteniment d’H3K9me3 i d’HP1, i la protecció genòmica a les regions d’PCH. Ha 
estat descrit un antagonisme funcional entre SirT1 i PARP1 respecte el control 
d’H3K9me3 i d’HP1 a l’HPC, però encara no es coneixia el mecanisme d’acció ni les 
relacions entre els factors implicats. Els resultats de la segona part d’aquesta tesi 
han corroborat l’antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 a les 
regions de l’HPC, i mostren que aquest antagonisme funcional és degut a una 
regulació per part d’aquestes dues proteïnes dels nivells de Suv39h1, l’HMT 
responsable de l’establiment d’H3K9me3 a les regions d’HPC. SirT1 produeix un 
increment dels nivells de Suv39h1 a través de la seva estabilització, mentre que 
PARP-1 té un efecte contrari compensatori de la regulació per part de SirT1. Per 
poder aprofundir en l’estudi d’aquesta relació i degut a que avui dia no existeix cap 
anticòs fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva localització o el seu 
enriquiment a la cromatina, en aquest treball  s’ha generat i caracteritzat una línia 
cel·lular de ratolí que té el gen Suv39h1 taggejat endògenament mitjançant la 
tècnica CRISPR/Cas9. 
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1. LA CROMATINA 
 
 
1.1. Composició de la cromatina 
 

L’ADN és la macromolècula primària que emmagatzema la informació 
genètica i la propaga de cèl·lula mare a filla, i a la descendència a través de la línia 
germinal. A les cèl·lules eucariotes, la doble hèlix d’ADN es troba empaquetada 
amb histones i altres proteïnes accessòries formant la cromatina. La unitat bàsica i 
repetitiva de la cromatina és el nucleosoma, que està constituït per: el nucleosoma 
central, que consta d’un tetràmer d’histones H3-H4 i dos dímers d’H2A-H2B, 
donant lloc a un octàmer d’histones, al qual s’hi embolcallen 147 pb d’ADN; pel 
DNA connector (10-80 parells de bases) que uneix el nucleosoma central amb el 
nucleosoma adjacent; i per la histona H1, que s’associa amb l’ADN connector 
(Figura I1) (Thomas & Kornberg, 1975; Arents et al, 1991; Luger et al, 1997; 
Kornberg & Lorch, 1999; Wu & Grunstein, 2000; Felsenfeld & Groudine, 2003; 
McGinty & Tan, 2014). 

 

 
Figura I1. Estructura del nucleosoma. Representació de l’estructura del nucleosoma on s’hi 
observa el tetràmer d’histones d’H3-H4 i els dos dímers d’H2A-H2B embolcallats per la doble hèlix 
d’ADN que donen lloc al nucleosoma central, l’ADN connector entre nucleosomes i la histona H1. 
 
 
 Les histones són proteïnes molt bàsiques, característica que li confereix 
l’alta afinitat que presenta per l’ADN, són relativament petites (11-15kDa),  i són de 
les proteïnes més conservades en eucariotes. L’octàmer d’histones del nucleosoma 
central presenta una conformació globular estructurada, la qual està formada per 
l’heterodimerització de les hèlixs dels dos dímers H2A-H2B i del tetràmer d’H3-H4, 
que permet les interaccions entre histones. D’aquesta conformació globular 
sobresurten les anomenades cues de les histones, que es troben desestructurades i 
estan format pels dominis N-terminal i C-terminal (15-38 residus rics en Arg i Lys). 
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Els residus d’aquestes cues d’histones, principalment de la N-terminal amb algunes 
excepcions, són susceptibles a un gran nombre de modificacions la qual cosa pot 
produir canvis en la compactació de la seva estructura i proporciona funcionalitat 
al nucleosoma. En menor mesura els residus del domini globular poden patir 
modificacions (Allfrey et al, 1964; Arents et al, 1991; Luger et al, 1997; Kornberg & 
Lorch, 1999; Strahl & Allis, 2000; Felsenfeld & Groudine, 2003). 
 La histona H1 presenta una estructura similar a les histones del nucleosoma 
central, amb una part globular estructurada i les cues desestructurades N-terminal 
i C-terminal. De la mateixa manera, aquestes cues poden patir modificacions que 
afectin a l’estructura del nucleosoma (Izzo & Schneider, 2016).  
 La longitud de l’ADN connector que es troba entre els diferents 
nucleosomes centrals varia entre espècies i teixits, en molts casos degut a l’atzar. 
Però a vegades, aquesta longitud és conseqüència de posicions preferides dels 
nucleosomes per permetre la unió d’elements reguladors (Straka & Horz, 1991; Lu, 
Wallrath & Elgin, 1995). 
 Centenars de milers de nucleosomes units mitjançant l’ADN connector 
formen el que es coneix com a nucleosomes en cadena o beads-on-a-string, descrit 
per primera vegada al 1973 gràcies a les observacions en microscopi electrònic 
d’alta resolució. És  la forma més laxa i accessible de la cromatina, i es coneix 
també com a fibra d’11nm (Olins & Olins, 1973; Woodcock, 1973; Olins & Olins, 
1974; Olins & Olins, 1976; Olins & Olins; 2003). 
 
 
 
1.2. Dinàmica de la cromatina 
  
 La cromatina és dinàmica, la seva estructura i grau de compactació està 
finament regulada a través del cicle cel·lular i sota diferents estímuls per tal de 
preservar la integritat genòmica. Aquesta regulació comprèn mecanismes 
epigenètics que no produeixen canvis en la seqüència d’ADN, que són reversibles i 
que poden propagar-se al llarg de les divisions cel·lulars i a través de la línia 
germinal (Waddington, 1942; Holliday, 1994; Wu & Morris, 2001; Holliday, 2006; 
Yun et al, 2011).  
 Els principals mecanismes epigenètics de regulació consisteixen en: 
modificacions postraduccionals a les histones (PTM), la incorporació de variants 
d’histones al nucleosoma, la modificació de l’estructura dels nucleosomes pels 
remodeladors, el paper dels ARN no codificants (ncRNAs), el paper de proteïnes no 
històniques i la metilació de l’ADN en residus de citosina (Holliday, 1994; Holliday, 
2006; Bannister & Kouzarides, 2011; Allis et al, 2015; Allis & Jenowein, 2016). 
 La desregulació d’aquests mecanismes pot conduir a l’aparició 
d’inestabilitat genòmica, un factor clau en el desenvolupament de càncer, 
envelliment, malalties neurodegeneratives, malalties autoimmunes, malalties 
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cardiovasculars i metabòliques (Vaquero, 2009; Portela & Esteller, 2010; Kanwal & 
Grupta, 2012). 
 
 
1.2.1.  Modificacions postraduccionals de les histones 
 

Les modificacions postraduccionals de les histones són un dels principals 
mecanismes de regulació de l’estructura de la cromatina. 

Les histones que formen part del nucleosoma central (H2A, H2B, H3 i H4) i 
la histona H1 són susceptibles a aquestes modificacions en les seves cues N-
terminal (i en menor mesura en les cues C-terminal i en els dominis globulars), 
principalment en residus d’Arg i Lys, tot i que es poden donar en residus d’His, Ser, 
Thr, Tyr i Glu (Allfrey et al, 1964; Luger et al, 2007; Kouzarides, 2007; Taverna et 
al, 2007). Les primeres modificacions postraduccionals identificades van ser 
l’acetilació i la metilació, descrites als anys 60 per Vincent Allfrey, però avui dia 
han estat identificats com a mínim 10 tipus de modificacions postraduccionals: 
acetilació, metilació, fosforilació, ubiquitinització, sumoilació, ADP-ribosilació, 
biotinilació, isomerització de prolines, glicosilació i citrunilació (Figura I2) (Allfrey 
et al, 1964; Strahl & Allis, 2000; Vaquero et al, 2003; Bhaumik et al, 2007; 
Kouzarides, 2007; Portela & Esteller, 2010; Bannister & Kouzarides, 2011;  Kanwal 
& Gupta, 2011). 

 

 
 
Figura I2. Principals modificacions postraduccionals de les histones. Es mostra la seqüència 
d’aminoàcids de les cues de les histones del nucleosoma central i la posició dels residus 
susceptibles a modificacions postraduccionals. Les modificacions més representatives inclouen 
acetilació (ac), metilació (me), fosforilació (ph) i ubiquitinització (ub1). Els dominis globulars de 
cada histona central es representen com a ovals de colors (Bhaumik et al, 2007).  



 

10 
 

Existeix una comunicació entre les diferents modificacions postraduccionals 
de les histones. Aquesta pot tenir lloc dins d’una mateixa cua d’histona (cis cross 
talk) o bé entre diferents cues d’histones (trans cross talk). De manera que 
aquestes modificacions succeeixin seqüencialment o bé en combinació, establint 
un complex programa regulatori amb un sofisticat llenguatge, conegut com a codi 
d’histones (Figura I3). Els enzims que poden llegir aquestes modificacions 
anomenats readers, permeten una gran diversitat funcional a partir del 
reconeixement de la combinació dels poc tipus de marques històniques per tal 
d’establir aquest complex sistema de regulació (Strahl & Allis, 2000; Kouzarides, 
2007; Bannister & Kouzarides, 2011; Zhang et al, 2015). 

 
 

 
 

Figura I3. Cross talk entre les modificacions postraduccionals de les histones. Interaccions 
positives i negatives entre les modificacions postraduccionals de les histones. Aquest cross talk pot 
tenir lloc dins de la mateixa cua d’histona (cis cross talk) o entre diferents cues d’histones (trans 
cross talk). Les puntes de fletxa i les puntes planes indiquen interaccions positives i negatives, 
respectivament (Bannister & Kouzarides, 2011). 

 
 
Aquestes modificacions de les histones poden influenciar directament en 

l’estructura de la cromatina, tal com ha estat descrit per l’acetilació. De forma que, 
la presència d’aquesta modificació, disminueix la càrrega positiva de les histones i 
això afebleix la interacció amb l’ADN que es troba carregat negativament. En 
conseqüència, la cromatina serà més accessible. 

D’altra banda, les modificacions postraduccionals també poden regular 
indirectament l’estructura de la cromatina. Aquestes actuen com una plataforma 
de senyal per reclutar factors reguladors (readers) a la cromatina, i aquests 
efectors són els que en última instància determinen el resultat funcional de les 
modificacions (Jenowein & Allis, 2001; Yun et al, 2011).  
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Les modificacions postraduccionals de les histones no només juguen un 
paper important en la regulació de l’arquitectura de la cromatina si no també en la 
regulació de la transcripció gènica, en la replicació de l’ADN, en reparació de l’ADN 
i en l’splicing alternatiu (Portela & Esteller, 2010; Bannister & Kouzarides, 2011).  

 
 

1.2.1.1.    Acetilació 
 
 Les modificacions postraduccionals de les histones més estudiades són 
l’acetilació, la metilació i la fosforilació. L’acetilació d’histones consisteix en la 
transferència d’un grup acetil del cofactor Acetil-CoA al grup ε-amino d’un residu 
de lisina (Lys) (Allfrey et al, 1964; Vidali et al, 1968).  
 De manera general, l’hiperacetilació d’histones es relaciona amb una forma 
de la cromatina accessible (cromatina activa) i en conseqüència, amb una activació 
de la transcripció gènica. A les regions promotores dels gens actius 
transcripcionalment hi ha un enriquiment dels nivells d’acetilació en H3K9, H3K14 
i també en H4K5, H4K8, H4K12 i H4K16. Mentre que l’hipoacetilació d’histones es 
relaciona amb una forma compactada i transcripcionalment inactiva (Allfrey, 
Faulkner & Mirsky, 1964; Pokholok et al, 2005; Kouzarides, 2007; Bhaumik et al, 
2007).  
 D’una banda, l’acetilació d’histones neutralitza la càrrega positiva de les Lys 
diana, atenuant així la interacció entre les histones i l’ADN. Com a conseqüència, la 
cromatina queda més descondensada i accessible (Eberharter & Becker, 2002; 
Görisch et al, 2005; Shogren-Knaak et al, 2006). D’altra banda, addicionalment al 
seu efecte estructural sobre la cromatina, l’acetilació d’histones actua com a senyal 
per reclutar factors reguladors o readers. Aquests readers que reconeixen 
acetilació tenen dominis bromo, que llegeixen específicament l’acetilació, i menys 
comunament dominis PHD que tot i reconèixer també altres marques històniques 
poden reconèixer determinades acetilacions. La família de proteïnes que contenen 
dominis bromo estan implicades en múltiple funcions, com en la remodelació de la 
cromatina i en el reclutament de factors necessaris per la transcripció (Taula I1). 
Per exemple, el complex remodelador de la cromatina SWI/SNF conté un domini 
bromo a la subunitat Swi2/Snf2, que s’uneix específicament a H3K9Ac, H3K14Ac i 
també a H4K5Ac, H4K8Ac, H4K12Ac i H4K16Ac de les regions promotores per 
permetre la formació del complex de pre-iniciciació per tal que tingui lloc la 
transcripció. Altre exemple seria el domini bromo de la subunitat Spt7 de 
l’acetiltransferasa SAGA que només reconeix H3K9Ac (Haynes et al, 1992; Dhalluin 
et al, 1999; Sterner et al, 1999; Sterner & Berger, 2000; Hassan, Neely & Workman, 
2001; Hassan et al, 2002; Hassan et al, 2007; Kouzarides et al, 2007; Yun et al, 
2011; Allis et al, 2015; Marmortein & Zhou, 2020). 
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Histona Posició Enzims 
modificadors 

Funcions associades 

H2A Lys 5  Tip60, p300/CBP Activació de la transcripció 

H2B Lys 5 p300, ATF2 Activació de la transcripció 

Lys12  p300/CBP, ATF2 Activació de la transcripció 
Lys15 p300/CBP, ATF2 Activació de la transcripció 
Lys20 p300 Activació de la transcripció 

H3 Lys9 Gcn5, SRC-1 Activació de la transcripció 

ND Deposició d’histones 

Lys 14 ND Deposició d’histones 
SRC-1 Activació de la transcripció 
Elp3 Elongació 
Esa1, Tip60 Activació de la transcripció i reparació d’ADN 
TAF1 Transcripció RNA polimerasa II 
Gnc5 Activació de la transcripció i reparació d’ADN 

Lys 18 p300/CBP Reparació d’ADN i activació de la transcripció 
ND Deposició d’histones 

Lys 23 Gnc5 Activació de la transcripció i reparació d’ADN 
p300/CBP Activació de la transcripció 

Lys 27 Gnc5 Activació de la transcripció 
Lys 36 Hat1 Deposició d’histones 

H4 Lys 5 ATF2 Activació transcripció 
P300 Activació transcripció 
Gcn5, PCAF Activació transcripció 

Lys 8 Elp3 Elongació  
p300 Activació transcripció 
Hat1 Deposició d’histones i silenciament telomèric 
Esa1, Tip60 Activació de la transcripció i reparació d’ADN 

Lys 12 Hpa2 ND 
Gnc15 Activació de la transcripció 
MOF Activació de la transcripció 

Lys 16 ATF2 Activació de la transcripció 
Sas2 Eucromatina 

 
Taula I1. Principals acetilacions d’histones en mamífer. Taula que mostra les histones i la 
posició de les principals acetilacions d’histones, els enzims modificadors i les funcions associades. 
ND, no determinat. 
 
 
1.2.1.2.    Metilació 
 
 La metilació de les histones es produeix en tots els seus residus bàsics: 
lisina (Lys), arginina (Arg) i histidina (His), tot i que aquest últim no ha estat gaire 
caracteritzat. Aquest procés consisteix en la transferència d’un grup metil de la 
molècula donadora S-adenosil-L-metionina (SAM) al grup ε-amino d’un residu de 
Lys o al grup guanidil d’un residu d’Arg. Els residus de lisina poden ser 
monometilats (me1), dimetilats (me2) o trimetilats (me3) al seu grup ε-amino; i 
els residus d’arginina poden ser monometilats (me1) o dimetilats (me2), i al seu 
torn la dimetilació pot ser simètrica (me2s) o asimètrica (me2a) al seu grup 
guanidil. En contrast amb l’acetilació, la metilació d’histones és una marca més 
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estable químicament (Ambler & Rees, 1959; Murray & Luck, 1962; Murray, 1964; 
Kim & Paik, 1965; Hempel et al, 1968;  Borun et al, 1972; Paik et al, 2007; Greer & 
Shi, 2012). 
 Les posicions de metilació d’histones en els residus de lisina més estudiades 
són H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 i H4K20, i  en els residus d’arginina H3R2, 
H3R8, H3R17, H3R26 i H4R3 (Zhang & Reinberg, 2001; Fang et al, 2002; Di 
Lorenzo & Bedford, 2011; Greer & Shi, 2012). És important destacar que les 
marques de metilació d’histones no apareixen aïllades, si no que existeix una 
relació entre les diferents marques ja sigui sinèrgica o antagònica. De manera que 
la metilació pot succeir en múltiples llocs diferents en les histones on la metilació 
d’un pot requerir de la metilació d’un altre, però també algunes marques 
històniques són mútuament exclusives. Per exemple, la trimetilació d’H3K4 
inhibeix la dimetilació d’H3R2 i de la mateixa manera la dimetilació asimètrica 
d’H3R2 inhibeix la metilació d’H3K4 (Guccione et al, 2007; Kirmizis et al, 2007; 
Greer & Shi, 2012). 
 A diferència de l’acetilació i la fosforilació que modifiquen la càrrega dels 
residus diana, la metilació no afecta a la càrrega elèctrica de les cadenes laterals 
dels aminoàcids. Per tant, les funcions de la metilació es consideren principalment 
exercides per les molècules efectores que reconeixen específicament el lloc metilat 
(Martin & Zhang, 2005; Taverna et al, 2007; Hyun et al, 2017).  
 La metilació d’histones és més complicada funcionalment que altres 
modificacions postraduccionals principalment per dos motius. El primer motiu, es 
perquè es pot donar en tres formes diferents: mono-, di- o trimetil per lisines i 
mono- o di- (simètrica o asimètrica) per arginines. I el segon motiu, és pel fet que 
les metilacions no apareixen aïllades si no que existeix una gran xarxa de 
comunicacions sinèrgiques o antagòniques entre elles. Aquesta diversitat de 
combinacions de metilacions proporciona una capacitat regulatòria excepcional, ja 
que en funció de les diferents modificacions que es donin es reclutarà una 
combinació específica de readers, que a la seva vegada reclutaran altres factors i 
determinaran la funcionalitat final. Així, una mateixa modificació pot promoure 
l’activació de la transcripció, però també la repressió en funció del l’estat de la 
metilació i del context (Taula I2) (Vakoc et al, 2006; Kouzarides, 2007; Taverna et 
al, 2007; Greer & Shi, 2012; Black et al, 2012; Hyun et al, 2017). Per exemple, 
H3K4me2 i H3K4me3 generalment s’associen amb activació de la transcripció, 
però també es poden relacionar amb repressió de la transcripció quan se’ls uneix 
l’efector inhibidor de la proteïna de creixement 2 (ING2) pel domini PHD (Shi et al, 
2006; Bernstein et al, 2006; Greer & Shi, 2012). 
 Els readers de la metilació tenen dominis de reconeixement i unió a grups 
metil, incloent els dominis PHD, chromo, tudor, barrel, MBT, PWWP, zn-CW, BAH, 
ADD, HEAT, SAWADEE, repeticions d’anquirina i repeticions WD40. Aquests 
dominis tenen la capacitat de distingir les metilacions diana en funció de l’estat de 
la metilació i de l’entorn, i es troben en proteïnes que estan implicades en múltiple 
funcions, com en el control de la transcripció, en la regulació del cicle cel·lular, en 
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reparació de l’ADN i en splicing alternatiu (Yun et al, 2011; Greer & Shi, 2012; 
Musselman et al, 2014; Hyun et al, 2017).   
 De manera general però, les metilacions en H3K4, H3K36 i H3K79 es 
consideren marques de transcripció activa; mentre que les metilacions en H1K26, 
H3K9, H3K27 i H4K20 s’associen amb cromatina silenciada (Martin & Zhang, 2005; 
Vakoc et al, 2006; Kouzarides, 2007; Black et al, 2012; Hyun et al, 2017). 
 

Histona Posició Enzims 
modificadors 

Funcions associades 

H1 Lys 26 Ezh2 Repressió de la transcripció 
H2A Arg 3  PRMT1/6, 

PRMRT5/7 
Activació de la transcripció, repressió de la transcripció 

H3 Arg 2 PMRT5, PMRT6 Repressió de la transcripció 
Arg 8 PMRT5, PMRT2/6 Activació de la transcripció, repressió de la transcripció 
Lys 4 Set7/9 Activació de la transcripció 

MLL Activació de la transcripció 
Lys 9 Suv39h1 Repressió de la transcripció 

G9a Repressió de la transcripció i imprinting genòmic 
SETDB1 Repressió de la transcripció 

Lys 27 Ezh2 Repressió de la transcripció i inactivació del crom X 
G9a Repressió de la transcripció 

Lys 36 Set2 Elongació 
Lys 79 Dot1 Elongació i resposta i control de checkpoints 

H4 Arg 3 PRMT1/6 Activació de la transcripció 
PRMT5/7 Repressió  de la transcripció 

Lys 20 PR-Set7 Repressió de la transcripció 
Suv420 Formació d’heterocromatina 

Lys 59 ND Repressió de la transcripció 
 
Taula I2. Principals metilacions d’histones en mamífer. Taula que mostra les histones i la 
posició de les principals metilacions d’histones, els enzims modificadors i les funcions associades. 
ND, no determinat 
 
 
1.2.1.3.    Fosforilació 
 
 La fosforilació d’histones es pot donar en residus de serina (Ser), treonina 
(Thr) i tirosina (Tyr). Aquest procés consisteix en la transferència d’un grup fosfat 
de la molècula donadora ATP al grup hidroxil del residu diana. La fosforilació 
d’histones, augmenta la càrrega negativa d’aquestes afeblint així la interacció entre 
DNA-histones, la qual cosa hauria d’afavorir la descondensació de la cromatina, tot 
i que no està clarament demostrat (Roth & Allis, 1992; Strahl & Allis, 2000; 
Rossetto et al, 2012). 
 A més a més, la fosforilació d’histones actua com a senyal per reclutar 
readers que, a última instància són els que determinaran el resultat funcional de la 
modificació. Els readers de la fosforilació tenen dominis de reconeixement de grups 
fosfat del tipus 14-3-3 o BRCT, aquestes proteïnes estan relacionades amb 
processos de reparació de l’ADN, compactació de la cromatina al llarg del cicle 
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cel·lular i regulació de la transcripció (Wei et al, 1998; Yun et al, 2011; Rossetto et 
al, 2012) .  
 En resposta a dany a l’ADN, les quinases ATM, ATR i DNA-PK produeixen la 
fosforilació de la Ser 139 de la variant d’histona H2A.X (γ-H2A.X) en cèl·lules de 
mamífer i de la equivalent en llevats, la Ser 129. Aquesta fosforilació actua com a 
plataforma de reconeixement de factors implicats en la senyalització del 
trencament de doble cadena de l’ADN i en l’activació de les vies de reparació NHEJ 
(non-homologous end joining), HR (homologous recombination) i la reparació de 
l’ADN acoblada a replicació per permetre la reparació del dany (Rogakou et al, 
1998; Downs et al, 2000; Shroff et al, 2004; Foster & Downs, 2005;  Chowdhury et 
al, 2008; Douglas et al, 2010; Macůrek et al, 2010) . 
 Altre exemple rellevant seria el següent, al llarg de les fases del cicle 
cel·lular G2/M les Aurora quinases fosforilen la Thr  3, Thr 11, Ser 10 i Ser 28 de la 
histona H3, essent la fosforilació de la Ser 10 la més caracteritzada. Aquestes 
fosforilacions regulen els factors implicats en la condensació de la cromatina per 
formar els cromosomes i en la segregació cromosòmica associada als processos de 
mitosis i meiosis, i es consideren marques d’aquests esdeveniments (Gurley et al, 
1978; Hendzel et al, 1997; Wei et al, 1998; Goto et al, 1999; Wei et al, 1999; Nowak 
& Corces, 2004; Macdonald et al, 2005; Wilkins et al, 2014) .  
 Addicionalment, altres fosforilacions en la Thr 11 de la histona H3, en la Ser 
36 de la histona H2B i en la Ser 1 de la histona H4 estan relacionades amb 
l’expressió de gens sota condicions d’estrès (Nowak & Corces, 2004; Macdonald et 
al, 2005; Metzger et al, 2008;  Bungard et al, 2010; Govin et al, 2010; Strahl & Allis, 
2010). 
 
 
1.2.2. Variants d’histones 
 
 Les variants d’histones participen en la dinàmica de la cromatina, cooperant 
amb els altres mecanismes epigenètics i produint canvis ràpids a la seva 
estructura. A les cèl·lules eucariotes, la major part de la cromatina està formada 
per les anomenades histones canòniques. Les histones canòniques estan 
codificades per múltiples còpies de gens i, la majoria d’aquests gens s’organitzen 
en clústers al llarg del genoma. La síntesi i deposició de les histones canòniques es 
troba acoblada al procés de replicació de l’ADN que té lloc durant la fase S, així les 
histones acabades de sintetitzar s’uneixen a una sèrie de xaperones al citosol que 
ajuden a les histones a plegar-se correctament i prevenen interaccions 
inespecífiques, i quan aquests complexes entren al nucli, CAF1 (chromatin 
assembly factor 1) dirigeix la deposició de les histones darrera de la forqueta de 
replicació de l’ADN, per permetre el correcte assemblatge de la cromatina 
(Buschbeck & Hake, 2017; Talbert & Henikoff, 2017). 
 No obstant, l’evolució ha portat al desenvolupament de variants d’histones 
per permetre una regulació més afinada de múltiples processos cel·lulars tals com 
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l’expressió gènica, la reparació de l’ADN, la segregació cromosòmica, la 
condensació dels cromosomes sexuals i l’empaquetatge de la cromatina de 
l’esperma. Aquestes variants d’histones són isoformes de les histones canòniques 
que presenten variacions en la seqüència i que, tenen localitzacions restringides i 
ben definides a la cromatina. Estan codificades només per una o dues còpies del 
gen i, al contrari de les canòniques, no es localitzen en clústers. En contrast amb les 
histones canòniques, la síntesi i  incorporació de les variants d’histones succeeix al 
llarg del cicle cel·lular i és independent de la síntesi de l’ADN. De manera que, les 
variants d’histones es sintetitzen i s’uneixen a xaperones específiques al citosol 
que ajuden a que es pleguin correctament i les estabilitzen, llavors aquestes 
variants d’histones ja estables s’uneixen a la histona canònica parella (una variant 
d’H2A s’uniria a H2B mentre que una variant d’H3 s’uniria a H4), i s’importen al 
nucli on els remodeladors de la cromatina dependents d’ATP reconeixen les 
variants d’histones complexades i permeten o bé l’intercanvi dels dímers que 
contenen la variant d’histona o bé la deposició del nucleosoma amb la variant 
d’histona incorporada en les posicions determinades. L’intercanvi d’histones 
canòniques per variants d’histones produeix canvis en l’estructura del nucleosoma, 
i com a conseqüència, el grau de compactació de la cromatina pot variar; i produeix 
el reclutament de readers específics de les variants d’histones i de les 
modificacions postraduccionals d’aquestes, la qual cosa acabarà determinant la 
funcionalitat final de les variants (Talbert & Henikoff, 2010; Biterge & Schneider, 
2014; Buschbeck & Hake, 2017; Talbert & Henikoff, 2017). 
 La majoria de les variants d’histones es troben en cèl·lules somàtiques tot i 
que, algunes d’elles s’expressen exclusivament a la línia germinal masculina. La 
primera variant d’histona va ser identificada l’any 1969 mitjançant mètodes 
bioquímics de fraccionament de proteïnes. Avui dia en humà han estat descrites 
vuit variants d’H2A (H2A.X, H2A.Z.1, H2AZ.2.1, H2A.Z.2.2, macroH2A.1.1, 
macroH2A.1.2 i macroH2A.2 en cèl·lules somàtiques, i H2A Barr body deficient 
(H2A.bdd) específica a testicles), dos variants d’H2B (H2B type WT (H2BFWT) i 
testis-specfic H2B (TSH2B) específiques a testicles) i sis variants d’H3 (H3.3, H3 like 
centromeric protein A (CENP-A), H3.Y i H3.X en cèl·lules somàtiques i, H3.1t  i H3.5 
específica a testicles). Encara no han estat descrites variants d’H4 (Figura I4). Les 
variants d’histones es troben força conservades als eucariotes superiors, cosa que 
reflexa funcionals ancestrals comunes, però també hi ha variants que s’han 
especialitzat i són específiques de llinatge (Pusarla & Bhargava, 2005; Buschbeck & 
Hake, 2017). 
 



 

17 
 

 
 

Figura I4. Variants d’histones del nucleosoma central en humà. Es mostren les histones 
canòniques H2A (groc), H2B (taronja), H3 (blau) i H4 (verd). Les corresponents variants es mostren 
en groc pàl·lid, taronja pàl·lid i blau pàl·lid, respectivament. No han estat descrites variants de la 
histona H4. Els rectangles representen les regions centrals i les línies les cues flexibles de les 
histones. Es mostra el percentatge d’identitat de seqüència de les variants relatives a les histones 
canòniques. Les variants d’histona específiques de testicles es ressalten amb requadres de color 
porpra clar i les  isoformes que provenen d’splicing alternatiu amb requadres de color verd clar 
(Buschbeck & Hake, 2017). 
 
 
 De manera que, aquestes variants d’histones tenen els seus propis patrons 
d’expressió temporals i de distribució al llarg del genoma, en funció dels processos 
cel·lulars específics en les que estan implicades. Com a exemple, la incorporació de 
la variant d’histona CENP-A és essencial per a la formació dels centròmers dels 
cromosomes, per l’ensamblatge del complex cinetocòric i per la segregació 
cromosòmica. La deleció dirigida del gen que codifica per aquesta variant produeix 
defectes mitòtics i letalitat embrionària en ratolins, i toxicitat en cèl·lules humanes 
(Howman et al , 2000; Buschbeck & Hake, 2017; Talbert & Henikoff, 2017). 
 La variant d’histona H3.3 té una seqüència molt similar a les formes 
canòniques H3.1 i H3.2, diferint només en quatre aminoàcids, tot i aquesta alta 
similitud aquesta variant té funcions específiques. La variant H3.3 es troba 
localitzada a cromatina transcripcionalment activa, hi ha enriquiment 
principalment a les zones dels gens, promotors, enhancers i llocs de terminació de 
la transcripció. També ha estat descrit que té un paper important en l’establiment 
d’heterocromatina durant la primera fase del desenvolupament embrionari en 
ratolins, i que la deleció del gen que codifica per aquesta variant produeix letalitat 
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embrionària (Mito et al, 2005; Santenard et al, 2010; Buschbeck & Hake, 2017; 
Talbert & Henikoff, 2017). 
 En el cas de macroH2A, se li atribueix un paper en la repressió de la 
transcripció ja que s’ha vist un enriquiment d’aquesta variant d’histona en el 
cromosoma X inactiu (Xi) i que s’associa amb els al·lels inactius dels gens 
imprintats, tot i que també té un paper actiu a alguns gens. D’altra banda, estudis 
posteriors indiquen que també hi ha un enriquiment de macroH2A en gens 
induïbles i en gens bivalents, que són gens silenciats preparats per l’activació i que 
es caracteritzen per tenir marques potencialment conflictives com seria 
H3K27me3/H3K4me o H3K9me3/H3K4me (Constanci & Pehrson, 1998; 
Chakravarthy & Luger, 2006; Choo et al, 2006; Biterge & Schneider, 2014).  
   
 
1.2.2.1.    H2A.Z 
 
 La variant d’histona H2A.Z va ser identificada l’any 1980. Aquesta variant 
d’histona presenta una homologia de seqüència respecte a la forma canònica H2A 
d’un 60% aproximadament, diferint principalment a la cua C-terminal. S’estima 
que els nivells de proteïna d’H2A.Z comprenen entre el 5-10% del total d’histona 
H2A (West & Bonner, 1980; Pusarla & Bhargava, 2005; Corujo & Buschbeck, 2018). 
 H2A.Z és una de les variants més conservades en eucariotes, de fet 
comparteix major similitud de seqüència entre diferents especies que respecte 
l’H2A canònica del mateix organisme cosa que suggereix que juga un paper 
important. En vertebrats, hi ha dos gens paràlegs que codifiquen per les isoformes 
H2A.Z.1 (H2afz) i H2A.Z.2 (H2afv) que s’expressen sota promotors independents a 
diferent cromosoma. H2A.Z.1 i H2A.Z.2 difereixen només en tres aminoàcids que es 
localitzen separats i estructuralment són molt similars. Addicionalment, en 
primats un d’aquests gens (H2afv) genera dues isoformes per splicing alternatiu: 
H2A.Z.2.1 i H2A.Z.2.2, aquesta última té escurçada la cua C-terminal (Figura I5) 
(Henikoff et al, 2001; Eirín-López, 2009; Matsuda et al, 2010; Talbert & Henikoff, 
2016; Buschbeck & Hake, 2017; Giaimo et al, 2019; Cheema et al, 2020). 
 

 
Figura I5. Representació esquemàtica de les isoformes d’H2A.Z en humà.  Es mostra 
l’alineament de les seqüències aminoacídiques d’H2A.Z.1, d’H2A.Z.2.1 i d’H2A.Z.2. Es destaquen en 
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gris els residus no conservats entre H2A.Z.1 i H2A.Z.2.1, mentre que els residus ressaltats en groc 
són els no conservats entre H2A.Z.2.1 i H2A.Z.2.2. Les PTMs identificades s’indiquen amb boles de 
colors (Giaimo et al, 2019). 
 
 
 Degut a l’alta similitud de seqüència i d’estructura de les isoformes H2A.Z.1 i 
H2A.Z.2 no hi ha diferències en l’antigenicitat entre aquestes dues proteïnes, i 
actualment no existeix cap anticòs comercial capaç de distingir-les. De manera que 
avui dia, gran part del coneixement d’H2A.Z ve donat per una combinació de les 
funcions d’ambdues isoformes. Tot i així, cada vegada s’està posant més èmfasi en 
l’estudi de les funcions específiques de cadascuna de les isoformes, estudis recents 
a partir de la deleció individual dels gens que codifiquen per les dues variants han 
demostrat una diferent implicació d’H2A.Z.1 i H2A.Z.2. No només això, si no que 
s’ha observat que existeixen desregulacions específiques d’aquestes isoformes en 
diferents malalties la qual cosa suggereix una diferent funcionalitat d’aquestes 
proteïnes (Dryhurst et al, 2009; Eirín-López, 2009; Matsuda et al, 2010; Duun et al, 
2017; Cheema et al, 2020). 
 H2A.Z es requereix per la formació de l’heterocromatina i manteniment del 
centròmer durant les primeres etapes del desenvolupament en diferents 
organismes incloent ratolins, Drosophila i Tetrahymena (Faast et al, 2001; Pusarla 
& Bhargava, 2005; Buschbeck & Hake, 2017). S’ha descrit que durant les etapes de 
diferenciació embriònica H2A.Z s’exclou del nuclèol i apareix a les regions 
pericèntriques, proporcionant una possible marca per la distinció de 
l’heterocromatina constitutiva i facultativa (Rangasamy et al, 2003; Pusarla & 
Bhargava, 2005). Altre estudi ha descrit que els embrions de ratolins deficients 
d’H2A.Z moren a l’etapa de pre-implantació del blastòcit, etapa que correspon  al 
primer punt d’expressió d’H2A.Z (Faast et al, 2001; Buschbeck & Hake, 2017). En 
ratolins H2AZ.1-/-, que presenten letalitat embrionària (Faast et al, 2001), H2A.Z.2 
és aparentment incapaç de compensar la pèrdua de l’altre isoforma, suggerint un 
rol únic d’H2A.Z.1 durant les primeres etapes de desenvolupament embrionari 
(Eirín-López, 2009). També s’ha vist que H2A.Z està involucrat en la pluripotència 
de les cèl·lules mare embrionàries (ESC) i en la reprogramació de cèl·lules 
somàtiques durant el desenvolupament embrionari en ratolí (Wang et al, 2015). 
 H2A.Z té un paper important a la formació de l’heterocromatina i a la 
formació del centròmer no només durant les primeres etapes del 
desenvolupament, si no que també en línies cel·lulars ja establertes. A Drosophila, 
H2A.Z es troba localitzada a l’heterocromatina pericentromèrica, els seus mutants 
tenen reduïts els nivells de metilació d’H3K9 i de la proteïna de l’heterocromatina 
1α (HP1α) a aquestes regions, el qual suggereix que H2A.Z es requereix per un 
correcte assemblatge de l’heterocromatina. S’ha postulat que H2A.Z probablement 
actuï controlant la localització d’HP1α a aquestes regions (Pusarla & Bhargava, 
2005; Matsuda et al, 2010; Talbert & Henikoff, 2016). En suport a això la deleció 
d’H2A.Z.1 redueix la unió d’HP1α a l’ADN tant als braços cromosòmics com a les 
regions pericèntriques a línies cel·lulars de mamífer. Pel fet de ser una histona 
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important en la formació de l’heterocromatina pericentromèrica, centromèrica i 
dels braços cromosòmics, H2A.Z té un paper essencial en la formació de 
l’estructura del centròmer (Meneghini et al, 2003; Greaves et al, 2007). Un dels 
majors defectes resultants de la deleció d’H2A.Z.1 és la inestabilitat genòmica 
d’aquestes regions d’heterocromatina i com a conseqüència, la formació de ponts 
cromosòmics entre les cromàtides germanes mentre es separen cap al fus mitòtic 
oposat portant a defectes en la segregació cromosòmica que té lloc durant la mitosi 
(Rangasamy et al, 2004; Greaves et al, 2007; Buschbeck & Hake, 2017).  
 Els genomes eucariòtics s’organitzen en dos estats, l’eucromatina i 
l’heterocromatina, les regions flanquejants mantenen aquestes regions separades 
evitant la propagació de l’heterocromatina per preservar l’eucromatina adjacent. 
Ha estat descrit que H2A.Z (HTZ1 en llevat) es troba enriquida a aquestes regions 
d’eucromatina i que actua sinèrgicament amb les regions flanquejants per prevenir 
la propagació ectòpica de l’heterocromatina en Saccharomyces. De manera que, 
s’ha vist que es produeix la propagació ectòpica dels patrons de modificació 
d’histones associades a l’heterocromatina en cèl·lules que no tenen HTZ1 
(Meneghini et al, 2003; Greaves et al, 2007). Un estudi molt recent descriu que, 
H2A.Z regula el desempaquetament dels nucleosomes i la unió de CTCF (CCCTC-
binding factor), un factor de transcripció molt important a les regions flanquejants, 
a aquestes regions en ESC de ratolí. Els resultats d’aquest estudi mostren que 
H2A.Z està enriquit als nucleosomes desempaquetats en comparació amb els 
nucleosomes canònics, i que podria tenir un paper en la regulació gènica i en la 
regulació de la unió de CTCF mitjançant la modulació dels estats de 
desenrotllament dels nucleosomes (Wen et al, 2020). 
 També ha estat descrit que H2A.Z té un paper a la reparació del dany a l’ADN. 
Quan es produeixen DSBs (double-strand breaks) a l’ADN, s’activa la maquinària de 
reparació del dany. En cèl·lules de mamífer, aquesta reparació pot tenir lloc a 
través de dues vies: la via de recombinació homòloga o la via NHEJ (non-
homologous end joining). H2A.Z controla passos crucials tant en recombinació 
homòloga com en NHEJ (Xu et al, 2012; Buschbeck & Henikoff, 2017). Estudis 
recents demostren que quan es produeix dany a l’ADN es produeix l’intercanvi 
d’H2A per H2A.Z.2, i que és aquesta isoforma la que està involucrada a la reparació 
de l’ADN en cèl·lules humanes (Nishibuki et al, 2014; Fakuto et al, 2018; Giaimo et 
al, 2019).  
 Addicionalment,  H2A.Z també juga un paper a la consolidació de la memòria 
i en el desenvolupament del cervell (Zovkic et al, 2014; Yang et al, 2016). En 
resposta a activitat neuronal, es produeix la transcripció del gen Arc implicat en la 
plasticitat sinàptica i essencial en l’emmagatzematge de la memòria. Estudis 
recents descriuen que la deleció d’H2A.Z.2, però no d’H2A.Z.1 deteriora la 
transcripció d’aquest gen i en conseqüència, la capacitat de memorització (Duun et 
al, 2017). 
 H2A.Z també té un rol important tant a l’activació com a la repressió gènica 
en Sacharomyces, en ratolí i en humans. H2A.Z està enriquida a les regions NDR 
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(nucleosome-depleted regions) dels llocs d’iniciació de la transcripció (TSS) actius i 
recluta la maquinària transcripcional (Nekrasov et al, 2012; Biterge & Schneider, 
2014), igualment està enriquida a enhancers i promotors gènics (Matsuda et al, 
2010). D’altra banda, també s’ha relacionat H2A.Z amb el silenciament gènic 
(Talbert & Henikoff, 2010). 
 
 
 
1.3. Enzims implicats en les modificacions postraduccionals 
 
 Els enzims implicats a la deposició de les modificacions postraduccionals són 
coneguts com a writers. De la mateixa manera, els enzims implicats a l’eliminació 
d’aquestes marques s’anomenen erasers. Aquests enzims formen part de 
complexes amb vàries subunitats i catalitzen la incorporació o eliminació de 
modificacions específiques de les histones i també de proteïnes no històniques. 
Entre els writers es troben les acetiltransferases d’histones (HATs), les 
metiltransferases d’histones (HMTs) i les quinases. En el grup d’enzims erasers 
s’inclouen les desacetilases d’histones (HDACs), les desmetilases d’histones 
(HDMs) i les fosfatases, entre d’altres. Les modificacions postraduccionals són el 
producte del balanç entre aquests enzims d’activitats antagòniques. Els enzims que 
poden llegir o distingir les modificacions postraduccionals són coneguts com a 
readers, tenen dominis de reconeixement mitjançant els quals són reclutats a la 
cromatina de forma específica per dur a terme la seva funció. Els dominis de 
reconeixement més rellevants dels readers són els dominis Bromo, PHD (Plant 
homeodomain), Chromo (Chromosome organization modifier) i Tudor (Figura I6) 
(Kouzarides et al, 2007; Bannister & Kouzarides, 2011; Allis et al, 2015; Gillette et 
al, 2015; Hyun et al, 2017). 
 

 
 

Figura I6. Enzims modificadors d’histones i dominis de reconeixement. Les modificacions 
postraduccionals de les histones són 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 
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s’uneixen al substrat específic i duen a terme la seva funció. Es mostren alguns dels enzims 
modificadors d’histones i dels dominis de reconeixement importants (Adaptat d’Allis et al, 2015). 
 

 
 Els dominis Bromo són mòduls d’uns 110 aminoàcids presents a moltes 
proteïnes associades a la cromatina i són els únics que selectivament reconeixen 
lisines acetilades, tot i que ha estat descrit que els dominis PHD també reconeixen 
algunes acetilacions. Les HATs i els remodeladors de la cromatina contenen sovint 
dominis Bromo (Dhalluin et al, 1999; Kouzarides et al, 2007; Zhang et al, 2010;  
Bannister & Kouzarides, 2011).  
 Els dits PHD són dominis d’uns 50-80 aminoàcids i es troben presents a més 
de 100 proteïnes diferents. Aquests motius poden reconèixer lisines acetilades, i 
lisines i arginines metilades. La família PHD es pot dividir en diferents subgrups, 
els més rellevants són el grup capaç d’unir-se a H3K4me3 i el grup capaç d’unir-se 
a H3 no modificada. Aquests dominis es troben en HATs, HMTs, en factors de 
transcripció i en els remodeladors de la cromatina (Musselman & Kutateladze, 
2009). 
 Els dominis Chromo són regions peptídiques conservades d’uns 50 
aminoàcids, que a través d’un solc format per tres aminoàcids aromàtics 
reconeixen lisines metilades. Aquests dominis Chromo poden reconèixer també 
seqüències d’ADN i ARN. Algunes HMTs, les proteïnes de la família Polycomb i de la 
família HP1(Heterochromatin Protein 1) tenen aquest domini de reconeixement 
(Akhtar et al, 2000; Bouazone, 2002; Greer & Shi, 2012). 

Els dominis Tudor estan formats per uns 50 aminoàcids que reconeixen 
selectivament arginines metilades. Hi ha quatre subgrups de dominis Tudor però el 
més representatiu és el format per la família de demetilases d’histones JMJD 
(Selenko et al, 2001; Jin et al, 2009).  
 
 
1.3.1. Acetiltransferases d’histones (HATs) 
 
 Les HATs promouen l’obertura de la cromatina fent-la més accessible a la 
maquinària transcripcional i estan implicades per tant, en l’activació de l’expressió 
gènica. Les HATs es classifiquen en cinc famílies en funció de criteris d’homologia 
de seqüència: la família GNAT(Gcn5-related N-acetyltransferase), la família MYST 
(anomenada així pels seus membres fundadors: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 i Tip60), la 
família p300/CBP (CREB-binding protein), la família de cofactors de receptors 
nuclears i la família de factors de transcripció basals (Taula I3) (Sterner & Berger, 
2000; Roth et al, 2001; Doyon & Côté, 2004; Nagy & Tora, 2007).  
 



 

23 
 

 
 

Taula I3. Famílies d’acetiltransferases d’histones i els seus membres. Es mostren les famílies 
de HAT, els membres que en formen part, els seus substrats histònics i les interaccions entre 
diferents HATs (Roth et al, 2001). 

 
 
Les HATs generalment actuen en complexes multiproteics com seria el cas de 

Gcn5/PCAF (Nagy & Tora, 2007), NuA4/Tip60 (Doyon et al, 2004) i HBO1 
(Avvakumov et al, 2012). Només p300 i CBP semblen capaces de funcionar per si 
soles (Doyon & Côté, 2004). 

 
 

1.3.2. Desacetilases d’histones (HDACs) 
 
De manera contrària a les HATs, les HDACs condueixen a un estat de la 

cromatina més condensat i transcripcionalment inactiu. Aquests enzims 
modificadors d’histones són àmpliament coneguts per participar a la repressió 
gènica, a la formació de l’heterocromatina, a la reparació de l’ADN, a la regulació 
del cicle cel·lular, a diferenciació cel·lular i al desenvolupament (Ruitjer et al, 2003; 
Vaquero, 2009).  

Les HDAC són un grup d’enzims molt divers que es classifiquen 
filogenèticament en quatre famílies en funció de la seva homologia amb 
Saccharomyces cerevisiae: classe I (Rpd3), classe II (Hda1), Classe III (Sir2) i  classe 
IV (Taula I4). Les classes I, II i IV són estructural i mecanísticament semblants, 
requereixen Zn2+ per catalitzar la reacció de desacetilació i s’inhibeixen amb 
tractament de TSA (Trichostatin A). En canvi, la classe III requereix el cofactor 
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NAD+ per dur a terme la reacció, i no són sensibles al TSA si no que s’inhibeixen 
amb NAM (Nicotinamide) (Ekwall, 2005; Wit et al, 2009; Yuan & Marmostein, 
2012).  

 

 
 

Taula I4. Famílies de desacetilases d’histones i els seus membres. Es mostren les famílies de 
HDAC, els membres que en formen part i els complexos multiproteics que formen (Adaptat de 
Ruitjer et al, 2003; Witt et al, 2009; Yuan & Marmostein, 2012 i Seto & Yoshida, 2014). 

 
 
Algunes HDACs formen part de complexes multiproteics juntament amb una 

àmplia varietat d’altres proteïnes que inclouen proteïnes scaffold, subunitats 
reguladores i remodeladors de la cromatina dependents d’ATP. Les classe de les 
HDAC més estudiades en complexes són les de classe I, dins d’aquesta les HDAC 1, 
2 i 3 participen en complexes multiproteics nuclears crucials per la repressió 
transcripcional (Witt et al, 2009; Hayawaka & Nakayama, 2011). Un exemple seria 
el cas dels complexes repressors NuRD i SIN3 que contenen HDAC 1 i 2 (Arhinger 
et al, 2000; Kadamb et al, 2013) o el cas dels complexes repressors NCoR i SMRT 
que contenen HDAC 3 (Wen et al, 2000).  
   
 
1.3.2.1.    HDACs de classe III: les Sirtuïnes 
 
 Els membres de la família Sir2 (silent information regulator), conegudes com 
a sirtuïnes,  van ser descrites originalment a S. cerevisiae com a enzims implicats al 
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silenciament transcripcional del loci mating-type, de l’rADN nucleolar i dels 
telòmers, i  també se’ls va relacionar amb estabilitat genòmica i longevitat (Shore 
et al, 1984; Sinclair & Guarente, 1997; Guarente et al, 1999; North & Verdin, 2004).  
Durant l'última dècada, les sirtuïnes han emergit com a factors clau en el 
manteniment de la integritat genòmica, són proteïnes NAD+ cofactor dependents i 
d’aquesta manera poden actuar con a sensors d’estrès i participar a la comunicació 
entre l’ambient cel·lular i el genoma. Les sirtuïnes es troben implicades en una 
àmplia varietat de processos biològics com la regulació de la cromatina, la 
supervivència cel·lular en condicions d’estrès, la regulació del metabolisme, la 
diferenciació cel·lular i el desenvolupament. Consistent amb l’important paper que 
juguen en aquestes vies se les ha relacionat amb un gran nombre de patologies 
humanes incloent càncer, diabetis, malalties neurodegeneratives i envelliment, 
entre d’altres (Imai et al, 2000; Landry et al, 2000; Saunders & Verdin, 2007; 
Vaquero & Reinberg, 2008) . 
 La reacció enzimàtica de les sirtuïnes més estudiada és la desacetilació. 
Aquest procés consisteix en la transferència d’un grup acetil d’un residu de lisina 
de la molècula substrat a una molècula d’ADP-ribosa (generada prèviament a 
partir de la hidròlisi d’una molècula de NAD+ que allibera l’ADP-ribosa i 
nicotinamida). Com a resultat es genera 2-O-acetil ADP-ribosa, el producte 
desacetilat i nicotinamida (Figura I7) A part d’aquesta activitat enzimàtica, també 
poden presentar activitat ADP-ribosiltransferasa i lipoamilasa, tot i que el 
coneixement d’aquests processos és més limitat (Landry et al, 2000; Sauve et al, 
2001; Sauve & Schram, 2003; Vaquero et al, 2007; Fahie et al, 2009; Feldman et al, 
2012).  

 
 

Figura I7. Reacció enzimàtica de desacetilació de les sirtuïnes. La reacció de desacetilació es 
duu a terme en tres passos: 1. L’enzim s’uneix al NAD+ en presència del substrat amb el residu 
acetilat; 2. L’enzim catabolitza el NAD+ generant una molècula d’ADP-ribosa i nicotinamida, que és 
alliberada. 3. L’enzim catalitza la transferència del grup acetil a l’ADP-ribosa donant lloc al producte 
desacetilat i a 2-O-acetil ADP-ribosa (Feldman et al, 2012). 
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 Les sirtuïnes es troben molt conservades evolutivament i els seus membres 
engloben els tres dominis principals de la vida: archaea, procariotes i eucariotes.  
El número de sirtuïnes varia segons l’organisme, i generalment correlaciona amb la 
complexitat d’aquest. A mamífer han estat descrites set sirtuïnes (SirT1-SirT7), 
que difereixen en l’activitat enzimàtica que desenvolupen, en la localització 
cel·lular, en l’especificitat de substrat i en funcionalitat (Taula I5) (Vaquero et al, 
2009; Witt et al, 2009; Bosch-Presegué & Vaquero, 2011; Oehme et al, 2013; 
Chalkiadaki & Guarante, 2015).  

 
 

Taula I5. Diversitat de les sirtuïnes de mamífer. Es mostren els set membres de la família de les 
sirtuïnes en mamífer (SirT1-SirT7), i es descriu l’activitat catalítica, la localització, els substrats i les  
funcions principals de cadascuna (Chalkiadaki & Guarente, 2015). 
 
 
 Les sirtuïnes han estat classificades filogenèticament en cinc grups: la classe 
I, inclou membres que presenten una alta homologia amb Sir2 de llevat, tenen una 
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activitat desacetilasa robusta i estan relacionades amb la regulació de la cromatina 
(SirT1-SirT3). La classe II, inclou sirtuïnes d’origen procariota, que tenen una 
activitat primària ADP-ribosiltranferasa i es troben implicades en el control del 
metabolisme (SirT4). La classe III, també són sirtuïnes d’origen procariota que 
inclou a la majoria de sirtuïnes de procariotes i archaea, tenen activitat deacilasa i 
estan implicades en el metabolisme (SirT5). La classe IV està formada per sirtuïnes 
que es troben a eucariotes i estan relacionats amb regulació de la cromatina. 
Originalment es va suggerir que només tenien activitat ADP-ribosiltransferasa 
però recentment s’ha descrit que SirT6 desacetila H3K9Ac a telòmers (Barber et al, 
2012) i que SirT7 desacetila H3K18Ac al control de l’expressió gènica (Michishita 
et al, 2008) (SirT6, SirT7). Finalment la classe U engloba altres sirtuïnes de 
procariota poc caracterizades (Frye, 2000; Rajendran et al, 2011; Webster et al, 
2012; Martínez-Redondo & Vaquero, 2013).  
 SirT1 és la sirtuïna més estudiada fins al moment, es troba implicada a 
l’estructura i l’organització de la cromatina (Vaquero et al, 2007) i a vies moltes 
vies importants com a la reparació de l’ADN (Jeong et al, 2007), a l’apoptosis (Jiang 
et al, 2014) i al metabolisme (Li, 2013) (Figura I8). No només això si no que, 
desregulacions de SirT1 es troben associades a malalties com el càncer (Lin & 
Fang, 2013) i amb envelliment (Yuan et al, 2016). Es localitza majoritàriament a 
nucli, tot i que es pot trobar al citoplasma de cèl·lules transformades o de càncer 
per facilitar l’apoptosi. A nivell d’estructura de la cromatina, SirT1 té un paper 
important en la formació de l’heterocromatina facultativa a través de la 
desacetilació d’H4K16Ac i H3K9Ac, la seva interacció amb H1 i desacetilació a la 
K26 que afavoreix la compactació de la cromatina, i la desacetilació i augment de 
l’activitat de Suv39h1, la HMT responsable de la trimetilació d’H3K9 a aquestes 
regions. Aquests efectes s’acompanyen de l’spreading o propagació de marques de 
l’heterocromatina H3K9me3 i H4K20me1, i d’una disminució dels nivells de la 
marca de cromatina activa H3K79me3 promovent la formació d’heterocromatina 
(Vaquero et al, 2004; Vaquero et al, 2007; Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). SirT1 
no només promou la formació d’heterocromatina facultativa, si no que també 
participa al manteniment de l’heterocromatina constitutiva. Sota condicions 
d’estrès s’incrementen els nivells de SirT1, SirT1 interacciona amb Suv39h1, i 
aquesta interacció evita que es poliubiquitinitzi Suv39h1 a la K87. Com a 
conseqüència, es produeix l’estabilització de Suv39h1 i un augment dels nivells de 
la proteïna.  Això produeix un augment del recanvi a l’heterocromatina constitutiva 
pericèntrica (HPC), assegurant així el manteniment de H3K9me3 i de l’estabilitat 
genòmica a aquestes regions d’HPC (Bosch-Presegué et al, 2011).  
 SirT2 és una sirtuïna predominantment citoplasmàtica durant la major part 
del cicle cel·lular excepte a la fase G2/M quan transloca a nucli i s’associa amb la 
cromatina (North & Verdin, 2007). Es troba implicada al control del cicle cel·lular, 
SirT2 és necessària per la progressió de la fase S i té un paper important durant la 
mitosi, fet que reflexa el seu canvi de localització durant aquesta fase del cicle 
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cel·lular. SirT2 controla l’entra a mitosi a partir de la desacetilació d’H4K16Ac i la 
regulació de la deposició d’H4K16me1 (Figura I8) (Serrano et al, 2013).  
 SirT3 és la principal desacetilasa a mitocrondi, ja que la seva deleció produeix 
hiperacetilació mitocondrial general, mentre l’inhibició de SirT4, de SirT5 o de la 
resta d’HDACs no causa aquest efecte (Lombard et al, 2007). Les seves funcions 
principals es troben relacionades amb el metabolisme mitocondrial, SirT3 
desacetila Acetil-CoA sintasa 2 (AceCS2) promovent la conversió d’acetat a 
AcetilCoA en presència d’ATP (Schwer & Verdin, 2008). També desacetila altres 
enzims mitocondrials clau com el glutamat deshidrogenasa (GDH) necessari per la 
síntesi d’urea (Figura I8)  (He et al, 2012; Iwahara et al, 2012).  
 SirT4 i SirT5 es localitzen exclusivament a mitocondri. SirT4 presenta 
principalment activitat ADP-ribosiltransferasa i una feble activitat desacetilasa, és 
capaç d’ADP-ribosilar l’enzim mitocondrial GDH. L’ADP-ribosilació de GDH per 
SirT4 inhibeix la seva activitat enzimàtica i limita el metabolisme de glutamat a 
glutamina per produir ATP (Haigis et al, 2006). SirT5 té una potent activitat 
desuccinilasa i una activitat menor desacetilasa, regula l’enzim carbamoil fosfat 
sintetasa 1 (CPS1) per ambdós activitats enzimàtiques (Figura I8) (Rardin et al, 
2013). 
 La sirtuïna nuclear SirT6 es troba implicada en diferents processos clau per 
al manteniment de la integritat genòmica i la resposta a l’estrès com a la reparació 
del dany a l’ADN, el manteniment dels telòmers, envelliment, metabolisme de 
lípids i glucosa i en inflamació. Participa en la senyalització i reparació del dany a 
l’ADN, tant de trencament de cadena sencilla (SSB) com de doble cadena (DSB). En 
el cas de la reparació de SSB, SirT6 promou la reparació per excisissió de base 
(BER) ja que facilita l’accés a la cromatina de la maquinària de reparació (Figura 
I8) (Mostovlavski et al, 2006; Tasselli et al, 2016).  
 SirT7 és una de les sirtuïnes menys estudiades. Es una proteïna que es troba 
enriquida a nucleòl, on promou la transcripció de l’rADN dependent de l’ARN 
polimerasa-I (Michisita et al, 2005). Estudis molt recents del nostre grup 
demostren que SirT7 té la capacitat d’auto-ADP-ribosilarse, i que l’autoADP-
ribosilació de SirT7 regula la resposta a glucose starvation a través d’mH2A1 
(Figura I8) (Simonet et al, 2020). 
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Figura I8. Funcions de les sirtuïnes de mamífer. Esquema que mostra les principals funcions de 
les sirtuïnes, representades com a ovals de diferent color.  S’utilitzen signes d’interrogació per 
aquelles funcions que no estan demostrades (Vaquero et al, 2009). 
 
 
 Sota condicions d’estrès les sirtuïnes col·laboren per mantenir l’estabilitat 
genòmica i la integritat cel·lular, i arribada una situació extrema, participen en la 
inducció de l’apoptosi cel·lular per tal de preservar l’integritat de l’organisme.  
 
 
1.3.3. Metiltransferases d’histones (HMTs) 

 
Les HMTs són un grup d’enzims molt divers, actualment s’han identificat més 

de 100 HMTs, i estudis basats en espectrometria de masses revelen que més de 
1000 proteïnes del proteoma humà podrien dur a terme metilació de lisines 
(Husmann & Gozani, 2020). Les HMTs són fonamentals a la regulació de la 
senyalització de la cromatina i intervenen en múltiples processos com en 
l’establiment de l’heterocromatina pericèntrica, en la segregació cromosòmica i en 
la regulació de la longitud dels telòmers, entre d’altres (Fritch et al, 2010; Murr, 
2010; Henikoff & Shilatifard, 2011). De manera que, defectes funcionals d’aquests 
enzims poden portar al desenvolupament de càncer (Schneider, Bannister & 
Kouzarides, 2002; Albert & Helin, 2010; Husmann & Gozani, 2020), a transtorns 
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neurològics (Ryu et al, 2006), a patologies del desenvolupament (Morishita & 
Luccio, 2011) i a altres patologies humanes. 

Les metiltransferases d’histones responsables de la metilació a residus 
d’arginina s’anomenen PRMT (protein arginine methyltransferase), i es classifiquen 
en tres tipus en funció del mecanisme d’unió a l’arginina i de la seva activitat 
catalítica. Les PRMTs de classe I poden produir monometil arginines i 
dimetilarginines asimètriques (me2a),  a aquesta classe pertanyen PRMT1, PRMT2, 
PRMT3, PRMT4, PRMT6 i PRMT8. Les de classe II poden produir monometil 
arginines i dimetilarginines simètriques (me2s), dins d’aquesta classe es troba 
PRMT5 i PRMT9. Finalment, les de classe III poden produir només arginines 
monometilades, com es el cas de PRMT7 (Yang & Bedford, 2013; Blanc & Richard, 
2017; Yu & Zhuang, 2019). 

Les metiltransferases d’histones responsables de la metilació en residus de 
lisina s’anomenen KMT (metiltransferases de lisina), actualment han estat 
identificades més de 50 KMT humanes. Aquests enzims presenten una elevada 
selectivitat pel residu de lisina al que es dirigeixen i es classifiquen en dues famílies 
en funció de la seqüència del domini catalític. La primera família són les KMT que 
contenen el domini SET (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax), anomenat així 
per que va ser identificat per primera vegada com a una seqüència conservada a 
tres proteïnes de D.melanogaster: un modificador de la variegació efecte-posició 
anomenat Supressor of variegation 3-9/Su(va)3-9, el regulador de la cromatina del 
grup Polycomb anomenat Enhancer of Zeste i el regulador de la cromatina 
Trithorax. El domini SET conté aproximadament uns 130 aminoàcids i s’han trobat 
proteïnes que contenen aquest domini a tots els organismes eucariotes estudiats 
fins al moment. Hi ha 7 subfamílies principals d’aquestes proteïnes que contenen el 
domini SET: SUV39, SET1, SET2, EZ, RIZ, SMYD, SUV4-20 i els membres orfes 
SET7/9 i SET8. La segona família són les KMT que no contenen el domini SET 
anomenades DOT1, com seria DOT1-L (Dot1-like) (Taula I6) (Rea et al, 2000; 
Schneider, Banister & Kouzarides, 2002; Vaquero et al, 2003; Dillon et al, 2005; 
Hyun et al, 2017; Yu & Zhuang, 2019). 

El reclutament d’aquests enzims a zones específiques de la cromatina té lloc 
mitjançant un procés seqüencial de mecanismes coordinats. Les HMTs poden ser 
dirigides mitjançant la unió a factors de transcripció, lncRNAs (long non-coding 
RNAs), sncRNAs (small non-coding RNAs) o altres proteïnes amb funció a la 
cromatina als elements de reconeixement de l’ADN. Per exemple, les proteïnes del 
grup Trithorax, que són metiltransferases d’H3K4 a D.melanogaster, són conduïdes 
als elements de resposta TREs (Trithorax Response Elements) i el grup de proteïnes 
Polycomb, responsables de la metilació d’H3K27, són dirigits als elements de 
resposta PREs (Polycomb Response Elements) (Tillib et al, 1999;Tsai et al, 2010).  

 
 
 



 

31 
 

 
Taula I6. Classificació de les KMT. Es mostren les dues famílies de KMT, les corresponents 
subfamílies i els membres que en formen part. També estan representats els substrats histònics i 
les funcions principals d’aquests (Adaptat de Yu & Zhuang, 2019). 
 
 
 Suv39h1 (Supressor of variegation 3-9 homolog 1) és la primera 
metiltransferasa d’histones específica de lisines identificada que contenia un 
domini SET, i és la principal metiltransferasa d’H3K9me2/3 en mamífers. Suv39h1 
té un paper molt important a l’estructura i a la integritat de l’heterocromatina, 
principalment de l’heterocromatina constitutiva pericèntrica i en telòmers, i és per 
tant, un enzim clau a l’organització del genoma. En mamífers hi ha dos loci molt 
relacionats, un en posició proximal al centròmer del cromosoma X, que codifica per 
Suv39h1 i que s’expressa ubiquament als teixits adults. I l’altre, localitzat al 
cromosoma 2, que codifica per Suv39h2 amb una expressió restringida a testicles 
(Rea et al, 2000; O’carrol et al, 2000; Peters et al, 2001; Vaquero et al, 2007; Bosch-
Presegué et al, 2011). 
 EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) és una metiltransferasa de lisines que 
conté també un domini SET, i que pot di- i trimetilar H3K27. Aquesta KMT és una 
subunitat catalítica que forma part del complex PRC2 (Polycomb repressive complex 
2) on per exercir la seva activitat són necessaris tots els membres del complex. 
EZH2 té un rol molt important al silenciament de gens, diferenciació i 
desenvolupament, i la seva sobreexpressió està involucrada en una àmplia varietat 
de càncers incloent el càncer de mama i de pròstata (Simon & Lange, 2008; 
Mozzeta et al, 2014; Duan et al, 2020). 
 Suv420h2 (Supressor of variegation 4-20 homolog 2) és una metiltransferasa 
de lisines de la família que contenen dominis SET i és molt important per la 

         Famílies KMT Subfamílies Membres Substrats Funció 

Domini SET 

Suv39 

SUV39H1 H3K9 Formació d’heterocromatina /silenciament 
SUV39H2 H3K9 Formació d’heterocromatina /silenciament 

G9a H3K9 Formació d’heterocromatina /silenciament 
GLP H3K9 Formació d’heterocromatina /silenciament 

SETDB1/ESET H3K9 Repressió transcripcional 
SETDB2/CLLL8 - - 

SET1 
Yset1 H3K27 Repressió transcripcional 
EZH1 H3K27 Repressió transcripcional 

SET2 ySET2 H3K36 Activació transcripcional 
NSD1-3 H3K36 Activació transcripcional 

EZ EZ1 - - 

RIZ 
RIZ1 H3K9 Repressió transcripcional 

PRDM1/BLIMP1 - - 
PFM1/CRS2 - - 

SMYD SMYD2 H3K36/p53 Activació transcripcional 

Suv4-20 
SUV420-H1 H4K20 Resposta al dany a l’ADN 
SUV420H2 H4K20 Formació d’heterocromatina/silenciament 

Sense grup 
SET 7/9 H3K4/p53 Repressió transcripcional 

SET 8 H4K20 Repressió transcripcional 
DOT1 - DOT1L H3K79 Activació transcripcional 
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trimetilació d’H4K20me3 en mamífers. Suv420h2 té un paper primordial en 
l’estructura de l’heterocromatina on s’enriqueix principalment a heterocromatina 
constitutiva pericèntrica i a telòmers. La unió estable de Suv420h2 a la cromatina 
és necessària per al correcte assemblatge d’una estructura d’heterocromatina 
compacta i de la cohesió de les cromàtides germanes. En vertebrats també es troba 
present Suv420h1 (Supressor of variegation 4-20 homolog 1) que és la 
metiltransferasa que dimetila H4K20 i que té un paper en la reparació de l’ADN 
(Schotta et al, 2004; Souza et al, 2009, Dambacher et al, 2013; Serrano et al, 2013). 
 
 
1.3.4. Desmetilases d’histones (HDMs) 
 

Les HDMs es classifiquen en dos famílies en funció de la seva reacció 
catalítica: la família LSD (lysine-specific histone demetilases), que duen a terme una 
oxidació d’amines en presència  del cofactor FAD (favine adenine dinucleotide); i la 
família Jumonji C, que catalitzen una dihidroxilació dependent de Fe2+o α-
cetoglutarat. La família LSD està formada per dos membres, LSD1 i LSD2, el primer 
desmetila específicament lisines mono- i dimetilades d’H3K4 i H3K9 mentre que el 
segon desmetila lisines mono- i dimetilades d’H3K4. La família Jumonji C està 
formada per 27 membres que comparteixen el domini conservat Jumonji a la part 
C-terminal, i ha estat descrit que desmetilen trimetilacions d’H3K4, H3K9, H3K36 i 
H3K27. Generalment les HDMs formen part de complexes multiproteics que 
sinergien amb HDACs, HMTs i receptors nuclears (Shi et al, 2004; Metzger et al, 
2005;  Klose et al, 2006; Tsukada et al, 2006; Cloos et al, 2008,  Tian et al, 2013; 
Harmeyer et al, 2017).  
 
 
1.3.5. Relació entre les HDACs i les HMTs 
 

Entre les HDACs i les HMTs existeix una relació funcional més estreta del que 
es creia fins ara, ambdós tipus d’enzims interactuen per regular de manera 
conjunta l’estructura de la cromatina. Aquesta relació sembla estar conservada 
evolutivament des de llevat fins a humans (Vaquero, 2009; Swygert & Peterson, 
2014; Zhang et al, 2017). Com a exemple, la relació funcional entre SirT1 i Suv39h1 
és molt important a la formació de l’heterocromatina facultativa. Sota el 
reclutament de SirT1 a la cromatina per factors de transcripció, SirT1 a la seva 
vegada recluta Suv39h1 interaccionant directament i el desacetila al seu domini 
catalític. Aquesta desacetilació promourà un augment de l’activitat de Suv39h1, 
que trimetilarà H3K9 dels nucleosomes propers promovent la formació 
d’heterocromatina (Vaquero et al, 2007). Un altre exemple seria la relació entre 
SirT2 i PR-Set7 que té un paper en la regulació de la progressió del cicle cel·lular. 
Sota determinats estímuls, SirT2 interacciona amb PR-Set7 i el desacetila. Aquesta 
desacetilació promou la localització de PR-Set7 a la cromatina, que monometilarà 
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H4K20 dels nucleosomes adjacents. L’establiment de H4K20me1 té un  impacte 
directe en la progressió de la fase S (Serrano & Martínez-Redondo, 2013).  

 
 
1.4. Maquinària de remodelació de la cromatina 
  
 La maquinària de remodelació de la cromatina modula el posicionament 
nucleosomal  desplaçant o eliminant nucleosomes, i promou alteracions 
nucleosomals intercanviant  histones canòniques per variants d’histones, entre 
d’altres mecanismes. D’aquesta manera controla l’estructura de la cromatina i 
l’accessibilitat dels factors de transcripció i d’altres proteïnes amb funció, regulant 
així processos com la transcripció, replicació, recombinació i reparació de l’ADN 
(Ausió, 2006; Bai & Morozov, 2010). 
 Els remodeladors de la cromatina són complexes multiproteics que utilitzen 
l’energia de la hidròlisi de l’ATP per dur a terme les seves funcions, i es poden 
classificar en quatre grups segons les característiques de la subunitat central 
ATPasa: SWI/SNF (switch/sucrose nonfermenting), ISWI (imitation of switch), CHD 
(chromo domain helicase/ATPase binding protein) i INO80 (inositol). Aquests 
complexes remodeladors llegeixen diverses senyals tals com seqüències 
d’ADN/metilació d’ADN, ARN associat a la cromatina, modificacions 
postraduccionals de les histones, variants d’histones i proteïnes no històniques 
associades a cromatina, que els dirigeixen a posicions específiques de la cromatina 
(Figura I9) (Erdel et al, 2011; Hargreaves & Crabtree, 2011; Varga-Weisz, 2014; 
Tyagi et al, 2016). Per tal de reconèixer les modificacions postraduccionals de les 
histones aquests remodeladors de la cromatina tenen dominis PHD, chromo o 
bromo en alguna de les seves subunitats reguladores o en la subunitat central 
ATPasa que els condueixen de manera específica a les cues de les histones 
modificades (Clapier & Cairns, 2009).  

 

  
Figura I9. Senyals diana dels remodeladors de la cromatina. Els remodeladors de la cromatina 
són dirigits a la cromatina per diverses senyals diana tals com determinades seqüències 
d’ADN/metilacions d’ADN, ARNs associats a la cromatina, PTMs, variants d’histones i proteïnes no 
històniques associades a la cromatina (Erdel et al, 2011). 
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 Els complexes remodeladors s’associen amb enzims modificadors d’histones i 
d’aquesta manera tenen un paper a la modulació del patró de les modificacions 
epigenètiques. Per exemple, ha estat descrit que el remodelador de la cromatina de 
tipus SWI/SNF anomenat SMARCAD1, s’associa amb les desacetilases d’histones 
HDAC1/2 i les metiltransferases d’histones G9a/GLP i promou la metilació d’H3K9 
(Erdel et al, 2011; Rowbotham et al, 2011).  
 Altre aspecte a destacar és que alguns remodeladors de la cromatina 
s’associen amb proteïnes estructurals com seria el cas d’HP1 (heterochromatin 
protein 1), una proteïna implicada a l’estructura de l’heterocromatina, i tenen un 
paper important en el manteniment de l’heterocromatina (Maison & Almouzni, 
2004). 
 
 
 
2. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 
 
 
2.1. Organització de la cromatina 
 
 La longitud de l’ADN genòmic és considerablement més llarg que el diàmetre 
de la cèl·lula. Així doncs, per que tot aquest ADN càpiga dins del nucli cel·lular cal 
que aquest es compacti de manera eficient. Els mecanismes epigenètics esmentats 
anteriorment, entre d’altres, modulen l’organització de la cromatina en una 
jerarquia d’ordres de compactació, que van des de la fibra d’11nm fins al 
cromosoma (Vaquero, Loyola & Reinberg, 2003).   
 A les cèl·lules eucariotes, la doble hèlix d’ADN es troba empaquetada amb 
histones i altres proteïnes accessòries formant la cromatina, la unitat bàsica i 
repetitiva de la qual són els nucleosomes. Centenars de milers de nucleosomes 
units formen el que es coneix com a nucleosomes en cadena o beads-on-a-string, 
observat per primera vegada al microscopi electrònic d’alta resolució l’any 1973. 
Aquesta és  la forma més laxa i accessible de la cromatina, aconsegueix compactar 
set cops i es coneix com a fibra d’11nm (Olins & Olins, 1973; Woodcock, 1973; 
Wolffe, 1998; Hansen, 2002; Khorasanizadeh, 2004;  Vaquero, 2009: Maeshima et 
al, 2014).  
 El següent nivell de compactació és la fibra helicoïdal de 30nm, aquest esglaó 
aconsegueix compactar sis vegades més. Les observacions en microscopi electrònic 
d’alta resolució l’any 1976 de cromatina nativa aïllada mostraven l’existència de 
dues possibles estructures de la fibra de 30nm. En primer lloc el solenoid, que 
consisteix en una disposició de sis nucleosomes per gir; i en segon lloc el zig-zag, 
on els nucleosomes es disposen de manera alterna. En ambdós casos, s’estableixen 
interaccions intra-fibra que permeten el plegament de la cromatina i es creu que la 
histona H1, i els factors associats a la cromatina HP1 i Polycomb podrien jugar un 
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paper fonamental en la formació d’aquestes estructures. Però tot i que la fibra de 
30nm s’ha estudiat extensament in vitro, no hi ha evidències de la seva existència 
in vivo (Finch & Klug, 1976; Woodcock et al, 1993; Vaquero, Loyola & Reinberg, 
2003; Khorasanizadeh, 2004; Robinson et al, 2006; Routh et al, 2008; Stehr et al, 
2008; Grigoryev et al, 2009; Kruithof et al, 2009; Hübner et al, 2013). 
Alternativament a l’organització de la cromatina en una fibra de 30nm, estudis més 
recents proposen l’anomena’t polymer melt model, on els nucleosomes no contigus 
linealment en la cadena d’ADN interactuen dins d’una regió de la cromatina de 
manera desorganitzada. En aquest model, les interaccions inter-fibra agafarien 
força desplaçant les interaccions intra-fibra establertes per formar la fibra de 
30nm (Eltsov et al, 2008; Stehr et al, 2008; Hübner et al, 2013; Maeshima et al, 
2014).  
 Al següent esglaó, aquesta fibra de cromatina s’organitza en una sèrie de 
petits glòbuls de 300nm per formar un estat més compacte, que és el que 
s’anomenen glòbuls fractals. Els glòbuls fractals s’organitzen en dominis de 700nm 
anomenats territoris cromosòmics (CT), possiblement a través de l’ancoratge de la 
fibra de cromatina a la perifèria del nucli o a altres proteïnes nuclears que 
serveixen de plataforma. Aquests territoris es divideixen en dos dominis: un 
domini ric en gens, que es localitza a la perifèria del nucli i es caracteritza per ser 
actiu transcipcionalment, i  altre domini no perifèric, pobre en gens i 
transcipcionalment inactiu. Finalment, l’estructura de la cromatina més 
condensada s’observa en els cromosomes metafàsics, on s’aconsegueix compactar 
l’ADN fins a 10.000 vegades  (Figura I10) (Schardin et al, 1985; Lichter et al, 1988; 
Hübner et al, 2013; Kalhor et al, 2013; Rodríguez & Bjerling, 2014; Kind et al, 2015; 
Fortuny & Polo, 2019).  
 

 
  

Figura I10. Organització de la cromatina en cèl·lules eucariotes. A. Els cromosomes estan 
organitzats en els territoris cromosòmics; B. Els territoris cromosòmics estan compostos de glòbuls 
fractals; C. Les fibres de la cromatina interactuen (i) dins d’un glòbul fractal (freqüent), entre 
glòbuls fractals d’un mateix territori cromosòmic (poc freqüent), o entre glòbuls fractals de 
territoris adjacents (infreqüent); D. La cromatina pot formar una fibra de 30nm (model solenoid o 
model zig-zag) o alternativament organitzar-se com a polymer melt; E. La cromatina es resol com 
una fibra d’11nm formada pels nucleosomes (Hübner et al, 2013). 
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2.2. Classificació funcional de la cromatina: Eucromatina i    
heterocromatina 
 
 
 La cromatina es pot classificar segons la seva funcionalitat en dos tipus de 
regions: l’eucromatina que també s’anomena cromatina activa, i l’heterocromatina 
que és la cromatina inactiva. Aquesta terminologia va ser emprada per primer cop 
l’any 1928 basant-se en el marcatge de tinció amb Giemsa per visualitzar l’ADN, on 
l’eucromatina s’observava com a bandes clares mentre que l’heterocromatina com 
a bandes fosques (Heitz, 1928; Fortuny & Polo, 2018). 
 L’eucromatina és la forma més laxa de les dues, presenta un nivell de 
compactació de fibra d’11nm. És accessible a la maquinària transcripcional i 
s’associa per tant, amb regions transcripcionalment actives.  Aquestes regions es 
caracteritzen per tenir una alta densitat gènica i es correlacionen amb les següents 
modificacions postraduccionals d’histones: amb l’acetilació de lisines com seria el 
cas d’H3K9Ac, H3K14Ac, H4K5Ac, H4K8Ac, H4K12Ac i H4K16Ac i amb les 
metilacions de lisines següents H3K4me2/3, H3K36me3, H3K79me2/3 i 
H4K3me2. Aquestes modificacions juntament amb altres factors, poden afavorir 
l’accés de factors de transcripció a les regions promotores dels gens i permetre la 
transcripció d’aquestes (Vaquero, Loyola & Reinberg, 2003; Kouzarides, 2007; 
Eissenber & Shilatifard, 2006;  Trojer & Reinberg, 2007; Vaquero, 2009; Hübner et 
al, 2014; Bégin & Nadeau, 2014). 
 D’altra banda, l’heterocromatina és la forma més compacta de les dues, 
nombrosos estudis in vitro recolzen que el seu grau de compactació correspon a la 
fibra de 30nm, tot i que encara no s’ha pogut detectar in vivo.  És refractària a 
l’accés de la maquinària de transcripció i s’associa amb regions 
transcripcionalment inactives. Aquestes regions es caracteritzen per tenir baixa 
abundància de gens i enriquiment en seqüències repetitives de l’ADN. Les regions 
d’heterocromatina generalment es correlacionen amb hipoacetilació de lisines i 
amb les següents metilacions d’histones: H3K9me2/3, H4K20me1/3 i H3K27me3. 
Aquestes regions són riques en proteïna de l’heterocromatina 1 (HP1), i presenten 
elevada activitat enzimàtica de la trimetiltransferasa d’H3K9 anomenada Suv39h1, 
del complex Polycomb que trimetila H3K27 i de la trimetiltransferasa d’H4K20 que 
s’anomena Suv420h2 (Figura I11) (Schotta et al, 2004; Eissenberg & Shilatifard, 
2006; Kouzarides, 2007; Tremetick, 2007; Trojer & Reinberg, 2007; Vaquero, 
2009; Hübner et al, 2014; Bégin & Nadeau, 2014; Dambacher et al, 2015).  
 La transició entre aquests dos nivells d’organització de la cromatina és vital 
pel control de la transcripció, de la replicació i de moltes altres funcions cel·lulars 
associades a l’ADN (Vaquero, 2009). 
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Figura I11. Classificació de la cromatina: eucromatina i heterocromatina. Les modificacions 
permissives de les histones tals com l’acetilació de lisines, determinades metilacions de lisines 
(H3K4, H3K36, H3K79), metilacions d’arginines i fosforilació de serines promouen la formació 
d’eucromatina, que té una estructura laxa i permet la transcripció gènica. Les modificacions 
repressives de les histones com la sumoilació de lisines, la ubiquitinització de lisines i determinades 
metilacions de lisines (H3K9, H3K27, H4K20) promouen la formació de l’estructura condensada de 
l’heterocromatina, i que impedeix l’accés de la maquinària transcripcional (Adaptat de Bégin & 
Nadeau, 2014 i Mobley, 2019). 
 

 
2.2.1. Heterocromatina facultativa (HF) i heterocromatina constitutiva 

(HC) 
 
 L’heterocromatina a la seva vegada es divideix en dues formes principals en 
funció de la seva dinàmica estructural i funcional: a l’heterocromatina facultativa 
(HF) i a l’heterocromatina constitutiva (HC). Aquestes dues formes 
d’heterocromatina es poden distingir amb el marcatge de bandes C, que tenyeix 
només l’HC (Summer, 2001; Vaquero, 2009).  
 L’HF, es refereix a regions condensades que es troben transcripcionalment 
silenciades però que es poden descompactar per revertir a eucromatina i permetre 
la transcripció sota determinats contextos específics. Els contextos específics que 
permeten la reversió a eucromatina es classifiquen en: temporals, com poden ser 
fases específiques del cicle cel·lular o estadis concrets del desenvolupament; en 
espacials, com seria el canvi de localització a la perifèria del nucli degut a factors 
exògens; o en parentals, com en el cas de l’expressió gènica monoal·lèlica. Per tant, 
l’HF pot adoptar una àmplia varietat d’estats de condensació de la cromatina, 
incloent la fibra d’11nm, estats intermedis i la fibra de 30nm (Craig; 2005; Trojer & 
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Reinberg, 2007; Rodríguez & Bjerling, 2013). De manera general aquestes regions 
es caracteritzen per ser riques en les marques de metilació d’histones H4K20me1, 
H3K27me3 i H3K9me2, i en l’ubiquitinització de l’H2AK119ub. També son regions 
on es produeix la incorporació de la variant d’histona macroH2A, a la qual se li 
atribueix un paper en la repressió de la transcripció. Pel que fa a les proteïnes 
associades a l’HF, aquesta és rica en proteïnes HP1 i també en el complex 
Polycomb que és reclutat per dur a terme la trimetilació d’H3K27 (Peters et al, 
2002; Peters et al, 2003; Feil & Berger, 2007; Guenther et al, 2007, Mikkelsen et al, 
2007; Trojer & Reinberg, 2007, Chantalat et al, 2011). L’expansió de les regions 
d’HF pot variar: pot ocupar des de un cromosoma senser, com en el cas del 
cromosoma X inactiu (Xi) de les femelles de mamífer; abarcar grans distàncies, 
com per exemple grups de gens homeòtics; o bé  limitar-se a regions concretes de 
poques kilobases, com seria el cas de les regions promotores de gens. Generalment, 
inclou regions amb major densitat gènica (Plath et al, 2003; Craig, 2005; Feil & 
Berger, 2007; Vaquero, 2009).  
 D’altra banda, l’HC es refereix a regions fortament condensades que es troben 
permanentment silenciades. Ocupa grans porcions del cromosoma i es produeix a 
les mateixes regions genòmiques en tots els tipus cel·lulars: a les regions 
centromèriques, a les regions pericèntriques i als telòmers. Aquestes regions es 
caracteritzen per tenir baixa densitat gènica i ser riques en seqüències repetitives 
d’ADN. Així doncs, les regions d’HC tenen un rol principalment estructural i són 
molt importants pel manteniment de l’estabilitat genòmica. L’alteració de 
l’estructura d’aquestes regions porta a defectes en la segregació cromosòmica, a 
aberracions cromosòmiques, dany a l’ADN i desprotecció telomèrica que poden 
portar a malalties humanes com càncer i envelliment, entre d’altres (Vaquero, 
2009; Carone & Lawrence, 2012, Benáyoun et al, 2015; Saksouk et al, 2015; 
Feinberg et al, 2016; Talbert & Henikoff, 2016; Bosch-Presegué et al, 2017; Allshire 
& Madhani, 2018; Janssen et al, 2018). Aquestes regions d’HC es caracteritzen per 
ser riques en les marques de metilació d’histones H3K9me3, H4K20me3 i 
H3K27me1, i són regions on es produeix la incorporació de les variants d’histones 
H2A.Z, CENP-A i H3.3, que estan implicades en l’estructura de les regions 
pericèntriques, dels centròmers i dels telòmers respectivament. Pel que fa a les 
proteïnes associades, l’HC és rica en proteïnes HP1 i també tenen un paper 
important les trimetiltransferases d’H3K9 Suv39h1 i d’H4K20 Suv420h2 (Rea et al, 
2000, Peters et al, 2002, Peters et al, 2003; Schotta et al, 2004; Eissenberg & 
Shilatifard, 2006; Saksouk et al, 2015; Talbert & Henikoff, 2016; Bosch-Presegué, 
2015; Fortuny & Polo, 2018; Jenssen et al, 2018). 
  
 
2.2.1.1.    Heterocromatina constitutiva telomèrica (HTC) 
 
 L’HTC es localitza als telòmers, situats als dos extrems del cromosoma. Els 
telòmers es troben molt conservats en eucariotes i tenen una longitud de diverses 
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kilobases formades per seqüències repetitives curtes d’ADN que poden arribar a 
repetir-se de l’ordre de 2000 vegades. L’HTC manté la integritat d’aquests dominis 
telomèrics, i es troba enriquida en les marques històniques H3K9me3 i en la 
variant d’histona H3.3, que té un paper important a l’estructura d’aquestes regions. 
També tenen un rol important a aquestes regions la metiltransferasa d’H3K9me3 
Suv39h1, el complex remodelador de la cromatina ATRX i la xaperona DAXX que 
depositen la variant d’histona H3.3, i la proteïna HP1 amb la qual s’associa. 
Defectes a l’estructura de l’HTC poden portar ala desprotecció telomèrica que a la 
seva vegada pot desencadenar el desenvolupament de càncer i envelliment 
(Blackburn, 1991; Gonzalo et al, 2006; Lewis et al, 2010; Shammas, 2011; Iwase et 
al, 2012; Janssen et al, 2018;).  
 
 
2.2.1.2.    Heterocromatina constitutiva centromèrica (HCC) 
 
 L’HCC es localitza als centròmers, que depenent del cromosoma i de 
l’organisme poden ser: metacèntrics, i situar-se al centre del cromosoma; 
submetacèntrics, on es situaria a prop del centre, de manera que un dels braços 
cromosòmics quedaria més llarg que l’altre; subtelocèntrics, on es situaria a prop 
d’un dels telòmers, i un braç quedaria molt curt i l’altre molt llarg; o telocèntrics, 
on es situaria al costat d’un del telòmer i per tant, només tindrien un braç 
cromosòmic pràcticament. La majoria de cromosomes humans tenen centròmers 
submetacèntrics mentre que els cromosomes de ratolí són telocèntrics. En ratolins, 
aquests centròmers tenen una longitud d’unes 600kb i estan formades per 
seqüències repetitives d’ADN anomenades minor satellites cada una de les quals 
conté 123 pb. L’HCC manté la integritat d’aquestes regions, i es troba enriquida en 
la marques històniques H3K9me2/3, H4K20me3, H3K27me1 i H3K4me2, en la 
metiltransferasa Suv39h1, en la proteïna HP1 i en la variant d’histona CENP-A, 
essencial per l’assemblatge del complex cinetocòric i per la segregació 
cromosòmica. Defectes a l’estructura de l’HCC poden portar a defectes en la 
segregació cromosòmica, a aberracions cromosòmiques i a última instància al 
desenvolupament de càncer (Maison & Almouzni, 2004; Gieni et al, 2008; Allshire 
& Madhani, 2018; Janssen et al, 2018; Achrem et al, 2020). 
 
 
2.2.1.3.    Heterocromatina constitutiva pericèntrica (HPC) 
 
 L’HPC es localitza a les regions pericèntriques o pericentromèriques, situades 
al voltant de la regió centromèrica i vitals per la formació del cinetocor durant el 
procés de segregació cromosòmica. Aquestes regions són més extenses que els 
telòmers i centròmer, en ratolí tenen una longitud d’unes 6Mb i estan formades per 
seqüències repetitives d’ADN anomenades major satellites, cada una de les quals 
consta de 234pb i són riques en els nucleòtids A i T. Les seqüències repetitives de 
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les regions pericèntriques no es troben conservades i poden variar molt entre 
diferents organismes, el que suggereix que podrien ser regulades epigeneticament 
(Sullivan et al, 2001; Maison & Almouzni, 2004; Dambacher et al, 2013; Saksouk et 
al, 2014; Nishibuchi & Déjardin, 2017). 
 L’HPC manté la integritat d’aquestes regions, i es troba enriquida en les 
marques històniques H3K9me2/3, H4K20me3 i H3K27me1/3, i en la variant 
d’histona H2A.Z que té un paper important en la estructura de l’HPC. Les proteïnes 
més importants en aquestes regions són les trimetiltransferases d’H3K9 Suv39h1 i 
d’H4K20 Suv420h2,  i les proteïnes HP1, totes tres juguen un paper molt important 
tant en la formació com en l’estructura d’aquestes regions. L’ARN estructural 
sembla tenir també un paper clau en l’estructura i organització a partir del seu 
efecte en la deposició d’HP1 a aquestes regions. I recentment ha estat descrit 
també que el remodelador de la cromatina SMARCAD1 és important per assegurar 
l’estructura de l’HC (Figura I12) (Peters et al, 2001; Maison et al, 2002; Rangasamy 
et al, 2003, Maison & Almouzni, 2004; Schotta et al, 2004; Probst & Almouzni, 
2008; Santenard et al, 2010; Rowbotham et al, 2011; Müller-Ott et al, 2014; 
Matveeva, 2014; Saksouk et al 2015; Janssen et al, 2018, Achrem et al, 2020). 

 
 

Figura I12. Estructura de l’HPC a cèl·lules de ratolí. L’HPC dels cromosomes murins individuals 
s’agrupen i formen focis de cromatina altament condensada anomenats chromocentres, que poden 
ser visualitzats al microscopi fàcilment mitjançant tinció amb DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) 
(blau). A la perifèria d’aquestes agrupacions pericèntriques es localitzen individualment les regions 
centromèriques (verd). Les regions pericèntriques estan formades per repeticions de major 
satellites i es troben enriquides en metilacions d’ADN i en les següents metilacions d’histones: 
H3K9me2/3, H4K20me3 i H3K27me1/3. Aquestes regions co-localitzen amb les proteïnes HP1, 
Suv39h1, Suv420h2 (Adaptat de Probst & Almouzni, 2008 i de Matveeva, 2014) . 

 
 

 Alteracions de l’estructura de l’HPC es relacionen amb defectes en la 
segregació cromosòmica, aberracions cromosòmiques, inestabilitat genòmica,  i 
defectes en el silenciament de gens que succeeix quan els gens de l’eucromatina es 
situen adjacents a l’heterocromatina per reordenament cromosòmic o 
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transposició, un fenomen que va ser descrit inicialment a D.melanogaster com a 
variegació per efecte de la posició. Tots aquestes defectes poden acabar 
desencadenant diversos tipus de càncer, com per exemple el càncer epitelial 
(Eymery et al, 2009) i els neuroblastomes (Enukashvily et al, 2007). No només això 
si no que també s’ha vist descondensació de l’HPC en varies malalties genètiques 
de progèria com en la de Hutchinson-Gilford (Shumaker et al, 2006) (Henikoff et al, 
1990; Peters et al, 2001; Tadei et al, 2001; Maison & Almouzni, 2004; Saksouk et al, 
2015; Janssen et al, 2018). 
 A les cèl·lules murines, les regions pericèntriques es poden identificar 
fàcilment per la seva forta tinció amb un marcatge amb DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol), un marcador fluorescent que presenta alta afinitat per les regions 
riques en adenina i timina, i que per tant, marca intensament els major satellites. Es 
poden observar durant tot el cicle cel·lular però són més visibles en nuclis en 
interfase, on les regions pericèntriques de varis cromosomes s’agrupen i formen 
clusters anomenats chromocentres que queden tenyits en forma de focis o punts 
(Figura I12 i I13). A les cèl·lules humanes no es distingeixen tan bé les regions 
pericèntriques i per aquesta raó, el nostre model d’estudi són cèl·lules procedents 
de ratolí (Maison & Almouzni, 2004; Dambacher et al, 2013; Saksouk et al, 2015; 
Allshire & Madhani, 2018; Janssen et al, 2018).  
 

 
 

Figura I13. Visualització dels chromocentres en cèl·lules murines. Imatges dels chromocentres 
d’HPC en cèl·lules murines en interfase (a dalt) i en mitosi ( a baix) (Maison & Almouzni, 2004). 
 
 
 L’estudi de l’estructura i el manteniment de les regions d’PCH és vital per 
entendre els mecanismes que participen al manteniment de l’estabilitat genòmica. 
Tot i que s’ha avançat considerablement als últims 30 anys, en alguns aspectes 
encara no en tenim prou evidències per tenir una perspectiva complerta de la seva 
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regulació, els components associats, la seva dinàmica estructural i la seva 
contribució funcional. Aquesta tesi ha intentat avançar en aquest coneixement 
mitjançant el desenvolupament d’alguns d’aquests aspectes específics. 
 
 
 
3. FACTORS CLAU A L’ESTRUCTURA DE L’HPC 
 
 
3.1. Suv39h1 
 
 Suv39h1 (Supressor of variegation 3-9 homolog 1) va ser descoberta a 
Drosophila i és la primera metiltransferasa d’histones específica de lisines 
identificada que contenia un domini SET (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax) 
que, juntament amb el regulador de la cromatina del grup Polycomb Enhancer of 
Zeste i amb el regulador transcripcional Trithorax, dóna nom a aquesta gran familia 
de KMT. Dins de la família de KMT amb domini SET,  Suv39h1 forma part de la 
subfamília SUV39. Suv39h1 és la principal metiltransferasa d’H3K9me2/3 en 
mamífers, i té un paper molt important a l’estructura i a la integritat de 
l’heterocromatina, principalment a l’heterocromatina constitutiva pericèntrica i a 
telòmers, i és per tant, un enzim clau en l’organització del genoma. I està involucrat 
en múltiples processos cel·lular crucials com en la segregació cromosòmica i en la 
progressió mitòtica (Rea et al, 2000; O’carrol et al, 2000; Peters et al, 2001; 
Vaquero et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2011). 
 Aquesta proteïna té un pes molecular d’uns 48kDa i està formada per dos 
dominis molt conservats: el domini chromo situat a la part N-terminal i el domini 
SET a la part C-terminal. I també consta de dues regions riques en cisteïna 
associades al domini SET, que s’anomenen regions preSET i postSET (Figura I14). 
 

 
 

Figura I14. Estructura i dominis de Suv39h1 de ratolí. Representació esquemàtica de 
l’estructura de Suv39h1 formada pels dominis chromo situat a la part N-terminal i el domini SET a 
la part C-terminal. Consta també d’una regió preSET i d’una regió postSET al votant del domini SET 
(Bosch-Presegué et al, 2011). 

 
 

El domini chromo de la part N-terminal és un domini conservat en proteïnes 
reguladores de la cromatina i està format per uns 50 aminoàcids. Aquest domini 
realitza vàries activitats: és el responsable de la unió de Suv39h1 a l’ADN o l’ARN, 
juga un paper en el reconeixement d’H3K9 monometilat i intervé en la localització 
de Suv39h1. És també una regió essencial per l’activitat catalítica de Suv39h1, ja 
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que ha estat descrit que la deleció d’aquest domini altera l’activitat enzimàtica de 
Suv39h1 tot i mantenir-se intacte el domini SET (Rea et al, 2000; Brehm et al, 
2004; Kaustov et al, 2011;  Wang et al, 2012). El domini SET de la part C-terminal 
és un domini molt conservat en proteïnes implicades en el control de l’estructura 
de la cromatina i de l’expressió gènica. S’ha trobat en un gran nombre d’eucariotes 
i en alguns bacteris i virus. És un domini gran que consta d’uns 140 aminoàcids i és 
el domini catalític que confereix a Suv39h1 l’activitat metiltransferasa. Aquest 
domini es troba envoltat de les regions riques en cisteïna preSET i postSET que són 
necessàries per la seva activitat enzimàtica (Rea et al, 2000; Peters et al, 2001; 
Wang et al, 2012).  
 Suv39h1 està regulat per un gran nombre de modificacions 
postraduccionals, per proteïnes reguladores i per factors de transcripció. Entre les 
proteïnes que regulen Suv39h1 es troba el supressor tumoral p53. Quan es 
produeix dany a l’ADN, p53 s’activa i indueix l’expressió de la demetilasa d’H3K9 
anomenada JMJD2b (Jumonji domain 2) i indirectament redueix l’expressió de 
Suv39h1. D’aquesta manera s’aconsegueix la relaxació de la cromatina per a que 
pugui accedir la maquinària de reparació de dany a l’ADN (Zheng et al, 2014). Un 
altre proteïna implicada a la regulació de Suv39h1 és SirT1. SirT1 interacciona 
directament amb Suv39h1 i la desacetila a la K226 del seu domini catalític SET, 
promovent un augment de la seva activitat. Aquest augment de la seva activitat 
catalítica és important durant el procés de formació de l’heterocromatina 
facultativa i durant el procés de manteniment de l’heterocromatina constitutiva 
sota condicions d’estrès, on es veuen incrementats els nivells de SirT1 (Vaquero et 
al, 2004; Vaquero et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2011). Un altre exemple 
implicat en la regulació de Suv39h1 és DBC1 (deleted in breast cancer 1). DBC1 
s’uneix a SirT1 i inhibeix la seva activitat desacetilasa, d’aquesta manera 
indirectament inhibeix l’activitat de Suv39h1 (Li et al, 2009). 
 Suv39h1 està implicat a diverses funcions cel·lulars, com la formació 
d’heterocromatina i organització del genoma, l’estabilització dels telòmers, el 
silenciament gènic, la regulació del cicle cel·lular, en el desenvolupament  i la 
tumorigènesi (O’carrol et al, 2000; Peters et al, 2001). 
 Suv39h1 és crucial tant per la formació de l’heterocromatina facultativa 
com per la formació de l’heterocromatina constitutiva pericèntrica i telomèrica. La 
relació de Suv39h1 és clau per el reclutament d’HP1 a l’heterocromatina gràcies a 
la di i trimetilació d’H3K9. Un cop es recluta Suv39h1 a aquestes regions, aquest  di 
i trimetila H3K9 que serà reconegut per HP1. A la seva vegada HP1 recluta més 
Suv39h1 i d’aquesta manera es propaga i dóna lloc a l’heterocromatina. Aquest 
empaquetament de la cromatina per formar heterocromatina està relacionat amb 
el silenciament gènic (Fenselfeld & Groudine, 2003; Vaquero, 2009; Chu et al, 
2012). Degut a que Suv39h1 és un enzim clau per la formació de l’heterocromatina 
constitutiva pericèntrica i telomèrica, la deleció de Suv39h1 s’ha associat amb 
inestabilitat genòmica a aquestes regions (Peters et al, 2001; Krouwels et al, 2005) 
que en última instància poden portar a una mala segregació cromosòmica (Aagaar 
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et al, 1999; Chu et al, 2012), a defectes a la progressió del cicle cel·lular (Melcher et 
al, 2000) i a una desorganització dels telòmers (Uhlírová, 2010). 
 Suv39h1 s’ha relacionat amb la tumorigènesi però el seu paper encara és 
subjecte a controvèrsies. D’una banda se l’ha relacionat amb la formació d’un 
complexe amb pRb que juga un paper a la inhibició d’E2F1. Tenint un paper a 
través d’aquestes vies en la supressió tumoral (He et al, 2012). Contràriament, 
H3K9me3 mediada per Suv39h1 s’ha relacionat amb el silenciament dels gens 
supressors de tumors E-cadherina i p15INK4B a la leucèmia mieloide aguda (AML) 
(Zhao et al, 2013).  
 
 
3.2. Isoformes d’HP1: HP1α, HP1β i HP1γ 
 
 HP1 va ser originalment identificada a Drosophila com a supressor 
dominant de la variegació per efecte posició i com a component principal de 
l’heterocromatina. La família de proteïnes HP1 és troba evolutivament molt 
conservada, i s’han trobat membres d’aquesta família en gairebé tots els 
organismes eucariotes, des de S.pombe fins a mamífers. La família de proteïnes 
HP1 per una classe de gens coneguts com a chromobox (cbx). En mamífers han 
estat identificades tres isoformes d’HP1, cadascuna codificada pel seu propi gen: 
HP1α es troba codificada pel gen chromobox homolog 5 (cbx5), localitzat al 
cromosoma 15 en ratolí ; HP1β pel gen chromobox homolog 1 (cbx1), localitzat al 
cromosoma 11; i HP1γ pel gen chromobox homolog 3 (cbx3) situat al cromosoma 6.  
Les isoformes d’HP1 codificades per aquests tres gens tenen una elevada similitud, 
amb una identitat de seqüència d’aminoàcids d’aproximadament un 65% (Figura 
I15a) (Eissenberg et al, 1990; Singh et al, 2003; Maison & Almouzni, 2004; 
Lomberk et al, 2006; Kumar & Kono, 2020). 
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Figura I15. Dominis de les isoformes d’HP1 de ratolí i interacció amb diferents factors. A. 
Alineació de les seqüències aminoacídiques d’HP1α, HP1β i HP1γ. Els asteriscs indiquen els 
aminoàcids conservats entre les tres isoformes. Es distingeixen els dos dominis i la regió central: el 
chromodomain (vermell), la regió hinge (verd) i el chromoshadow domain (blau). B. Es representen 
els dominis d’interacció d’HP1α i algunes de les proteïnes amb les que interaccionen importants per 
l’estabilitat dels dominis d’heterocromatina (Maison & Almouzni, 2004). 

 
 

 Les tres isoformes d’HP1 són proteïnes petites que tenen pesos moleculars 
entorn als 25kD, HP1α de 25kDa, HP1β de 22kDa i HP1γ de 20kDa. Aquestes 
proteïnes estan formades per dos dominis conservats, el chromodomain 
(chromatin organization modifier, CD) situat a la part N-terminal de la proteïna i el 
chromoshadow domain (CSD) localitzat a la part C-terminal. Aquests dos dominis 
es troben units per una regió més variable anomenada regió hinge (HR) (Figura 
I15 b) (Singh et al, 2003; Maison & Almouzni, 2004; Lomberk et al, 2006: Kumar & 
Kono, 2020). 

El domini cromo o chromodomain és un domini conservat evolutivament que es 
troba en un gran nombre de proteïnes, moltes de les quals estan implicades a 
l’estructura de la cromatina i a l’expressió gènica com és el cas de Suv39h1. Aquest 
domini consta d’uns 30-60 aminoàcids i és el responsable de la unió d’HP1 a 
H3K9me2/3, de manera que aquest domini és molt important per direccionar les 
proteïnes HP1 a l’heterocromatina. A part de dirigir-se a l’heterocromatina a través 
de la unió a H3K9me2/3, també interacciona amb H3 i es creu que aquesta unió 
representa la fracció immòbil d’HP1 (Aagaar et al, 1999; Lachner et al, 2001; Singh 
et al, 2003, Maison & Almouzni, 2004; Schmiedeger et al, 2004;  Lomberk et al, 
2006; Fischle et al, 2008; Sales-Gil & Vagnarelli, 2020). 

El chromoshadow domain és un domini que comparteix una alta identitat de 
seqüència d’aminoàcids amb el CD, amb un tamany similar. Aquest alt grau de 
similitud suggereix que els gens que codifiquen per HP1 podrien haver-se originat 
a partir de la duplicació de la seqüència d’un d’aquests dominis. El CDS és 
responsable de la homo- i heterodimerització d’HP1, i de interacció amb altres 
proteïnes que requereix el motiu consens PXVXL, que sovint es troba també a les 
proteïnes amb les que interacciona. Aquest domini per tant, és responsable de la 
unió d’HP1 amb altres proteïnes HP1, amb Suv39h1, amb les metilransferases 
d’ADN Dnmt1 i Dnmt3a i amb CAF1 (chromatin assembly factor 1), entre d’altres 
(Singh et al, 2003; Maison & Almouzni, 2004; Lomberk et al, 2006; Mishima et al, 
2012; Sales-Gil & Vagnarelli, 2020). 

La regió hinge és la regió més variable, tant entre proteïnes HP1 de la mateixa 
espècie com entre espècies diferents. Aquesta regió és més curta que el CD i el CSD, 
i ha estat postulat que la seva estructura és flexible. Aquesta regió conté una 
seqüència de localització nuclear, i és la responsable de la unió d’HP1 amb l’ADN i 
l’ARN. La regió hinge és susceptible a un gran nombre de modificacions 
postraduccionals que poden afectar a la seva localització, interaccions i funcions, 
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de manera que podria ser una regió de control central de les proteïnes 
HP1(Lomberk et al, 2006; Mishima et al, 2012; Sales-Gil & Vagnarelli, 2020).  
 La localització de les isoformes d’HP1 pot variar segons la fase del cicle 
cel·lular o l’estadi de desenvolupament en que es trobi la cèl·lula. En cèl·lules en 
interfase, HP1α es localitza majoritàriament a heterocromatina, HP1β es troba tant 
a heterocromatina com a eucromatina i HP1γ majoritàriament a eucromatina 
(Figura I16) (Mosch et al, 2004; Maison & Almouzni, 2004; Dyalinas et al, 2007; 
Hayawaka et al, 2003). Pel que fa al patró de localització d’HP1α, β i γ 
específicament als focis l’HPC, aquests són àmpliament coincidents però no 
completament. HP1α i β es troben enriquides a regions similars de l’HPC, 
preferentment al voltant del centre dels foci tot i que la intensitat de la distribució 
no és idèntica. HP1γ mostra menor grau de correlació amb les altres isoformes, i 
presenta una distribució més dispersa al foci (Dyalinas et al, 2007; Bosch-Presegué 
et al, 2017). Durant la mitosi, una fracció d’HP1α, però no d’HP1β ni d’HP1γ, queda 
retinguda a aquestes regions d’HPC, on intervé en funcions importants com en la 
formació del cinetocor. Mentre que la resta de proteïnes HP1 s’allibera de la 
cromatina per permetre l’accés als factors necessaris per mediar la compactació de 
la cromatina a cromosomes i per mediar la correcta segregació cromosòmica.  
La localització cel·lular de les proteïnes d’HP1 pot variar també en funció de la 
presència o absència d’altres proteïnes importants per l’heterocromatina, per 
exemple, la pèrdua de Suv39h1 i Suv39h2 deslocalitza completament a les 
proteïnes HP1 dels focis d’HPC (Dyalinas et al, 2007; Hayawaka et al, 2003; Kwon 
& Workman, 2011). 
 

 
  
Figura I16. Localització de les isoformes d’HP1 en cèl·lules de ratolí. IF que mostra la 
localització endògena d’HP1α, HP1β i HP1γ endògenes a cèl·lules MEF (Adaptat de Mosch et al, 
2004). 

 
 

 Les proteïnes d’HP1 es troben àmpliament regulades per modificacions 
postraduccionals incloent acetilació, fosforilació, metilació, ubiquitinització i 
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sumoilació, de manera similar a les histones. Cada isoforma d’HP1 es troba 
regulada per les seves pròpies modificacions postraduccionals, que es poden donar 
a diferents llocs. Actualment, han estat identificats 35 residus susceptibles a patir 
modificacions en HP1α, 34 residus en HP1β i 37 en HP1γ (Figura I17). La 
modificació postraduccional més abundant i estudiada en les proteïnes HP1 és la 
fosforilació.  Per exemple,  la fosforilació de quatre residus d’aminoàcids (Ser11-
14) a la regió N-terminal d’HP1α per la quinasa CKII (casein kinase II), té un paper 
crític a la unió d’HP1α a H3K9me3 i a la seva localització a heterocromatina 
(Hirogami-Hamada et al, 2011). HP1β pot ser fosforilada a la Ser89 i a la Ser175 
per CKII, però aquesta fosforilació sembla no afectar a la seva capacitat per unir-se 
a la cromatina (Munari et al, 2014). Altre cas interessant és la fosforilació de la 
Ser87 d’HP1γ per part de la quinasa PKA (protein kinase A), que defineix una 
subpoblació d’aquesta isoforma exclusivament a eucromatina (Fischle et al, 2005; 
Lomberk et al, 2006; Kwon & Workman, 2011, Sales-Gil & Vagnarelli, 2020).  
 

 
   
Figura I17. Modificacions postraduccionals de les isoformes d’HP1. Es mostren les posicions de 
les principals modificacions postraduccionals que tenen lloc a HP1α, HP1β i HP1γ.  Acetilació (blau), 
metilació (groc), fosforilació (verd), sumoilació (porpra), ubiquitinització (vermell) i citrunilació 
(verd fosc). Es mostren algunes enzimes conegudes que catalitzen modificacions específiques 
(Sales-Gil & Vagnarelli, 2020). 
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 Les isoformes d’HP1 són capaces d’interaccionar amb una gran varietat de 
proteïnes involucrades en una àmplia varietat de funcions entre les quals es troben 
la regulació de la transcripció, la reparació de dany a l’ADN i la replicació cel·lular. 
Aquestes interaccions poden ser generals per les proteïnes d’HP1 o bé específiques 
d’isoforma on HP1α, β i γ presenten el seu propi grup específic d’interactors. A més 
a més, les interaccions poden dependre de les modificacions postraduccionals 
particulars d’HP1 (Taula I7). Per exemple, les tres isoformes d’HP1 interaccionen 
amb H3K9me3 i amb Suv39h1, i aquestes interaccions es troben implicades en el 
procés de formació de l’heterocromatina. Com a altre exemple, també ha estat 
descrita la interacció específica d’HP1α amb el supressor de tumors pRb (proteïna 
del retinoblastoma), que té un paper a la repressió de la transcripció (Singh et al, 
2003; Lomberk et al, 2006; Cann et al, 2011; Siddiqui et al, 2011; Sales-Gil & 
Vagnarelli, 2020; Kumar & Kono, 2020). 
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Taula I7. Principals interactors de les isoformes d’HP1. HP1 es refereix a HP1 de Drosophila; 
HP1α, HP1β i HP1γ es refereix tant a ratolí com a humà a no ser que s’especifiqui (Mm, ratolí o  Hs, 
humà); ND, no determinat (Lomberk et al, 2006). 
 
 Pel que fa a la funcionalitat de les proteïnes HP1, aquestes juguen un paper 
important a l’estabilitat genòmica a través de les seves funcions a diversos 
processos com la formació i estructura de l’heterocromatina, la regulació de 
l’expressió gènica, la reparació de l’ADN, la replicació de l’ADN, la divisió cel·lular, 
la diferenciació cel·lular i el desenvolupament. Originalment, es considerava que el 
paper de les isoformes d’HP1 era bastant equivalent degut a la conservació en la 
seqüència aminoacídica, la seva similar localització i la seva redundància funcional 
en alguns processos. Aquesta visió però, va canviar degut al descobriment de que 
cada isoforma era susceptibles de patir un conjunt de modificacions 
postraduccionals específic, que cadascuna tenia els seus propis interactors, i que la 
deleció de les isoformes en ratolí produïa fenotips diferents. Actualment han estat 
descrites un gran nombre de funcions d’HP1, tant a nivell global de les tres 
isoformes, com a nivell específic d’isoforma (Taula I8) (Maison & Almouzni, 2004; 
Aucott et al, 2008; Juarez-Vicente et al, 2016; Bosch-Presegué et al, 2017; Kumar & 
Kono, 2020). 

 
Taula I8. Funcions principals de les isoformes d’HP1. Taula que mostra les funcions de les 
isoformes d’HP1 i els mecanismes implicats.  
 
 

 Les proteïnes HP1 tenen un paper important a l’establiment i propagació de 
l’heterocromatina mitjanant la seva interacció específica amb H3K9me3 i Suv39h1. 
En aquest sentit, s’ha suggerit que HP1β podria actuar com a pont a les fibres de 
cromatina riques en H3K9me3 (Bannister et al, 2001; Lachner et al, 2001; Munari 
et al, 2012). Estudis recents indiquen que les proteïnes HP1 actuen també com a 



 

50 
 

molècules adaptadores que uneixen factors a l’heterocromatina com ara Suv420h2 
o ADN metiltransferases (Taula I8) (Fucks et al, 2003; Hahn et al, 2013).  
 El manteniment de l’estructura de telòmers també està regulat per HP1. En 
aquest sentit, HP1γ sembla tenir un paper en l’estabilitat dels telòmers. S’ha 
demostrat que en fase S,  HP1γ es localitza a telòmers i interactua amb la proteïna 
amb funció telomèrica TIN2 per tal de mantenir la cohesió d’aquests (Canudas et 
al, 2011). 
 Estudis recents del nostre grup descriuen que HP1 regula Suv39h1, 
especialment sota condicions d’estrès genotòxic, per tal de mantenir la integritat 
genòmica. Sota condicions d’estrès, principalment les isoformes HP1α i HP1γ 
interaccionen amb Suv39h1. Aquesta interacció evita la poliubiquitinització per 
part de la E3-ubiquitina ligasa MDM2 i com a conseqüència, es produeix 
l’estabilització de Suv39h1 i un augment del recanvi a l’HPC per tal d’assegurar el 
manteniment d’H3K9me3 i l’estabilitat genòmica (Raurell-Vila et al, 2017; Bosch-
Presegué et al, 2017).   
 Les isoformes d’HP1 també participen a la resposta a estrès. Per exemple, la 
deleció d’HP1α afecta a la unió de 53BP1 i RAD51 als double strand-breaks inhibint 
així la reparació de l’ADN per recombinació homòloga. La fosforilació d’HP1β a la 
Thr51 augmenta la seva mobilitat a l’ADN danyat per IR. HP1γ té un efecte 
inhibitori a la reparació del dany mitjançant recombinació homòloga (Taula I8) 
(Ayoub et al, 2009; Baldeyron et al, 2011; Raurell-Vila et al, 2017).  
 HP1 juga un paper a la replicació a la replicació de l’ADN, tant HP1α com 
HP1β s’associen amb proteïnes implicades en aquest procés com el factor 
d’assemblatge de la cromatina CAF-1 i diversos membres de la maquinària de 
replicació. Aquesta associació és molt important per la replicació de la cromatina 
pericèntrica (Taula I8) (Moss & Wallrath, 2007; Kwon & Workman, 2011; Soria & 
Almouzni, 2013). 
 Una altra de les funcions associades a HP1 és la regulació transcripcional. 
S’ha demostrat que HP1γ col·localitza i interacciona amb l’ARN polimerasa II 
(ARNpolII) als dominis de cromatina actius, i es troba relacionada amb la regulació 
de l’expressió gènica (Vakoc et al, 2005, Kwon & Workman, 2011).    
 Finalment, destacar que HP1 ha estat relacionada amb la tumorigènesi. 
Alguns estudis descriuen que la reducció dels nivells d’HP1 s’associa amb la 
progressió del càncer de mama degut al seu efecte en el manteniment de 
l’estabilitat genòmica. Altres estudis però, relacionen el increment de l’expressió 
d’HP1β i HP1γ amb la incidència de càncer de pròstata (Taula I8) (Dyalinas et al, 
2008).   
 
  
3.3. Suv420h2 
 
 Suv420h2 (Supressor of variegation 4-20 homolog 2) és una KMT de la 
família que contenen dominis SET, que es troba dins de la subfamília SUV4-20. 
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Suv420h2 es molt important per la di i trimetilació d’H4K20 en mamífers i té un 
paper primordial a l’estructura de l’heterocromatina on es troba enriquida 
principalment a les regions pericèntriques i a telòmers. La unió estable de 
Suv420h2 i d’H4K20me3 a la cromatina és necessària per al correcte assamblatge 
d’una estructura d’heterocromatina compacta i per la cohesió de les cromàtides 
germanes (Schotta et al, 2004; Schotta et al, 2008; Dambacher et al, 2013; 
Jorgensen et al, 2013; Serrano et al, 2013; Hyun et al, 2017).  
 Aquesta proteïna té un pes molecular d’entorn als 52kDa i està formada per 
un únic domini SET localitzat a la regió N-terminal, seguit d’una regió postSET 
d’unió a Zn+2. El domini SET, tal i com s’ha comentat anteriorment, és un domini 
molt conservat a eucariotes i és responsable de conferir l’activitat metiltransferasa 
a Suv42h2 (Figura I18) (Rea et al, 2000; Peters et al, 2001; Wu et al, 2013).  
 

 
 

Figura I18. Estructura i dominis de Suv420h2 en humà. Representació esquemàtica de 
l’estructura de Suv420h2 formada per un únic domini SET localitzat la part N-terminal. Consta 
també d’una regió postSET (Adaptat de Wu et al, 2013). 
 
 
 Suv420h2 té un paper essencial en el manteniment de l’estabilitat genòmica 
a través dels seu rol a la compactació de l’heterocromatina, la replicació de l’ADN i 
la reparació del dany (Schotta et al, 2008; Jorgensen et al, 2013). Pel que fa al 
paper de Suv420h2 a l’estructura de l’heterocromatina, ha estat descrit que durant 
el procés de formació de l’HC a les regions telomèriques i a les regions 
pericèntriques, HP1 interacciona amb Suv420h2 i el recluta a la cromatina. Un cop 
reclutat Suv420h2, aquest catalitzarà la trimetilació d’H4K20 que és necessària per 
la formació d’una fibra compacta de 30nm (Schotta et al, 2004; Souza et al, 2009; 
Dambacher et al, 2013; Saksouk et al, 2015). Suv420h2 es troba també implicat en 
la regulació del cicle cel·lular, intervé al reclutament de les cohesines a través de 
els seves interaccions amb múltiples proteïnes i en la cohesió de les cromàtides 
germanes durant la mitosi. Ratolins deficients en Suv420 mostren reducció de la 
cohesió entre cromàtides germanes i defectes en la segregació cromosòmica (Hahn 
et al, 2013). També s’ha relacionat Suv420h2 amb la reparació del dany a l’ADN. De 
fet, ha estat descrit que els ratolins deficients en Suv420h presenten un augment 
de sensibilitat davant l’estrès i una reparació defectuosa del dany a l’ADN (Schotta 
et al, 2008). Estudis recents descriuen que Suv420h2 actua com a regulador 
epigenètic que promou la transició epitelial-mesenquimàtica en càncer pancreàtic i  
que es troba per tant implicat en el procés de metàstasi (Viotti et al, 2018). 
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4. FORMACIÓ DE L’HPC 
 
 L’establiment d’heterocromatina a les regions pericèntriques, té lloc a partir 
d’un conjunt d’activitats seqüencials organitzadores de la cromatina que 
estableixen modificacions d’histones específiques i que porten al reclutament 
d’efectors que median la compactació i organització de la cromatina (Grewal et al, 
2007; Dambacher, 2013).  
 Tal i com s’ha mencionat anteriorment, les regions pericèntriques no tenen 
una gran conservació de seqüència, i no tenen característiques gèniques com 
elements promotors que podrien indicar on s’ha de dur a terme la formació 
d’heterocromatina. A nivell de seqüència, l’única característica conservada son els 
motius repetitius de seqüència. Aquestes repeticions són crítiques per la formació 
de l’HPC, ja que s’ha vist que aquests motius poden ser silenciats en diversos 
organismes tot i que no es coneix ben bé el mecanisme de reconeixement (Probst & 
Almouzni, 2008; Saksouk et al, 2015).  
 El procés de formació de l’HPC comença amb el reconeixement d’aquestes 
seqüències repetitives d’ADN, a les cèl·lules de ratolí anomenades major satellites, 
per part dels factors de transcripció Pax3 i Pax9 (Figura I19). L’associació 
d’ambdós factors de transcripció a l’ADN és necessària per reprimir la transcripció 
no codificant dels major satellites (Bulut-Karslioglu, 2012; Dambacher, 2013; 
Saksouk et al, 2015). Llavors, les HDACs desacetilen les cues de les histones per tal 
de catalitzar la formació d’una regió hipoacetilada. Encara que avui dia no es sap 
amb certesa quines són les HDACs implicades, hi ha estudis que suggereixen un 
paper de SirT1 al procés de desacetilació de l’HPC,  ja que cèl·lules deficients en 
SirT1 presenten  alts nivells d’H4K16Ac i H3K9Ac a aquestes regions (Terranova et 
al, 2005; Bártová et al, 2005, Dambacher et al, 2013). Al següent punt, les 
monometiltransferases d’histones catalitzen la deposició d’H3K9me1. Han estat 
identificats tres enzims implicats en la monometilació d’H3K9 a aquestes regions, 
G9a, GLP i SETDB1, tot i que hi ha controvèrsia sobre el grau de participació de 
cadascuna (Loyola et al, 2009; Shinkai & Tachibana, 2011; Rivera et al, 2015). 
Llavors, els factors de transcripció Pax3 i Pax9, juntament amb la desacetilació 
d’H3K9, ajuden al reclutament de Suv39h1 que és qui s’encarrega de di i trimetilar 
H3K9. (Schotta, 2004; Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). Una vegada s’ha 
dipositat H3K9me3, les proteïnes HP1 reconeixen aquesta marca i s’uneixen. La 
sumoilació d’HP1 i la seva associació amb l’ARN estructural dels major satellites 
podrien tenir un paper en direccionar HP1 a les regions pericèntriques, on HP1 
s’uniria a H3K9me3 (Maison et al, 2011, Grewal et al, 2015). Un cop HP1 s’uneix a 
H3K9me3, aquest recluta a la seva vegada més Suv39h1 que catalitzarà més 
H3K9me3 i així consecutivament actuant en cadena. Les proteïnes HP1 no només 
promouen la propagació de l’heterocromatina si no també el reclutament de 
complexos de proteïnes amb diverses activitats enzimàtiques essencials per la 
formació d’aquesta entre els que es troba el remodelador de la cromatina 
SMARCAD1. Es va suggerir que la isoforma HP1β actuava com a pont a les fibres de 
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cromatina enriquides en H3K9me3 (Bannister, 2001; Lachner, 2001; Rowbotham 
et al, 2011; Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016). Les isoformes d’HP1 
promouen també el reclutament de Suv420h2, que catalitzarà la trimetilació 
d’H4K20 necessària per la formació d’una fibra de cromatina compacta. Cèl·lules 
deficients en Suv420h  presenten defectes a la compactació de la cromatina i a la 
formació del cromocentre (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). Suv420h2 
juntament amb Suv39h1, són crucials pel reclutament del complex de cohesines 
per a tingui lloc la cohesió de les cromàtides germanes i la correcta segregació 
cromosòmica durant la mitosi (Dambacher et al, 2013).  
 

 
Figura I19. Esquema del procés de formació de l’HPC. Esquema de l’actuació seqüencial dels 
diferents enzims i factors necessaris per a la formació de l’heterocromatina constitutiva a les 
regions pericèntriques i pel reclutament del complex de cohesines. (Adaptat de Dambacher et al, 
2013). 
 
 
 
5. PAPER DE LES ISOFORMES D’HP1 A L’ESTRUCTURA DE L’HPC 
 
 Tal i com s’ha mencionat anteriorment, les tres isoformes d’HP1, HP1α, HP1β 
i HP1γ, es troben involucrades en una àmplia varietat de processos incloent la 
regulació de l’heterocromatina, la regulació de l’expressió gènica, la regulació del 
cicle cel·lular i la reparació del dany a l’ADN.  Al llarg del temps s’ha considerat el 
paper de les isoformes d’HP1 bastant equivalent degut a la forta redundància 
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funcional d’aquestes proteïnes, a la conservada seqüència aminoacídica i a la seva 
similar localització. Actualment però, aquesta perspectiva ha canviat i, han estat 
descrites múltiples funcions específiques de les isoformes d’HP1 (Maison & 
Almouzni, 2004; Raurell-Vila et al, 2017; Kumar & Kono, 2020).  
 Les isoformes d’HP1 juguen papers diferencials en l’estabilitat genòmica, 
però el seu paper específic a l’estructura i organització de l’HPC no està clar. 
Estudis del nostre grup han descrit rols específics de les isoformes d’HP1 a l’HPC, 
on principalment les isoformes HP1α i HP1γ interaccionen amb Suv39h1 i 
l’estabilitzaven per mantenir l’integritat genòmica, especialment sota condicions 
d’estrès (Raurell-Vila et al, 2017; Bosch-Presegué et al, 2017).  Pel que fa al patró 
de distribució de les tres isoformes d’HP1 a l’HPC, HP1α i HP1β es troben 
enriquides a regions similars, preferencialment al voltant del centre dels foci. Però 
la intensitat de la distribució no és idèntica. HP1γ mostra menor grau de correlació 
amb les altres isoformes, i presenta una distribució més dispersa al foci (Figura 
I20) (Dyalinas et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2017). 
 

 
 

Figura I20. Localització d’HP1α, β i γ als focis d’HPC. Histogrames 2D que mostren la intensitat 
de la distribució de  les isoformes d’HP1. Els colors representen la freqüència observada en escala 
logarítmica, les línees negres mostren la regressió lineal de les dades. La comparació de la intensitat 
per parelles entre les isoformes indicades (a dalt) i la intensitat de cada isoforma d’HP1 
representada enfront a la posició radial s’indiquen amb un valor de 0 (centre del chromocentre) i 
d’1 (perifèria) (Bosch-Presegué et al, 2017). 

 
 

Resultats previs del nostre grup relacionen la pèrdua de la isoforma HP1α, 
però no d’HP1β ni d’HP1γ en MEFS, amb un significant enriquiment de les marques 
associades a l’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a l’HPC a totes les fases del 
cicle cel·lular (Bosch-Presegué et al, 2017). De manera interessant, la marca 
H4K20me3 ha estat directament relacionada amb els nivells de compactació als 
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focis d’HPC, de fet és necessària per a que es doni el correcte assamblatge de les 
fibres de cromatina (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). La pèrdua de 
cadascuna de les tres isoformes d’HP1 produeix una suau disminució d’H3K9me3, i 
un increment dels nivells de la marca associada a eucromatina H3K4me3 a l’HPC, 
confirmant d’aquesta manera que són redundants pel que fa a la deposició 
d’aquestes dues modificacions d’histona (Figura I21) (Bosch-Presegué et al, 2017). 
  

 

Figura I21. Relació entre les isoformes d’HP1 i les modificacions postraduccionals d’histones 
a l’HPC. Gràfics de la quantificació de la intensitat de fluorescència de H3K9me3 (A), H4K20me3 
(B), H3K27me3 (C) i H3K4me3 (D) en MEFS WT, HP1α-/-, HP1β-/- i HP1γ-/- als focis de l’PCH per IF 
(Bosch-Presegué et al, 2017). 
 

 Assaigs de compactació de la cromatina per digestió amb nucleasa 
microccocal relacionen la pèrdua d’HP1α en MEFS, amb una significant disminució 
de l’accessibilitat tant a nivell de focis d’HPC com a nivell global de la cromatina, 
indicant per tant un augment de la compatació. Mentre que, la pèrdua d’HP1β i en 
menor mesura d’HP1γ, indueix un suau increment de l’accessibilitat (Figura I22) 
(Bosch-Presegué et al, 2017). 
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Figura I22. Anàlisis in vitro de la compactació de la cromatina en cèl·lules WT i HP1 KO.  
Imatge representativa de la digestió del genoma amb nucleasa microccocal (MNase) a diferents 
temps en MEFS WT i HP1 KO (a dalt). Imatge representativa de Southern Blot incubat amb sonda de 
major satellites marcada amb [32P] respectiva (a baix). Els gràfics mostren la quantificació de la 
intensitat entorn la mida dels fragments de 5 experiments (Bosch-Presegué et al, 2017). 
 
 

Tot i que s’han establert aquestes relacions funcionals que apunten a un 
paper diferencial de cada isoforma a l’organització de l’HPC, on HP1α es trobaria 
relacionada de manera més íntima amb les marques de l’heterocromatina 
H3K27me3 i H4K20me3, i tindria un paper a la compactació de la cromatina. 
Encara no entenem completament el mecanisme d’acció, les relacions funcionals 
amb els enzims implicats en la deposició d’aquestes marques ni la contribució de 
cadascuna de les isoformes a l’estructura de les regions d’HPC. La primera línia 
d’estudi del meu projecte s’ha centrat en aprofundir en el paper específic de les 
isoformes d’HP1 a l’estructura de l’HPC. 
 
 
 
6. MANTENIMENT DE L’HPC SOTA CONDICIONS D’ESTRÈS: PAPER 

DE SIRT1 
 

Un cop formades les regions d’HPC, les cèl·lules necessiten mantenir aquestes 
regions especialment sota condicions d’estrès per assegurar l’estabilitat genòmica, 
ja que l’acumulació d’alteracions al genoma és un factor clau al desenvolupament 
de tumorigènesi i envelliment. De manera que les cèl·lules han desenvolupat 
mecanismes de resposta a l’estrès per tal d’assegurar l’estabilitat genòmica i la 
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supervivència cel·lular (Papamichos-Chronaki & Peterson, 2013; Bosch-Presegué 
& Vaquero, 2014).  

Durant els últims 20 anys, les sirtuïnes han emergit com a factors clau en el 
manteniment de la integritat genòmica. Poden actuar com a sensors de 
determinades formes d’estrès, com l’estrès oxidatiu, metabòlic i genotòxic ja que 
detecten canvis en la proporció de NAD+/NADH i coordinar respostes cel·lulars 
per fer-li front. La funció bàsica de les sirtuïnes és promoure la comunicació entre 
l’ambient i la cèl·lula per adaptar-se a estrès oxidatiu, metabòlic i genotòxic a 
través de la regulació tant a nivell d’estabilitat genòmica com d’adaptació 
metabòlica. A més també participen al sistema endocrí, promovent la comunicació 
entre cèl·lules a nivell sistèmic. Les sirtuïnes controlen principalment l’estabilitat 
genòmica mitjançant quatre mecanismes generals: el primer, la regulació de 
l’estructura de l’heterocromatina facultativa i constitutiva, que és el tema en que 
ens centrarem; el segon, el control de la progressió del cicle cel·lular; el tercer, la 
seva participació en la senyalització del dany a l’ADN i en reparació; i el quart, la 
regulació de funcions mitocondrials, al qual participen de manera més indirecta 
(Figura I23) (Guarente & Picard, 2005; Papamichos-Chronaki & Peterson, 2013; 
Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). 
 

 

Figura I23. Sirtuïnes i mecanismes d’estabilitat genòmica en condicions d’estrès. Les sirtuïnes 
participen en múltiples mecanismes per mantenir l’estabilitat genòmica sota condicions d’estrés: 1. 
Regulació de l’estructura de la cromatina i dels nivells d’expressió; 2. Control del cicle cel·lular; 3. 



 

58 
 

Reparació de l’ADN; 4. Funcions mitocondrials que promouen protecció genòmica. Es representen 
els principals nivells regulatoris de cada mecanisme (Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). 
 
 
6.1. Estructura, regulació i funcions de SirT1 
 
 SirT1 és la sirtuïna millor descrita, interacciona amb una àmplia varietat de 
factors i es troba implicada en una gran diversitat de vies cel·lulars importants 
(Davenport et al, 2014).  
 SirT1 està codificada al cromosoma 10 tant en humà com en ratolí, i és una 
proteïna gran d’un pes molecular entorn als 110kDa, que està formada per: un 
domini catalític central dependent de NAD+ que es troba conservat a la resta de 
sirtuïnes, i dues extensions N-terminal i C-terminal que serveixen com a 
plataformes per interaccionar amb altres proteïnes reguladores i substrats. Tot i 
ser una proteïna nuclear, conté dos senyals de localització nuclear (NLS) i dos 
senyals d’exportació nuclear (NES). I el balanç d’aquestes senyals determinarà la 
seva localització que tot i ser majoritàriament nuclear, pot trobar-se a citoplasma 
segons el tipus cel·lular i les etapes del desenvolupament (Figura I24) (Guarente & 
Picard, 2005; Tanno et al, 2007; Cantó & Auwers, 2012; Davenport et al, 2014).  
 

 
 

Figura I24. Dominis i senyals de localització de SirT1 en humà. Representació esquemàtica de 
l’estructura de SirT1 on s’indica la posició del domini catalític central conservat a les sirtuïnes 
Sirtuin homology domain, i les posicions de les dues senyals NLS i de les dues senyals NES (Adaptat 
de Cantó & Auwerx, 2012). 
   
 
 SirT1 es troba involucrada a una àmplia varietat de processos per tal de 
mantenir la integritat genòmica sota condicions d’estrès. Els principals processos 
es poden dividir en la regulació de l’estructura de la cromatina, el control de la 
progressió del cicle cel·lular, la reparació de d’ADN i la regulació de funcions 
mitocondrials, tot i que són molts altres els processos en els que es troba 
involucrada la sirtuïna més estudiada de totes (Saunders & Verdin, 2007; Bosch-
Presegué & Vaquero, 2014).  
 A nivell d’estructura de la cromatina, SirT1 té un paper important a la 
formació de l’heterocromatina facultativa i al manteniment de l’heterocromatina 
constitutiva (Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). Respecte al seu paper a la 
formació de l’HF, en condicions d’estrès, SirT1 és reclutada a regions 
d’eucromatina i desacetila les marques relacionades amb aquestes regions 
H4K16Ac i H3K9Ac. A més a més, SirT1 interacciona amb la histona H1 i la 
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desacetila a la K26, produint un increment dels nivells d’histona H1 als promotors, 
afavorint la compactació de la cromatina. Aquests efectes s’acompanyen de la 
propagació de les marques de les regions d’heterocromatina com serien H3K9me3 
i H4K20me1, i d’una disminució dels nivells de la marca de cromatina activa 
H3K79me3. SirT1 promou l’spreading de H3K9me3 a través de Suv39h1, SirT1 
interacciona directament amb Suv39h1 i el desacetila a la K226 del seu domini 
catalític SET, promovent un augment de l’activitat de Suv39h1, que trimetilarà 
H3K9 a aquestes regions. H3K9me3 a la seva vegada reclutarà HP1, i es 
desencadenarà la propagació d’heterocromatina que resultarà en la formació de la 
fibra de cromatina compacta (Figura I25) (Vaquero et al, 2004; Vaquero et al, 
2007; Vaquero, 2009; Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). SirT1, través de la 
formació d’HF, ajuda a regular l’expressió en resposta a l’estrès de nombrosos 
factors de transcripció entre els quals es troben NF-kB, p53, HIF-1α, E2F1, FOXOs, i 
HSF1 (Luo et al, 2001; Muth et al, 2001; Fulco et al, 2003; Takata et al, 2003). I 
promou el silenciament epigenètic de les dianes regulades per aquests factors en 
col·laboració amb altres enzims responsables de les modificacions 
postraduccionals d’histones (Vaquero et al, 2004; Kuzmichev et al, 2004). 
L’exemple més estudiat és el cas de la formació d’HF induïda per SirT1 sota 
condicions d’estrès en gens ribosomals. D’aquesta manera es produeix  la repressió 
de l’expressió d’aquests gens ribosomals i disminueix la producció cel·lular de 
proteïnes per tal de mantenir la integritat genòmica (Imai et al, 2000; Murayama et 
al, 2008).   
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Figura I25. Model de la formació d’HF mediada per SirT1. Esquema del procés de propagació de 
l’HF iniciada pel reclutament de SirT1 per factors de transcripció, seguit de la desacetilació 
d’histones per part de SirT1 i el reclutament d’H1 i de Suv39h1.  Suv39h1 promourà la trimetilació 
d’H3K9, que a la seva vegada serà reconegut per HP1 desencadenant d’aquesta manera la 
propagació de l’heterocromatina (Vaquero, 2009). 

 
 

 Respecte al seu paper en el manteniment de l’HC, SirT1 es troba implicada 
tant en el manteniment de l’heterocromatina constitutiva telomèrica com de la 
pericèntrica (Peters et al, 2001; García-Cao et al, 2004; Vaquero et al, 2007; Bosch-
Presegué & Vaquero, 2014). El paper de SirT1 al manteniment dels telòmers en 
mamífer encara roman subjecte a controvèrsies: d’una banda, hi ha evidències que 
suggereixen que SirT1 inhibeix l’activitat de la telomerasa a través del seu paper a 
la regulació de l’estabilitat de la subunitat catalítica TERT (Narala et al, 2008). 
D’altra banda, la deleció de SirT1 es tradueix en un increment de la inestabilitat 
genòmica i de les aberracions telomèriques suggerint un paper estabilitzador de 
l’heterocromatina telomèrica (Harley el al, 1990; El ramy et al, 2009). El paper de 
SirT1 en les manteniment de les regions pericèntriques està ben definit i el 
comentarem amb detall al següent apartat.  
 A nivell de control de la progressió del cicle cel·lular, ha estat descrit que 
SirT1 actua a diferents nivells. D’una banda, SirT1 regula les proteïnes Rb 
(retinoblastoma) i E2F1, que es troben relacionades amb aquesta transició de fase 
G1 a fase S i d’aquesta manera indueix la progressió del cicle cel·lular. SirT1 
desacetila també Rb, cosa que promou la fosforilació d’aquest i la proliferació 
cel·lular (Wong & Weber, 2007) D’altra banda, SirT1 pot induir la parada del cicle 
cel·lular en lloc de l’apoptosi a través de la desacetilació de FOXO3 i FOXO4 
(Furukawa-Hibi et al, 2005; Bosch-Presegué & Vaquero, 2011).  
 SirT1 també intervé a la reparació de dany a l’ADN, tant de SSB (single-strand 
break) com de DSB (doble-strand break). SirT1 és reclutat als llocs de l’ADN on s’ha 
produït dany, i modula l’expressió de gens que intervenen en el procés de 
reparació de l’ADN. Com a exemple, SirT1 desacetila la proteïna Ku70, que està 
involucrada en la via de reparació de NHEJ promovent la reparació dels DSB de 
l’ADN (Wang et al, 2007). SirT1 també modula la senyalització dels DSB a través de 
la formació de γ-H2A.X, BRCA1, Rad51 i NBS1 sota γ-irradiació per que pugui 
activar-se la maquinària de reparació (Yuan & Seto, 2007; Yuan et al, 2007). I 
participa en la reparació de SSB a través de la via de reparació NER (reparació per 
excissió de nucleòtids) induïts per radiació UV (Fan & Luo, 2010; Ming et al, 2010). 
 A nivell de metabolisme, SirT1 s’ha relacionat amb efectes positius al 
metabolisme com una millora al metabolisme de la glucosa, la homeòstasi de lípids 
i la sensibilitat a la insulina (Boutant & Cantó, 2014). Alguns d’aquests beneficis 
són deguts, en part, a que SirT1 regula l’activitat de factors de transcripció i 
reguladors clau a través de la desacetilació d’aquests, entre els quals es troben 
LKB1 (Lan et al, 2008), AceCS1 (Hallows et al, 2006), FOXO1 (Frescas et al, 2005) i 
PPARα (Picard et al, 2004). La rellevància de SirT1 a aquest nivell va més enllà ja 
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que també participa directament a la senyalització endocrina, com per exemple a la 
via IGF (insulin like growth factor) (Lemieux et al, 2005).  
 Entre els mecanismes moleculars que regulen l’activitat biològica de SirT1 es 
troben els relacionats amb el control de l’expressió gènica.  L’expressió de SirT1 
generalment és més elevada en situacions d’estrès, i està controlada per 
nombrosos factors de transcripció implicats a la regulació del cicle cel·lular i 
apoptosis, entre d’altres (Milner, 2009; Rajendran et al, 2011; Cantó & Auwers, 
2012). Per exemple, el factor de transcripció E2F1, el qual indueix la progressió del 
cicle cel·lular de fase G1 a fase S, s’uneix directament al promotor de SirT1 i 
incrementa la seva expressió. A la seva vegada, l’activitat de desacetilació de SirT1 
inhibeix l’activitat transcripcional d’E2F1 (Wang et al, 2006; Rajendran et al, 
2011). Com a altre exemple, l’associació dels repressors transcripcionals CtBP i 
HIT1, que es produeix en resposta a canvis metabòlics, promouen una reducció de 
CtBP al promotor de SirT1 i la derepressió de la seva expressió gènica (Kumar et al, 
2002). Un altre cas interessant és, sota condicions de privació de nutrients, quan el 
factor de transcripció FOXO3a forma un complex amb el supressor tumoral p53,  
que s’uneix directament al promotor de SirT1 augmentant així la seva expressió 
(Nemoto et al, 2004; Cantó & Auwers, 2012). 
 Una altre manera de regular l’activitat biològica de SirT1 és a través del 
control de la seva activitat catalítica, que es pot donar mitjançant modificacions 
postraduccionals (Rajendran et al, 2011). Per exemple, SirT1 pot ser fosforilat per 
la quinasa JNK2 (c-Jun N-terminal kinase 2) i CK2 (casein kinase 2) relacionades 
amb la regulació de l’estabilitat de la proteïna. Ambdues són reguladors clau de 
funcions biològiques com la progressió del cicle cel·lular i la supervivència (Ford et 
al, 2008; Zschoerning & Mahlknecht, 2009). Múltiples residus conservats 
susceptibles de fosforilació han estat identificats en SirT1 els quals són dianes 
potencials d’una gran varietat de quinases entre les que destaquen  ATM (ATM 
serine/threonine kinase), CK1 (casein kinase 1), DNA-PK (DNA-dependent protein 
kinase), ERK1 (extracellular signal-regulated kinase), GSK3 (glycogen synthase 
kinase 3) i MAPK (mitogen-activaded protein kinase) (Sasaki et al, 2008). 
Recentment ha estat descrit que dos membres de quinases regulades per 
fosforilació de tirosina DYRK1A i DYRK3, que juguen papers importants al 
creixement corporal i a la fisiologia cerebral, promouen la supervivència cel·lular 
mitjançant la fosforilació de SirT1 que augmenta l’activitat catalítica d’aquesta 
(Guo et al, 2008). Altre exemple seria el cas de la sumoilació de SirT1, que ha estat 
demostrat que indueix un augment de las seva activitat desacetilasa. L’exposició a 
diversos tipus d’estrès, com la irradiació UV o el peròxid d’hidrogen, resulten en la 
sumoilació de SirT1 mediada per la desumoilasa  SENP1 (sentrin-specific protease 
1) i en la inactivació de la seva activitat desacetilasa. Com a conseqüència es 
promou l’apoptosi cel·lular (Rajendran et al, 2011). No només es pot controlar 
l’activitat catalítica de SirT1 a partir de modificacions postraduccionals, si no que 
l’associació de SirT1 amb diferents complexos proteics també pot induir a un 
increment o a una disminució de la seva activitat. Com a exemple d’inhibició, la 
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proteïna DBC1 (deleted in breast cancer-1) forma un complex estable amb el 
domini catalític de SirT1 i inhibeix l’activitat de SirT1 (Milner, 2009). D’altra 
banda, l’associació de SirT1 amb AROS (active regulator of SirT1) augmenta 
l’activitat catalítica de SirT1(Milner, 2009). Finalment, l’activitat catalítica de SirT1 
pot ser regulada per la disponibilitat de NAD+ a les cèl·lules, ja que són enzims que 
requereixen NAD+ per realitzar les seves funcions. De manera que, la privació de 
glucosa i canvis en el metabolisme associats a la restricció calòrica alteren la 
proporció de NAD+/NADH incrementant l’activitat de SirT1 (Cantó & Auwerx, 
2012).  
   
 
 
6.2. Paper de SirT1 en el manteniment de l’HPC 
 
 El manteniment de l’HPC és crucial per la preservació de l’estabilitat 
genòmica, especialment sota condicions d’estrès.  Alteracions de l’estructura de 
l’HPC es relacionen amb defectes en la segregació cromosòmica, amb aberracions 
cromosòmiques,  i amb inestabilitat genòmica, que a última instància poden portar 
al desenvolupament de càncer (Eymery et al, 2009) i envelliment (Saksouk et al, 
2015), entre d’altres.  
 Estudis del grup demostren que SirT1 té un paper clau en el manteniment de 
l’estructura de l’HPC a través de Suv39h1. Sota condicions d’estrès oxidatiu i 
metabòlic, les cèl·lules activen el programa de resposta a l’estrès i s’incrementen 
els nivells de SirT1. SirT1 interacciona per la seva regió N-terminal amb la regió N-
terminal i el chromodomain de Suv39h1. Aquesta interacció evita la 
poliubiquitinització de la K87 del chromodomain de Suv39h1 per part d’MDM2, 
una E3-ubiquitina ligasa, prevenint així la seva degradació proteosòmica. Com a 
conseqüència, es produeix l’estabilització de Suv39h1, un increment considerable 
de la vida mitjana i un augment dels nivells de la proteïna.  Aquest increment de la 
disponibilitat de Suv39h1 en el nucli, s’associa amb un augment del recanvi i de la 
mobilitat de Suv39h1 a l’HPC, assegurant el manteniment d’H3K9me3 i 
augmentant així la protecció genòmica a aquestes regions d’PCH (Figura I26) 
(Vaquero et al, 2007; Vaquero, 2009; Bosch-Presegué et al, 2011; Bosch-Presegué 
& Vaquero, 2014).  
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Figura I26. Model del manteniment de l’HPC mediat per SirT1. Esquema dels dominis de SirT1 i 
Suv39h1 que interactuen, i de la funcionalitat de SirT1 sota condicions d’estrès en el manteniment 
de les regions d’HPC per tal de preservar l’estabilitat genòmica (Adaptat de Bosch-Presegué et al, 
2011). 
 
 
 D’aquesta manera, la pèrdua de SirT1 a cèl·lules embrionàries de ratolí 
(MEFs) es relaciona amb nivells més baixos de Suv39h1, amb una deslocalització 
d’H3K9me3 a les regions d’HPC, i degut a que la marca H3K9me3 recluta HP1 a 
l’HPC, també es relaciona amb la deslocalització d’HP1 a aquestes regions (Figura 
I27). Com a conseqüència d’aquests esdeveniments, en les MEFs SirT1-/- es 
produeix una condensació cromosòmica reduïda, inestabilitat genòmica, defectes 
en la segregació cromosòmica i aneuploïdies (Vaquero et al, 2007; Wang et al, 
2008; Bosch-Presegué et al, 2011). 
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Figura I27. Alteració de l’organització de l’HPC en MEFS de SirT1-/-. A. Comparació per IF de la 
localització d’H3K9me3 i d’HP1α en MEFs SirT1-/- i WT; B. IF de tubulina que mostra cromosomes 
incomplets i desigual segregació mitòtica en MEFs de SirT1-/- en comparació amb les cèl·lules WT 
(Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2008). 

 
 
6.3. Estructura, regulació i funcions de PARP-1 

 
 PARP-1 és el membre fundador de la família de proteïnes PARP (poly (ADP-
ribose) polymerases), i ha sigut el més estudiat. Aquesta família es troba molt 
conservada evolutivament en eucariotes i actualment, han estat descrit 17 
membres en mamífer. La proteïnes PARP es troben implicades a la reparació dels 
trencaments de cadena de l’ADN (DNA-strand breaks) i al control de l’estructura i 
la integritat de la cromatina en resposta al dany a l’ADN, per tal de mantenir 
l’estabilitat genòmica. De manera que en resposta a DNA-strand breaks, les 
proteïnes PARP catalitzen la unió covalent de múltiples ADP-ribosa al grup γ-
carboxil de residus Glu de la proteïna acceptora, utilitzant com a cofactor NAD+. El 
polímer resultant consisteix en un polianió lineal o ramificat de longitud variable 
que també pot interaccionar de manera selectiva amb nombroses factors diana que 
participen en la resposta al dany a l’ADN i en el manteniment de la cromatina 
(Rouleau et al, 2004; Schreider et al, 2006; Quénet et al, 2009; Alemasova & Lavrik, 
2019). 
 PARP-1 és una proteïna nuclear que té un pes molecular d’uns 116 kDa. Està 
formada per tres dominis: el domini N-terminal, que és el domini d’unió a l’ADN; el 
domini central, que és el domini d’automodificació; i el domini C-terminal, que és el 
domini catalític (Figura I28) (Schneider et al, 2006). 
 

 
 

Figura I28. Estructura i dominis de PARP-1 en mamífer. Representació esquemàtica de  
l’estructura de PARP-1 on s’indica la posició dels seus tres dominis, el domini d’unió a l’ADN, el 
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domini d’automodificació i el domini PARP. Es mostra també la posició de diferents mòduls com el 
mòdul WGR, NLS, BRCT i els dits de Zn (Schreider et al, 2006). 
 
 
El domini d’unió a l’ADN, es caracteritza per la presència de dos dits de zinc i d’una 
senyal de localització nuclear (NLS). Els dos dits de zinc formen l’anomenat motiu 
de detecció de trencaments d’ADN (DNA-break-sensing motif), que juga un paper 
crucial en el reconeixement dels trencaments de l’ADN. La interacció de PARP-1 
amb l’ADN danyat és necessària per a que tingui lloc el plegament del domini 
catalític i per l’activació de la seva activitat enzimàtica de poli(ADP)ribosilació 
(Rouleau et al, 2004Schneider et al, 2006; Alemasova & Lavrik, 2019). El domini 
d’automodificació, conté un mòdul BRCT que està involucrat a la mediació de les 
interaccions de PARP-1 amb múltiples proteïnes. Aquest domini es troba també en 
nombroses proteïnes involucrades en la resposta al dany a l’ADN i als checkpoints 
del cicle cel·lular. L’automodificació de PARP-1 pot regular tant les interaccions 
entre PARP-1 i l’ADN com de PARP-1 i proteïnes, de manera que es podria 
considerar com un domini regulador (Quénet et al, 2009; Alemasova & Lavrik, 
2019). El domini catalític és un domini molt conservat a la família de proteïnes 
PARP i es troba a tots els membres que en formen part.  Aquest domini és el 
responsable de dur a terme la reacció de poli(ADP)ribosilació a les proteïnes diana 
(Tulin et al, 2003; Rouleau et al, 2004Alemasova & Lavrik, 2019).  
 PARP-1 es troba implicat en nombrosos processos cel·lulars entre els quals 
es troben la reparació del dany a l’ADN, la regulació de la longitud dels telòmers,  la 
regulació dels centròmers i formació del fus mitòtic, la regulació de la transcripció i 
el metabolisme energètic (Taula I9) (Rouleau et al, 2004; Schneider et al, 2006).  
 

 
 
Taula I9. Funcions importants de PARP-1. Taula que mostra funcions destacades de PARP-1 i els 
mecanismes implicats.  
 
 
 PARP-1 té un rol clau a l’organització espacial i temporal de la reparació del 
dany a l’ADN. És un sensor de DNA-strand breaks i al unir-se a aquests la seva 
activitat catalítica pot incrementar-se fins a 500 vegades. Un cop PARP-1 detecta 
SSBs (single-strand-DNA breaks), la síntesi de poli(ADP)ribosa a l’ADN danyat 
porta al reclutament immediat de la proteïna plataforma de reparació dels SSBs 
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(SSBR) anomenada XRCC1 i a la relaxació de la fibra de cromatina a través de la 
poli(ADP)ribosilació de les cues de les histones H1 i H2B. D’aquesta manera es 
facilita la unió a l’ADN danyat dels enzims implicats en la reparació que interactuen 
amb XRCC1 (Taula I9) (Ogata et al, 1980; Poirier et al, 1982; Ogata et al, 1990; 
Althaus et al, 1994; Okano et al, 2003; Schneider et al, 2006).  
 PARP-1 participa al manteniment de la integritat de les regions d’HC. Així 
doncs, PARP-1 està involucrat a la regulació de la longitud dels telòmers. Ha estat 
descrit que tant PARP-1 es localitza a telòmers i que la poli(ADP)ribosilació a 
aquestes regions ajuda a mantenir l’ADN telomèric. A més a més, s’ha trobat una 
seqüència d’unió a poli(ADP)ribosa dins del domini catalític de TERT, el 
component enzimàtic de la telomerasa responsable de l’elongació dels telòmers.  
S’ha especulat que PARP-1 podria unir-se i regular la seva activitat enzimàtica, tot i 
que encara no ha estat comprovat (Taula I9) (Pleschke et al, 2000; Cook et al, 
2002; Chan & Blackburn, 2002). A més, PARP-1 també intervé en la regulació dels 
centròmers. Ha estat localitzat a centròmers, on interacciona amb les proteïnes 
centromèriques CENP-A, CENP-B  i Bub3. Aquestes proteïnes centromèriques són 
poli(ADP)ribosilades per PARP-1 durant la inducció de dany a l’ADN per irradiació 
i ha estat descrit que promouen a una disminució dels trencaments de cromàtides 
centromèriques. No només això, tant PARP-1 com PARP-2 són requerits per 
l’organització del cinetocor i per la formació del fus mitòtic durant la divisió 
cel·lular (Rouleau et al, 2004; Schneider et al, 2006; Saxena et al, 2002; Saxena et 
al, 2012). PARP-1 es distribueix àmpliament no només pels centròmers si no 
també per les regions pericèntriques, i s’ha especulat que podria ajudar a mantenir 
l’estructura d’aquestes regions a través de les seves interaccions amb altres 
proteïnes (Taula I9) (Saxena et al, 2002; Ménissier de Murcia, 2003; Rouleau et al, 
2004; Saxena et al, 2012). 
 L’activitat de PARP-1 pot ser regulada per modificacions postraduccionals i  
per interaccions amb proteïnes reguladores. Pel que fa a la regulació de l’activitat 
de PARP-1 per interacció amb proteïnes reguladores, han estat descrits múltiples 
casos. Per exemple, la interacció de la variant d’histona macroH2A1.1 amb PARP-1 
produeix una  disminució de la seva activitat catalítica com a mecanisme de 
regulació de la transcripció del gen Hsp70.1 i per al silenciament del cromosoma X 
inactiu (Ouararhni, 2006; Nusinow et al, 2007). La interacció del supressor 
tumoral p53 amb PARP-1 estimula l’activitat de PARP-1 i aquesta activació es 
troba relacionada amb la regulació de Cdck per l’arrest del cicle cel·lular (Masutani 
et al, 1999).  Altre exemple és el cas de la interacció de la proteïna XPA, important 
en la reparació de dany a l’ADN a través de la via NER (nucleotide excision repair), i 
PARP-1 que incrementa l’activitat de PARP-1 durant el procés de NER (Fischer et 
al, 2014).  Han estat descrites un gran nombre de modificacions postraduccionals 
que regulen l’activitat enzimàtica de PARP-1, incloses la mono(ADP)ribosilació, la 
fosforilació, la metilació i l’acetilació. La metilació de PARP-1 al seu residu K508 
per SET7/9, estimula la seva activitat catalítica. Aquest residu es troba situat al 
domini d’automodificació i la seva modificació pot estabilitat aquest domini 
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catalític i estimular l’activitat d’auto(ADP)ribosilació (Alemasova & Lavrik, 2019). 
Altre exemple d’interès és el cas de la regulació de PARP-1 per la quinasa ERK2, 
que fosforila PARP-1 i l’activa de manera independent de la unió a l’ADN (Cohen-
Armon, 2007).   
  
  

 

6.4. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en el 
manteniment  de l’HPC 

 
 Tal i com s’ha mencionat anteriorment, SirT1 té un paper important en el 
manteniment de l’HPC sota condicions d’estrès. La pèrdua de SirT1 en MEFS afecta 
de manera dependent de Suv39h1 a la localització d’H3K9me3 als focis d’HPC, i 
això elimina també la localització d’HP1 a aquests focis. Aquests fenòmens 
condueixen a una alteració de l’organització de l’HPC i a defectes cromosòmics 
(Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2007).   
 Ha estat descrit un antagonisme funcional entre les proteïnes SirT1 i PARP-1 
en el control del manteniment de l’HPC. Aquests  estudis mostren que, la pèrdua de 
SirT1 en MEFS produeix una localització anormal d’ H3K9me3 als focis de l’HPC 
(Figura I29A), i la localització d’HP1 també es veu alterada als focis 
d’heterocromatina (Figura I29B), consistent amb les dades publicades. 
Curiosament, l’addicional pèrdua de PARP-1 en un al·lel o en ambdós 
sorprenentment rescata la localització d’H3K9me3 (Figura I29A) i d’HP1 (Figura 
I29B) observada a les cèl·lules WT(El ramy et al, 2009).  
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Figura I29. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en l’organització de l’HPC. Imatges 
representatives de la distribució (A) d’H3K9me3 i (B) d’HP1α per IF en MEFs PARP-1+/+, SirT1+/+; 
PARP-1+/+, SirT1-/-; PARP-1+/-, SirT1-/-; i PARP-1-/-, SirT1-/- (El ramy et al, 2009). 
 
 
 En línia amb aquestes observacions, la pèrdua de SirT1 correlaciona amb una 
major incidència de figures mitòtiques anormals mostrant configuracions de 
metafases aberrants. Però, l’addicional deleció de PARP-1 en un al·lel o  en ambdós, 
rescata el fenotip mitòtic normal (Figura I30) (El ramy et al, 2009).  
 

 
 

Figura I30. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en la regulació de la divisió mitòtica. 
Histograma que mostra el percentatge de mitosis aberrants als fenotips indicats (El ramy et al, 
2009). 
 
 
 Aquests resultats suggereixen un antagonisme funcional entre SirT1 i PARP1 
respecte H3K9me3 i HP1 a l’HPC. Però tot i haver-se descrit aquesta relació 
funcional, encara no es coneix el mecanisme d’acció ni les relacions funcionals 
entre els factors implicats. En funció de les dades que hi ha en aquest moment, una 
possibilitat seria que aquest antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 fos degut 
a la regulació per part d’aquestes dues proteïnes respecte Suv39h1, degut a l’efecte 
de SirT1 dependent de Suv39h1 a les regions HPC. La segona línia d’estudi del meu 
projecte s’ha centrat en aprofundir en el coneixement d’aquest antagonisme 
funcional de SirT1-PARP1 a les regions d’PCH. 
 
 
 
7. LIMITACIÓ DE L’EUCROMATINA I L’HETEROCROMATINA PER 

LES REGIONS FLANQUEJANTS 
 
 A la dècada 1950, va ser postulada l’existència de regions flanquejants 
anomenades boundary elements, CTCF boundaries o insulators, que limitaven les 
regions d’eucromatina i les d’heterocromatina per tal de mantenir-les separades i 
evitar la propagació de l’heterocromatina per preservar l’eucromatina adjacent. 
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Estudis més recents descriuen les tres funcions principals d’aquests insulators: la 
primera, fer de barrera o límit per evitar que l’heterocromatina repressiva es 
propagui al domini veí. La segona, permetre la formació de bucles tridimensionals 
de les regions genòmiques al promoure contactes entre insulators, per tal de 
d’organitzar la cromatina en glòbuls fractals. I la tercera, bloquejar la funció dels 
enhancers (potenciadors de la transcripció gènica) al situar-se entre aquest 
enhancer i el promotor,  permitint que els insulators produeixin efectes oposats, ja 
sigui facilitant el manteniment de l’estat transcripcionalment actiu o inhibitint 
l’acció dels enhancers (Herold et al, 2012; Wang et al, 2014; Kim et al, 2015; 
Arzate-Mejía, 2018).  
 Les primeres seqüències identificades com a flanquejants va ser les 
seqüències scs i scs elements que flanquejaven el gen Hsp70 de Drosophila 
(Udvardy et al, 1985). I les primeres que es van identificar en vertebrats van ser els 
elements 5HS4 de pollastre, que es troben flanquejant el grup de gens de la β-
globulina (Chung et al, 1993). Aquestes seqüències flanquejants tenen com a 
característiques comunes que són seqüències nucleotídiques curtes i que 
presenten el cor invariable CCnnnnGnnGGC (Ohlson et al, 2010; Herold et al, 2012, 
Kim et al, 2015).   

A aquestes seqüències s’uneixen factors associats als boundary elements, 
que intervenen en la funció aïllant d’aquestes regions. La primera proteïna 
associada identificada en vertebrats va ser CTCF (CCCTC-binding factor) (Cuddapah 
et al, 2008). Posteriorment, es va demostra que CTCF es troba molt conservada en 
diferents espècies eucariotes on actua com a regulador principal de l’arquitectura 
de la cromatina, definint els límits entre l’eucromatina i l’heterocromatina. CTCF 
s’uneix a les regions flanquejants i s’associa amb la làmina nuclear i amb 
H3K27me3 de les regions d’heterocromatina constitutiva que limita 
(Mukhopadhyay et al, 2004; Herold et al, 2012; Xiao et al, 2015). Molts altres 
factors s’associen als boundary elements, per exemple, aquests regions són riques 
en cohesina. Ha estat ben demostrat que CTCF interacciona amb el complexe 
proteic cohesina i el recluta (Rubio et al, 2008). Aquestes regions es caracteritzen 
també per una depleció de nucleosomes que podria estar regulada per la 
maquinària de remodelació de la cromatina i els pocs nucleosomes d’aquestes 
regions contenen normalment marques de cromatina activa com H4K3me3 o tenen 
incorporades variants d’histones com H2A.Z (Figura I31) (Ohlson et al, 2010; 
Herold et al, 2012; Bastiaan & Laat, 2013).  
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Figura I31. Característiques dels boundary elements.  Els boundary elements o CTCF elements  
s’associen amb característiques específiques de la cromatina com: la depleció del nucleosomes; 
marques de cromatina activa com seria la metilació d’H3K4; la incorporació de variants d’histones 
com H2A.Z; i l’augment de cohesines. Aquests boundary elements es troben entre dominis amb 
patrons de modificacions contraries corresponents a estats de transcripció oposats (Herold  et al, 
2012).  
 
 
  CTCF, el mestre regulador de l’arquitectura tridimensional de la cromatina, 
és una proteïna nuclear gran d’aproximadament 130kDa. Aquesta proteïna està 
formada per tres dominis: el domini N-terminal, el domini C-terminal i el domini 
central que conté 11 dits de zinc (Figura I32) (Kim et al, 2015; Yin et al, 2017, 
Arzate-Mejía et al, 2018).  

 
 

Figura I32. Estructura i dominis de CTCF. Representació esquemàtica dels dominis N-terminal, el 
domini C-terminal i el domini central que conté 11 dits de Zn  (Arzate-Mejía et al, 2018).  
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Els 11 dits de zinc del domini central cooperen entre ells i són els responsables de 
la unió de CTCF a l’ADN.  Aquests es troben altament conservats degut a la seva 
importància i confereixen a CTCF la capacitat d’unir-se a 55.000-75.000 seqüències 
flanquejants al genoma de mamífers, de les quals un 50% formen part de regions 
intergèniques, un 35% de regions intragèniques i un 15% de regions properes als 
promotors. Els dits de zinc permeten a CTCF unir-se a un nombre tant elevat 
d’elements de seqüència ja que li confereixen flexibilitat, dinàmica d’estructura i 
adaptabilitat. Tots tres dominis de CTCF poden interactuar amb una gran varietat 
de proteïnes estructurals, de remodeladors de la cromatina, i factors de 
transcripció, i també amb ARN, i són susceptibles de patir modificacions 
postraduccionals que poden modular la interacció de CTCF amb l’ADN, amb l’ARN 
o amb altres proteïnes (Ohlson et al, 2010; Kim et al, 2015; Yin et al, 2017; Arzate-
Mejía et al, 2018).  
 La variant d’histona H2A.Z és molt abundant a les regions flanquejants i 
també intervé en la formació dels límits cromatínics. Ha estat descrit que H2A.Z 
(HTZ1 a llevat) es troba enriquida a regions d’eucromatina i que actua 
sinèrgicament amb les regions flanquejants per prevenir la propagació ectòpica de 
l’heterocromatina en Saccharomyces. De manera que, s’ha vist que es produeix la 
propagació ectòpica dels patrons de modificació d’histones associades a 
l’heterocromatina en cèl·lules que no tenen HTZ1 (Meneghini et al, 2003; Greaves 
et al, 2007). Un estudi molt recent descriu que, H2A.Z regula el desembolicament 
dels nucleosomes i la unió de CTCF a aquestes regions en ESC de ratolí. Els 
resultats d’aquest estudi mostren que H2A.Z està enriquit als nucleosomes 
desembolicats en comparació amb els nucleosomes canònics, i que podria tenir un 
paper en la regulació gènica i en la regulació de la unió de CTCF mitjançant la 
modulació dels estats de desenrotllament dels nucleosomes (Wen et al, 2020). 
 
 
 
8. IMPORTÀNCIA DE L’ESTABILITAT GENÒMICA  
 
 El manteniment de les regions d’HPC és de vital importància especialment 
sota condicions d’estrès oxidatiu, genotòxic o metabòlic. Aquestes formes d’estrès 
poden alterar l’estructura i el grau de compactació de les regions d’HPC. I 
conseqüentment amb aquesta relaxació de la cromatina, es produeix la inducció de 
la transcripció dels major satellites (Jolly et al, 2004; Rizzi et al, 2004; Bouzinba-
Segal et al, 2006, Hall et al, 2012). Mentre que a les cèl·lules sense estrès es troben 
nivells basals de transcrits de major satellites, l’acumulació d’aquests transcrits 
porta a defectes mitòtics com malformacions del fus mitòtic, pèrdua de cohesió 
entre cromàtides germanes, aberracions cromosòmiques, defectes a la segregació 
dels cromosomes i aneuploïdies (Bouzinba-Segal et al, 2006; Hall et al, 2012).  
L’alteració del grau de compactació de les regions d’HPC juntament amb 
l’expressió de major satellites, produeixen l’acumulació d’alteracions cel·lulars que 
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porten a inestabilitat genòmica, un factor clau en el desenvolupament de moltes 
patologies humanes com el càncer, les malalties neurodegeneratives, els trastorns 
cardiovasculars i els trastorns endocrins, entre d’altres. A més a més, la 
inestabilitat genòmica és una de les principals causes de l’envelliment (Bosch-
Presegué & Vaquero, 2014; Yao & Dai, 2014; Ferguson et al, 2015; Andor et al, 
2017; Fioriniello et al, 2020).  
 Un exemple interessant és el cas de la malaltia rara ICF1. El síndrome ICF1 
(type I imunodeficiency, centromeric region instability, facial anomalies) és una 
malaltia que encaixa en l’escenari de defectes relacionats amb l’HPC. Aquesta 
patologia és una malaltia que es manifesta com a autosòmica recessiva i es 
caracteritza per immunodeficiència severa, anomalies craniofacials i inestabilitat 
genòmica. El síndrome ICF1 està causa per mutacions a DNMT3B, responsable de 
l’hipometilació de satellites II i III en humans (Matarazzo et al, 2009). 
 Un altre exemple és el cas del supressor tumoral KDM2A (lysine-specific 
demethylase 2A) que s’ha trobat downregulada al càncer de pròstata. La baixada de 
KDM2 resulta en la pèrdua d’HP1 a les regions d’HPC, i en una inducció de la 
transcripció de major satellites tant en cèl·lules humanes com de ratolí. És més, 
l’expressió de KDM2A a càncer de pròstata, és inversament proporcional  al grau 
de severitat i pronòstic (Frescas et al, 2008; Iotti et al, 2011; Ting et a, 2011). 
 BRCA1 (breast cancer 1) és una proteïna que es troba mutada a determinats 
tipus de càncer de mama i d’ovari hereditaris. Recentment ha estat descobert que, 
BRCA1 participa en el manteniment de les regions pericèntriques i 
centromèriques. Quan es deleciona BRCA1, es produeix un increment global tant 
de major satellites com de minor satellites en cèl·lules de ratolí, i d’alfa satellites en 
cèl·lules humanes. I aquest increment es relaciona amb defectes del fus mitòtic i 
amb trencaments de l’ADN de cadena doble (Zhu et al, 2011; Ting et al, 2011; Hall 
et al, 2012). 
  Com a altre cas, la metilació dels satellites es troba relacionada amb 
l’estabilitat genòmica i amb la correcta segregació cromosòmica. En un gran 
nombre de càncers humans ha estat descrita la hipometilació dels satellites II del 
cromosoma 1 i 16 que s’associa al grau tumoral i al risc de recaiguda. Un dels tipus 
de càncers que presenten hipometilació i reordenaments dels satellites II 
pericèntrics del cromosoma 1 són les neoplàsies hematològiques com és el cas del 
limfoma de no Hodgkin i de múltiples mielomes que tenen pertorbada 
l’organització nuclear de HPC del cromosoma 1 (Bacon et al, 2001; Barki-Celli et al, 
2005).  
 L’estudi de l’estructura i manteniment de les regions d’HPC és clau per 
entendre com l’organització d’aquestes regions participa a l’estabilitat genòmica i 
ens permet avançar en el coneixement de com la seva desregulació intervé en 
l’aparició d’un gran nombre de malalties humanes, entre les quals es troben les 
dues malalties amb major taxa de mortalitat al món, les malalties cardiovasculars i 
el càncer. L’aprofundiment en aquest camp pot ampliar la visió sobre possibles 
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perspectives terapèutiques i la versatilitat de mètodes per millorar la teràpia 
gènica (Hall et al, 2012, Fioriniello et al, 2020).  
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L’estudi de l’estructura i el manteniment de les regions d’HPC és vital per 
entendre els mecanismes que participen al manteniment de l’estabilitat genòmica 
(Hall et al, 2012). Tot i que s’ha avançat considerablement als últims 30 anys, 
encara no en tenim una perspectiva complerta dels components associats a la seva 
estructura, la seva regulació, la seva dinàmica estructural i la seva contribució 
funcional. Aquesta tesi ha intentat avançar en aquest coneixement mitjançant el 
desenvolupament d’alguns d’aquests aspectes específics que es detallen a 
continuació: 

 
1. Determinar el paper específic de les isoformes d’HP1 a l’estructura i 

organització de l’HPC.  
 Al llarg del temps s’ha considerat el paper de les isoformes d’HP1 si 
més no equivalent degut a la forta redundància funcional d’aquestes 
proteïnes en alguns aspectes concrets, a la conservada seqüència 
aminoacídica i a la seva similar localització. Actualment però, aquesta 
perspectiva ha canviat, i han estat descrites múltiples funcions específiques 
de les isoformes d’HP1. Però tot i així, la contribució específica d’HP1α, HP1β 
i HP1γ a l’HPC no està clara. Estudis previs del grup han relacionat la pèrdua 
de la isoforma HP1α amb un significant enriquiment de les marques 
associades a heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a l’HPC, i amb un 
augment de la compactació de la cromatina. La primera part d’aquesta tesi 
s’ha centrat en l’estudi de la relació de les isoformes d’HP1 amb les principals 
marques històniques associades a l’heterocromatina, les seves relacions 
funcionals amb els enzims i proteïnes associades a aquestes regions, i el seu 
paper específic a l’estructura i organització de l’HPC, i com a conseqüència el 
seu impacte en l’estabilitat genòmica. 

 
2. Estudiar el paper de PARP-1 en el control del manteniment de l’HPC mediat 

per SirT1 i Suv39h1. 
 Estudis del nostre grup descrivien que SirT1 té un paper clau al 
manteniment de l’estructura de l’HPC  sota condicions d’estrès. La pèrdua de 
SirT1 afecta de manera dependent de Suv39h1 a la localització d’H3K9me3 
als focis d’HPC, i afecta també la localització d’HP1 a aquests focis. Aquests 
fenòmens porten a una alteració de l’organització de l’HPC i a defectes 
cromosòmics que condueixen a la inestabilitat genòmica (Vaquero et al, 
2007; Wang et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2011). Estudis recents 
suggereixen un antagonisme funcional entre SirT1 i PARP1 respecte el 
control d’H3K9me3 i d’HP1 a l’HPC (El Ramy et al, 2009). Però tot i haver-se 
descrit aquesta relació funcional, encara no es coneix el mecanisme d’acció ni 
les relacions entre els factors implicats. La segona part d’aquesta tesi s’ha 
centrat en aprofundir en el coneixement d’aquest antagonisme funcional de 
SirT1-PARP1 al manteniment de les regions d’HPC. 
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1. CULTIUS CEL·LULARS 
  

 
1.1. Fibroblasts embrionaris de ratolí (MEFs) immortalitzats 
 
• Les MEFs HP1 WT, HP1α-/-, HP1β-/- i HP1γ-/- provenen del  laboratori del Dr. 

Singh Prim (Aucott et al, 2008; Brown et al, 2010; Maksakova et al, 2011). 
• Les MEFs noKO i reKO d’HP1α obtingudes a partir de la línea MEFS HP1α-/- 

provenen també del laboratori del Dr. Singh Prim (Brown et al, 2010). La 
sobreexpressió de la recombinasa Cre (R1) a les MEFs HP1α-/- deleciona el 
cassete de Neomicina d’aquestes i restaura el gen d’HP1α, donant lloc a les 
MEFs noKO (WT).  Subseqüentment, la sobreexpressió de la recombinasa FLP 
(R2), resulta en una deleció parcial del gen d’HP1α i en la generació d’una 
forma truncada curta, generant  les MEFs reKO. 

• Les MEFs SirT1 WT i KO van ser proporcionades pel grup del Dr. Fred Alt 
(Cheng et al, 2003; Planavila et al, 2012). 

• Les MEFs PARP-1 WT i KO provenen del laboratori de la Dra. Françoise 
Dantzer (El Ramy et al, 2009). 

 
 Aquests tipus cel·lulars han estat crescuts i mantinguts en Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (GIBCO) suplementat amb 100 unitats/ml 
penicil·lina/estreptomicina (GIBCO), aminoàcids no essencials (Glicina, L-Alanina, 
L-Asparagina, Àcid L-Aspàrtic, Àcid L-Glutàmic, L-Prolina, L-Serina) (GIBCO), 1mM 
piruvat sòdic (Sigma S8636) i 10% de sèrum boví fetal (GIBCO). Han estat 
cultivades a 37ºC i 5%CO2. 

 

1.2. Línies cel·lulars 
 
• HEK293F: Línia cel·lular derivada de cèl·lules renals embrionàries humanes. 
• NIH3T3: Línia cel·lular establida a partir de fibroblasts embrionaris de ratolí. 
• H3K293T: Línia que procedeix de les HEK293F i que conté l’antigen SV40 T. 

Utilitzada per la generació de lentivirus. 
 

 Aquestes línies cel·lulars han estat crescuts i mantinguts en Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (GIBCO) suplementat amb un 10% de sèrum boví fetal 
(GIBCO). Han estat cultivades a 37ºC i 5%CO2. 
 
 
2. PROCEDIMENTS CEL·LULARS 
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2.1. Transfecció de plàsmids 
 
 Les cèl·lules van ser transfectades amb els diferents plàsmids d’expressió 
utilitzant polietilenimina (PEI) (Polysciences Inc 23966). Es va utilitzar una mescla 
de 4μl de PEI 1mg/ml per 1μg de DNA en DMEM sense sèrum i es va incubar 5 
minuts a temperatura ambient abans d’afegir-les a les cèl·lules en cultiu. A les 6h 
es va substituir el medi de cultiu. Les cèl·lules van ser cultivades a 37ºC i 5%CO2  
durant unes 24h-48h més.  
 Els plàsmids utilitzats en les transfeccions són els següents: 

 
 
   
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Taula M1. Plàsmids utilitzats a les transfeccions cel·lulars. 
 

2.2. Transfecció de siRNA 
 
 Les cèl·lules van ser transfectades amb els siRNA utilitzant lipofectamina 
3000 (Invitrogen L3000-001). Es va utilitzar una mescla de 3μl de siRNA 20μM 
(per tenir una concentració final de 150nM) i de 3μl de lipofectamina 3000 en 
200μl de DMEM sense sèrum. Es deixa 15 min a temperatura ambient i s’afegeix a 
les cèl·lules en cultiu. A les 6h es canvia el medi i es deixen cultivar a 37ºC i 5%CO2  
durant unes 24h més. 
 Els siRNA emprats són els següents: siRNA Universal Negative Control #1 
(MISSION Millipore S1-001) i siRNA H2AFZ Mouse (Dharmacon M-042994-01-
0005). 
 
 

PLÀSMIDS EMPRATS 
pEGFP-C1-HP1α/β/γ (cedit pel Dr. Peter Hemmerich) 
pcDNA4/T0-HP1α/β/γ-RFP 
pcDNA4/T0-HP1α/β/γ-HA 
pcDNA4/T0-FLAG-HP1α/β/γ 
pCl-Suv420h2-HA (cedit pel Dr. Alan Underhill) 
pEGFP-C1-Suv420h2 
pEGFP-N1-CTCF (cedit pel Dr. Victor. V. Lovanenkov) 
pEGFP-C1-H2A.Z.1 
pBOS-H2B-EGFP-N1 (cedit pel Dr. David Llères) 
mCherry-C1-H2B (cedit pel Dr. David Llères) 
pcDNA3.1-myc-Suv39h1 
pcDNA4/T0-FLAG-SirT1 
pEGFP-N1-PARP-1 
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2.3. Infecció lentiviral 
 
 Les cèl·lules HEK293T van ser transfectades amb 7.5μg del plàsmid psPAX2, 
2μg del plàsmid pMD2.G i 10μg del plàsmid d’interès utilitzant PEI (apartat 2.1). A 
les 24h de la transfecció es va recol·lectar el medi, es va substituir per medi nou i 
24h més tard es va tornar a recol·lectar.  La suspensió vírica recollida (medi de 
cultiu) va ser filtrada utilitzant un filtre de xeringa de 0,45μm de diàmetre. Les 
cèl·lules a infectar van ser incubades amb la suspensió vírica durant 48h. Les 
cèl·lules infectades es seleccionen amb 2μg/ml de puromicina durant 72h. 
 Els plàsmids utilitzats en les infeccions són: MSCV/LRL-mir30 shRNA scr, 
CTCF#1 i CTCF#2 cedits pel laboratori del Dr. Chris Wilson (Sekimata et al, 2009), 
PLKO.1-TRC shRNA scr, SirT1#1 (Sigma TRCN0000306512) i SirT1#2 (Sigma 
TRCN0000326966) i PLKO1.TRC shRNA PARP1#1 (Sigma TRCN0000353959) i 
PARP1#2 (Sigma TRCN0000305948). 
 

2.4. Discriminació de la fase del cicle cel·lular 
 
 Es van sembrar les cèl·lules en cubres de grossor 1.5 (0.16-0.19mm) i es va 
permetre la seva adhesió durant 24h. Es varen tractar amb 10mM de BrdU 
(Bromodesoxiuridina) (Amersham) durant 10min, un anàleg de la timidina que 
s’incorpora a l’ADN acabat de sintetitzar i que permet detectar les cèl·lules en fase 
S. Seguidament les cèl·lules van ser fixades amb 4% paraformaldehid durant 
10min a temperatura ambient. Es va seguir el protocol d’IF (apartat) utilitzant 
l’anticòs α-BrdU conjugat a FITC (BD Pharmigen) un temps de 30min.   
 

2.5. Tractament amb ciclohexamida 
 
 Les cèl·lules van ser tractades a les 24h d’haver-les sembrat amb 200μg/ml 
de ciclohexamida (CHX) (Sigma 01810). La ciclohexamida interfereix en l’activitat 
peptidil transferasa de la subunitat ribosomal 60S i bloqueja l’elongació, inhibint 
d’aquesta manera la síntesi proteica. Les cèl·lules van ser recollides a les 0h, 2h, 6h, 
8h i 24h. 
 
 
3. PROCEDIMENTS AMB ADN I ARN 
 

3.1. Tagging endògen per CRISPR/Cas9 
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 El tagging endògen de Suv39h1 amb flag en cèl·lules NIH3T3 es va dur a 
terme a partir de la tècnica CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats-CRISP associated endonucleases 9). Es va seguir el protocol 
publicat pel Dr. Eric M. Mendenhall i del Dr. Richard M. Myers (Savic et al, 2015), 
que es basa en la utilització d’un sistema de dos vectors: el vector pSpCas9 (BB)-
2A-GFP (PX458 Addgene) que codifica per la Cas9 i al qual se li va clonar la 
seqüència del gRNA. La Cas9 es direccionarà per el gRNA a la seqüència genòmica 
de Suv39h1 i  indueix DSB. El segon vector és el vector donador (pFETCH_Donor 
Addgene) que codifica per un linker de Ser-Gly que permet donar flexibilitat, 3 
còpies del tag FLAG, la seqüència P2A i un gen de resistència a Neomicina. 
Flanquejant aquesta seqüència van ser clonats els braços d’homologia que 
corresponen a la part final de la seqüència genòmica de Suv39h1 (HOM1) i a la 
seqüència que hi ha darrera (HOM2). Aquest vector servirà com a donador de la 
reparació del DSB per recombinació homòloga (HDR). Com a resultat s’obtindria la 
proteïna Suv39h1 taggejada a la part C-terminal.  
 
 
3.1.1. Clonatge del vector pSpCas9 (BB)-2A-GFP 
 
 El disseny de la seqüència del gRNA es va realitzar utilitzant el programa 
http://crispr.dbcls.jp/, al qual se li van introduir les seqüències de lligació al 
vector: 
  
 
 
 
 

Taula M2. Primers utilitzats per clonar el gRNA. 
 
 Es va procedir a l’annealing del gRNA a partir de la reacció següent: 5μl 10x 
tampó d’annealing (100mM Tris pH 7.5, 1M NaCl, 10mM EDTA), 5μl oligo sense 
100μM, 5μl oligo antisense 100μM i 35μl d’aigua PCR grade. Es va deixar 5min a 
95ºC. El vector PX458 va ser digerit amb l’enzim Bbsl (NEB, R0539S) en tampó 
NEB Buffer 2.1 i es va deixar 1h a 37ºC. I es va realitzar la lligació del gRNA amb el 
vector PX458 utilitzant les instruccions de la casa comercial de la ligasa T4 (NEB). 
Es va amplificar el vector clonat en bacteris competents i es va purificar utilitzant 
el Kit de purificació de plàsmids d’ADN (Omega D6942). Es va seqüenciar per tal de 
comprovar que estigués ben incorporada la seqüència amb el primer PX458seq: 5’-
GAGGGCCTATTTCCATGATTCC-3’. 
 
3.1.2. Clonatge del vector pFETCH_Donor  
 

PRIMERS gRNA  

5’-CACCGCTTCTAGCCCTGAGAAGTCT-3’ 
3’-CGAAGATCGGGACTCTTCAGACAAA-5’ 

http://crispr.dbcls.jp/�
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 El disseny dels primers per amplificar els 700pb dels braços d’homologia es 
va dur a terme seguint el protocol detallat a la publicació (Savic et al, 2015). I se li 
van afegir les seqüències de lligació al vector: 
 

Taula M3. Primers utilitzats per clonar els braços d’homologia. 
 
 Es va extreure l’ADN genòmic de les cèl·lules NIH3T3 (apartat 3.2) i es va 
realitzar una PCR per tal d’amplificar els braços d’homologia utilitzant els primers 
dels HOM Arm1 fw i rv i els de l’HOM Arm2 en la reacció que es detalla a 
continuació: 1.25μl del primer 10μM fw, 1.25μl del primer 10μM rv, 50ng de l’ADN 
genòmic i 12.5μl de la polimerasa Phusion high Fidelity (NEB M0531S). El resultat 
de la PCR es va córrer en un gel d’agarosa a l’1,5%, les bandes van ser tallades del 
gel i purificades amb el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel). A 
continuació es va procedir a la digestió del vector pFETCH_Donor amb els enzims 
BsaI i BbsI (NEB, R0539S) 2h a 37ºC. I es va dur a terme la reacció d’ensamblatge 
dels braços d’homologia i el vector digerit utilitzant les instruccions de la casa 
comercial de la Gibson Assemby Master Mix (NEB  E2611S). El vector clonat es va 
amplificar en bacteris competents DH5-α, que es van seleccionar amb antibiòtic. 
Després es va purificar el vector amplificar utilitzant el Kit de purificació de 
plàsmids d’ADN (Omega D6942). Es va seqüenciar per tal de comprovar que 
estigués ben incorporada la seqüència amb els primers SEQ.HA1: 5’-
ACGCCTGTGAAACCGTACTA-3’, SEQ.HA2: 5’-GGCCGCTTTTCTGGATTCAT-3’, 
SEG.P2A: 5’-CAGCAGGCTGAAGTTAGTAGC-3’ i SEQ.4: 5’-
GACGGCCAGTGAATTGGAG-3’.  
 
 
3.1.3. Selecció de les cèl·lules  
 
 Un cop obtinguts els dos vectors es van transfectar en proporció 1:1 seguint 
el protocol de transfecció de plàsmids (apartat 2.1). Es van tractar les cèl·lules amb 
5μm de L755507 (Sigma), que augmenta l’eficiència de l’HDR . Es va seleccionar les 
possibles cèl·lules positives amb 1000μg/ml de G418 (Thermo Fisher) durant 7 

PRIMERS BRAÇOS D’HOMOLOGIA 

HOM Arm1 Forward: 

5’-TCCCCGACCTGCAGCCCAGCTCCTCCTTCACCTTCCTTGTTCTG-3’ 
HOM Arm1 Reverse: 

5’-CCGGAACCTCCTCCGCTCCCGAAGAGATATTTTCGGCAAGCC-3’ 
HOM Arm2 Forward: 

5’-AGTTCTTCTGATTCGAACATCCTGAAGGGGCCTGAAGCCACC-3’ 
HOM Arm2 Reverse: 

5’-TGGAGAGGACTTTCCAAGCAGCCTTATCTCCCAGCTCTG-3’ 
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dies, substituint el medi cada 48h. Amb el Sorter Moflo-XDP es van separar en p96 
pous les cèl·lules individuals. Aquestes cèl·lules es van fer créixer durant 3 
setmanes i es van analitzar els clons.  
 
 
3.2. Obtenció de l’ADN genòmic 
 
 Es va obtenir el pellet de les cèl·lules NIH3T3 i de les NIH3T3 Suv39h1-flag 
obtingudes per CRISP/Cas9. Es va afegir a la mostra tampó de lisis (10mM Tris pH 
8.0, 5mM EDTA, 100mM NaCl), un 1% d’SDS i 50μg de proteïnasa K (Thermo 
Scientific). Es va deixar incubar 1h a 65ºC. Es va afegir NaCl a una concentració 
final de 1.5M i es va centrifugar a 13.000rpm 20min. L’ADN del sobrenedant es va 
precipitar amb 0.8V de isopropanol i es va centrifugar a 13.000rpm 10min. Es el 
pellet es va rentar amb etanol al 70% i es va centrifuga 5min. Després d’assecar es 
va resuspendre en aigua fins a obtenir una concentració de 100ng/μl. 
Posteriorment es va utilitzar com a substrat de la PCR.  
 

3.3. PCR 
 

 La PCR (polymerase chain reaction) utilitzada per l’amplificació dels braços 
d’homologia (700pb) a partir de l’ADN genòmic de les cèl·lules NIH3T3 es va dur a 
terme utilitzant els primers dels HOM Arm1 fw i rv i els de l’HOM Arm2 detallats a 
la taula de primers (Taula M3). La reacció va ser la següent: 1.25μl del primer 
10μM fw, 1.25μl del primer 10μM rv, 50ng de l’ADN genòmic i 12.5μl de la 
polimerasa Phusion high Fidelity (NEB M0531S) en les condicions detallades per la 
casa comercial de la polimerasa. El resultat de la PCR es va córrer a un gel 
d’agarosa al 1.5%.  
 Per l’amplificació de la part final de Suv39h1+Gly-Ser+3Xflag+P2A linker+la 
part inicial del gen de resistència a neomicina (400pb), a partir de l’ADN genòmic 
en les cèl·lules NIH3T3 Suv39h1-flag per CRISPR/Cas9 es van utilitzar els primers 
següents, primer forward: 5’-GGACATGGAGAGTACCCGAATGGAC-3’ i primer 
reverse: 5’-CGATTGTCTGTTGTGCCCAGTC-3’, i la Phusion high Fidelity. El resultat 
de la PCR es va córrer a un gel d’agarosa al 1.5%. 
  
 
3.4. Purificació de l’ARN i síntesi de cDNA 

 
 La purificació de l’ARN es va fer amb Trizol (Sigma). Les cèl·lules es van 
resuspendre en 1ml de Trizol i es va incubar 5min a temperatura ambient. Es va 
afegir 200μl de cloroform i es va barrejar i deixar incubar 5min més. Es va 
centrifugar a 12.000g a 4ºC durant 15 min i es van obtenir tres fases. Es va recollir 
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la fase superior que contenia l’ARN i es va precipitar amb isopropanol. Després de 
dos rentats amb etanol al 75%, es va assecar el pellet i resuspendre en aigua. La 
qualitat de l’ARN va ser avaluada en un gel d’agarosa al 1.5%. 
 A partir de 1000ng d’ARN es va sintetitzar el cDNA mitjançant 
retrotranscripció utilitzant el Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) 
segons les seves especificacions i utilitzant primers hexamèrics aleatoris.   
 
 
3.5. RT-qPCR 

 
 La PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR) es va realitzar utilitzant la 
QuantStudioTM 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher) amb el reactiu SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems). Per la RT-qPCR a partir del cDNA sintetitzat 
de l’mRNA es va barrejar 0.2μl dels primers 10μM (Taula M4), 5μl de cDNA i 5μl de 
SYBR Green MM per pou. L’expressió gènica relativa es va determinar mitjançant el 
mètode del 2-ΔΔCT utilitzant el software de la QuantStudio 5 (Thermo Fisher). Els 
resultats van ser normalitzats utilitzant primers pels gens housekeeping (HK) 
EEF2, RPL38 i HPRT1, que s’expressen de manera constitutiva.  
 

PRIMERS PER RT-qPCR  
RT-qPCR d’expressió 

Suv39h1 forward 5’-CTGTAGAGGGTTCTCAGC-3’ 
reverse 5’-GCTGAGAACCCTCTACAG-3’ 

Suv39h1-flag forward 5’-GCAGGTGTACAACGTATTCATAGAC-3’ 
reverse 5’-TCATCCTTGTAATCTCCAGAACCAC-3’ 

EEF2 forward 5’-TGTCAGTCATCGCCATGTG -3’ 
reverse 5’- CATCCTTGCGAGTGTCAGTGA-3’ 

RPL38 forward 5’-AGGATGCCAAGTCTGTCAAGA-3’ 
reverse 5’-TCCTTGTCTGTGATAACCAGGG-3’ 

HPRT1 
forward 5’-AGCTACTGTAATGATCAGTGACG -3’ 
reverse 5’-AGAGGTCCTTTTCACCAGCA-3’ 

RT-qPCR dels CHIPs 

MAJOR SAT 
forward 5’-TGGAATATGGCGAGAAAACTG-3’ 
reverse 5’-AGGTCCTTCAGTGGGCATTT-3’ 

LINE L-1 Promoter 
forward 5’- ACTGCGGTACATAGGGAAGC-3’ 
reverse 5’-TGTGATCCACTCACCAGAGG-3’ 

LINE L-1 ORF2 
forward 5’-ACCTGGACGAAATGGACAAA-3’ 
reverse 5’-CATCTGGTCCTGGGCTTTT-3’ 

H19-ICR3 
forward 5’-GCTGTTATGTGCAACAAGGG-3’ 
reverse 5’-AAGTTGGCAGCATTTGGGC- 

H19-ICR1 
forward 5’-CGCAATCGATTTTGCTGCCACC-3’ 
reverse 5’-AAGTTGGCAGCATTTGGGC-3’ 

H19-ICR-1Kb forward 5’-CAATGGACGTACACAGAGGTG-3’ 
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reverse 5’-GTCCCATCTAGGAGGCAGC-3’ 

H19-ICR-2Kb 
forward 5’-CAATGGACGTACACAGAGGTG-3’ 
reverse 5’-GTCAGTGTTCTATTGCTGTGG-3’ 

 
Taula M4. Llistat de primers utilitzats a les RT-qPCR. Pel disseny dels primers de les RT-qPCR 
d’expressió s’ha fet servir el mètode de l’intron skipping utilitzant el programa AmplifX. El disseny 
dels primers de les RT-qPCR dels CHIPs s’ha efectuat utilitzant el programa AmplifX. 
 
 Per la RT-qPCR a partir de la cromatina dels CHIPs es va barrejar 0.2μl dels 
primers 10μM (Taula 4), 5μl dels inputs del CHIP diluïts 1:10/5μl de les elucions 
del CHIP i 5μl de SYBR Green MM per pou. L’anàlisi es va realitzar utilitzant el 
software de la QuantStudio 5 (Thermo Fisher). Els resultats obtinguts de l’anàlisi 
es van ajustar de la següent manera: primerament es va calcular l’Input ajustat (Cq 
inputs-6.644) i després es va calcular el Percent input (100*eficiència del CHIP 
(Input ajustat-Cq elució)), que és el resultat final.  

 
 
 
4. PROCEDIMENTS AMB PROTEÏNES 
 

4.1. Extractes proteics totals i fraccionament subcel·lular 
 
 Per l’extracció total de proteïnes els pellets cel·lulars van ser directament 
resuspesos en Buffer Laemmli (60mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 0.01% 
Blau de bromofenol) i van ser sonicats durant 30 segons al sonicador d’agulla 
UP50H Ultrasonic Processor (Biotech). 
 Els extractes citoplasmàtics i nuclears van ser preparats seguint una 
modificació del mètode estàndard Dignam (Dignam et al, 1983). El pellet cel·lular 
va ser resuspès en Buffer A (10mM Tris pH 7.8, 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.5mM 
DTT i 0.1mM PMSF) i incubat durant 10 min en gel. L’extracte va ser vortexat i 
centrifugat a 13.000rpm a 4ºC durant 1min. El sobrenedant es va recollir com a 
fracció citoplasmàtica i el pellet va ser resuspès en Buffer C (10mM Tris pH 7.8, 
1.25mM MgCl2, 0.42mM NaCl, 25% glicerol, 0.2mM EDTA, 0.5mM DTT i 0.1mM 
PMSF) i incubat 20 min en gel. Es va vortexar i centrifugar l’extracte a 13.000rpm a 
4ºC durant 1min. Es va recollir el sobrenedant com a fracció soluble nuclear. Per 
obtenir l’extracte cromatínic de la fracció de proteïnes unides fortament a la 
cromatina, es va afegir 50U de Benzonasa (Millipore) per cada 5·106 cèl·lules i es 
va incubar 4h en agitació a 4ºC. Es va centrifugar a 13.000 5min i es va recollir el 
sobrenedant com a fracció cromatínica. 
 En l’assaig de peptide pull-down els pellets cel·lulars van ser resuspesos en 
buffer RIPA (150mM NaCl, 50mM  Tris pH 7.8, 1% NP-40, 0.5% àcid deoxicòlic i 
0.1% SDS) amb 50 U de Benzonasa per cada 5·106 cèl·lules i es van incubar durant 
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4h a 4ºC. Posteriorment es van centrifugar els extractes durant 5 minuts a 
13.000rpm i es va guardar el sobrenedant com a extracte proteic total.  
 

4.2. Western Blot 
 
 Els extractes proteics van ser mesclats amb Buffer Laemmli 5X suplementat 
amb un 10% de β-mercaptoetanol i bullits a 95ºC durant 5min. Es va dur a terme la 
electroforesi de les mostres en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sòdic 
(SDS-PAGE) de diferent percentatge d’acrilamida en funció del tamany de les 
proteïnes a detectar aplicant un voltatge de 200V. Després de l’electroforesi, les 
proteïnes van ser transferides del gel a la membrana de nitrocel·lulosa (GE 
Healthcare) en tampó de transferència (500mM glicina, 50mM Tris-HCl, 0.01% 
SDS, 20% metanol) a 400mM durant 1h. Les membranes es van bloquejar durant 
30 minuts en 5% de llet desnatada en PBS-Tritó 0.1%. Es van rentar en tampó 
fosfat salí amb 0.1% Tween (PBS-Tween 0.1%) i van ser incubades amb l’anticòs 
primari adequat diluït en PBS-Tween 0.1% (Taula M5) durant 1h a temperatura 
ambient o durant la nit a 4ºC. Les membranes es van rentar 3 cops amb PBS-Tween 
0.1% durant 5 minuts, seguit de la incubació amb els anticossos secundaris 
conjugats amb peroxidasa HRP (Horseradish peroxidase) (Taula M5) diluïts en 
PBS-Tween 0.1%, durant 30 minuts a temperatura ambient. Es van rentar les 
membranes 3 cops amb PBS-Tween 0.1% durant 5 minuts, i el marcatge va ser 
detectat amb Luminol o EMD Millipore ImmobilonTM Western Chemiluminiscent HRP 
Substrate (ECL). Els anàlisis densiomètrics es van realitzar utilitzant el programa 
Quantity One de BIO-RAD.  
 

Anticossos primaris Dilució Referència producte 
α-HP1α 1/1000 Euromedex 2HP-2G9 
α-HP1β 1/1000 Euromedex 1MOD-1A9 
α-HP1γ 1/1000 Euromedex 2MOD-1G6 
α-H4K20me3 1/1000 Abcam ab9053 
α-H3K9me3 1/1000 Millipore 07-523 
α-H2A.Z 1/1000 Abcam ab4174 
α-CTCF 1/1000 Abcam ab70303 
α-H2A 1/3000 Cell Signaling D603A 
α-H3 1/3000 Cell Signaling 9715 
α-H4 1/3000 Cell Signaling 2935 
α-Suv39h1 1/500 Millipore D11B6 
α-SirT1 1/1000 Millipore 07-131 
α-PARP-1 1/3000 Cell Signaling 46D11 
α-actina 1/5000 Sigma A5316 
α-HA 1/3000 Sigma H6908 
α-myc 1/1000 Cell Signaling 9B11 
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α-Flag 1/1000 Sigma F7425 
α-GFP 1/1000 Millipore MAB2510 
Anticossos secundaris Dilució Referència producte 
α-rabbit 1/10000 Sigma A0545 
α-mouse 1/10000 Sigma A9044 
α-rat 1/10000 Sigma A9037 

 
Taula M5. Llistat d’anticossos primaris i secundaris emprats per Western Blot. 

 

4.3. Co-immunoprecipitació de proteïnes i pull-downs 
 
 Les co-immunoprecipitacions es van realitzar amb extractes totals o amb 
extractes de les fraccions nuclears i cromatíniques obtinguts segons el mètode 
estàndard Dignam modificat (apartat 4.1). Aquests extractes es van incubar amb  
reïna d’agarosa α-HA (Sigma A2095) o α-Flag (Sigma A2220), o bé amb reïna 
magnètica de proteïna A/G (Pierce 26132) a les quals se li va unir l’anticòs 
endògen d’H2A.Z (4μl/10μl beads, Abcam ab4174), tota la nit en agitació suau a 
4ºC.  Després de la incubació, la reïna va ser rentada tres cops amb BC100 (100mM 
KCl, 10mM Tris pH 7.8, 0.5mM EDTA, 10% glicerol, 0.1mM PMSF i 0.1mM DTT) i 
tres cops amb BC500 (500mM KCl, 10mM Tris pH 7.8, 0.5mM EDTA, 10% glicerol, 
0.1mM PMSF i 0.1mM DTT). Les proteïnes unides a la reïna es van eluir mitjançat 
l’alteració del pH amb 0.2M de glicina a pH 2.3 durant 5 minuts a temperatura 
ambient. Les proteïnes eluïdes es va neutralitzar amb Tris-HCl 1.5M pH 8.7 i es van 
ser carregades en un gel d’electroforesi per a la seva detecció.  
 Els assajos de peptide pull-down es van realitzar en extractes nuclears 
obtinguts en dues condicions diferents, en la primera s’ha utilitzat el mètode 
Dignam i en la segona el tampó RIPA, molt més astringent. Aquests extractes es van 
incubar amb reïna H3K9me3 o H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada, 
preparada a partir de la incubació de 100mg dels pèptids biotinilats que contenen 
els residus d’H4 1-2 (sense modificar o H4K20me3) o els residus d’H3 1-21 (sense 
modificar o H3K9me3)(Anaspec) ambreïna estreptavidina-agarosa (Pierce 26132). 
Les proteïnes unides a la reïna es van eluir i van ser carregades en un gel 
d’electroforesi per a la seva detecció. 
 

4.4. CHIPs i reCHIPs 
 
 Per dur a terme els experiments de CHIP (chromatin immunoprecipitation) es 
van crosslinkar les cèl·lules amb 1% de formaldehid (VWR 15686) a temperatura 
ambient i en agitació durant 15 min, i es va parar la reacció afegint 125mM de 
glicina durant 10 min més. Es van rentar les cèl·lules amb PBS fred suplementat 
amb 10mM PMSF i 50mM DTT, i es van recollir. El pellet cel·lular va ser lisat amb 
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buffer de lisis 1 (5mM HEPES pH8. 85mM KCl i 0.5% NP-40) 5 minuts en gel, es va 
centrifugar a 4.000rpm durant 1 min i es va descartar el sobrenedant (extracte 
citoplasmàtic). El pellet obtingut es va resuspendre en buffer de lisis 2 (50mM 
Tris-HCl pH 8, 10mM EDTA i 1%SDS) i es va incubar 20 minuts en gel per trencar 
la membrana nuclear. Es va transferir el lisat en milliTUBE 1ml AFA Fiber (Covaris, 
520130) i es va sonicar al Covaris M220 per tal de trencar la cromatina en 
fragments d’un rang de 250 a 1000pb. Les mostres van ser diluïdes 10 vegades en 
buffer de dilució (150mM NaCl, 20mM Tris pH 8.1, 2mM EDTA i 1% tritó) per 
facilitar les interaccions entre proteïna-anticòs. Es van utilitzar 60μg de la mostra 
de cromatina digerida per cada CHIP i es fa fer un pre-rentat afegint reïna 
magnètica de proteïna A/G chip grade (Pierce, 26162) 30 minuts en agitació a 4ºC. 
Posteriorment, les mostres de cromatina pre-rentada van ser incubades amb els μg 
dels anticossos primaris especificats (Taula M6) durant tota la nit en agitació a 4ºC, 
seguit d’una incubació de 2h amb 30μl de reïna magnètica de proteïna A/G. Es van 
rentar la reïna 5 cops amb buffer RIPA (500mM LiCl, 50mM Tris-HCl pH8, 1mM 
EDTA, 1%NP-40 i 0.7% na deoxicolat) i 2 cops amb buffer TE (10Mm Tris pH8 + 
0.1mM EDTA). Les reïnes van ser eluïdes i descrosslikades amb RC buffer (NaHCO3 
01M +1% SDS) a 65ºC durant una nit. Es va degradar l’RNA afegint 40μg/ml de 
RNAsa (Merk 11119915001) i  incubant  30 min a 37ºC. Van ser afegits: 2μl EDTA 
0.5M pH 8, 4μl Tris 1M pH 8 i 2μl de proteïnasa K 10mg/ml per tal de degradar la 
proteïna. Es va purificar el DNA utilitzant el Kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up 
(Macherey-Nagel, 740609250) amb buffer NTB (Macherey-Nagel 740595150) i es 
va eluir la mostra amb aigua milliQ. El DNA purificat es va utilitzar per a dur a 
terme RT-qPCR tal i com es detalla a l’apartat 3.2. 
 En els experiments de reCHIP (sequential chromatin immunoprecipitation) 
s’ha seguit el mateix protocol però el primer CHIP s’ha eluit amb 10mM Tris-EDTA 
i 20mM DTT i s’ha diluït 20 cops amb buffer de dilució (0.01% SDS, 1.1% Tritó X-
100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl 8.1, 167 mM NaCl, i inhibidors de proteases) 
abans de realitzar el segon CHIP. 
 Els CHIPs de les cèl·lules NIH3T3 amb siRNA scr i d’H2A.Z, degut al baix 
nombre de cèl·lules disponibles, es van realitzar utilitzant el Kit de CHIP LowCell de 
proteïna A (Diagenode C01010072) seguint el protocol detallat del Kit. 
 

Anticossos CHIP i reCHIP μg/60μg cromatina Referència  
α-H3K9me3 5 Abcam ab8898 
α-H4K20me3 10 Abcam ab9053 
α-H3K27me3 7.5 Cell Signaling 9733 
α-CTCF 25 Cell Signaling 2899 
α-H2A.Z 7.5 Abcam ab4174 
α-H2A 7.5 Cell Signaling D603A 
α-HP1α 12.5 Abcam ab77256 
α-HP1β 12.5 Abcam ab10478 
α-HP1γ 12.5 Abcam ab10480 
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α-HA 7.5 Sigma H6908 
α-Flag 7.5 Sigma F7425 
Anticossos CHIP LowCell kit μg/100.000 cèls Referència  
α-CTCF 10 Cell Signaling 2899 
α-H4K20me3 4 Abcam ab9053 
α-H3K27me3 3 Cell Signaling 9733 
α-H3K9me3 2 Abcam ab8898 
α-H3K4me3 2 Abcam ab8580 

 
Taula M6. Llistat d’anticossos emprats en CHIPs i reCHIPs. 

 
   
4.5. Purificació de Suv39h1-FLAG de cèl·lules NIH3T3 taggejades 

endògenament 
 
 La proteïna Suv39h1-FLAG va ser purificada de cèl·lules NIH3T3 taggejades 
endògenament per CRISP/Cas9. Es va seguir el protocol d’extracció de Dignam 
(apartat 4.1) per obtenir els extractes citoplasmàtics i nuclears. I es va afegir a 
l’extracte nuclear 50U de Benzonasa per cada 5·106 cèl·lules (apartat 4.1) per tal 
d’obtenir la fracció cromatínica. Finalment es van ajuntar els extractes per tal 
d’obtenir l’extracte proteic total. L’extracte total es va incubar amb la reïna 
d’agarosa α-FLAG (Sigma A2220) durant tota la nit a 4ºC. Posteriorment, la reïna 
es va rentar tres cops amb BC100 (100mM KCl, 10mM Tris pH 7.8, 0.5mM EDTA, 
10% glicerol, 0.1mM PMSF i 0.1mM DTT) i cinc cops amb BC500 (500mM KCl, 
10mM Tris pH 7.8, 0.5mM EDTA, 10% glicerol, 0.1mM PMSF i 0.1mM DTT). Les 
proteïnes van ser eluïdes per competició utilitzant 0.2mg/ml de pèptid FLAG i 
incubant 20 min en agitació a 4ºC. La proteïna purificada es pot guardar a -80ºC 
per a futurs experiments.  
 
   
4.6. Assaig de metilació d’histones in vitro 
 
 Per l’assaig de metilació d’histones in vitro es va incubar 15-25μl de la 
metiltransferasa Suv39h1-FLAG purificada de cèl·lules NIH3T3 (apartat 4.5) amb 
2μl del cofactor SAM fred (4μg/ml) i 2μl de core histones comercials en 3.5μl de 
buffer de metilació (500mM Tris pH 8.7, 50mM MgCl2, 40mM DTT) en un volum 
final de 35μl, durant 1.5h a 30ºC. La reacció es va parar amb PLB5X, i el resultat de 
la reacció es va carregar en gels d’acrilamida per analitzar-ho mitjançant Western 
Blot.  
 
 
 



 

93 
 

4.7.   Immunofluorescència 
 
 Les cèl·lules es van sembrar en p12 pous amb un cobreobjectes de grossor 
1.5 (0.16-0.19μm) per pou i es van deixar assentar durant 24h. Es van rentar dues 
vegades amb PBS i van ser fixades amb paraformaldehid al 4% durant 7 minuts a 
temperatura ambient. Les cèl·lules fixades es van rentar dues vegades més amb 
PBS i van ser permeabilitzades amb Buffer B (3% BSA, 0.2% Tritó en PBS) durant 
10 minuts i posteriorment bloquejades amb Blocking Buffer (PBS-BSA 3%) durant 
tota la nit en agitació a 4ºC. Els cobreobjectes van ser incubats amb l’anticòs 
primari adequat diluït en Buffer B (Taula M7) en una cambra humida durant 1h a 
temperatura ambient. Després de tres rentats amb Blocking Buffer, els 
cobreobjectes van ser incubats amb l’anticòs secundari corresponent diluït en 
Buffer B (Taula M7) en la cambra humida durant 30 minuts a temperatura ambient 
i tapat de la llum. Després de tres rentats amb Blocking Buffer, les cèl·lules es van 
tenyir amb DAPI 1μg/ml durant 4 minuts. Es va rentar tres cops amb aigua i es va 
procedir al muntatge en Mowiol amb antifading. Les imatges de les 
immunofluorescències (IF) van ser adquirides en un Microscopi Confocal Leica TCS 
SP5 2 en stacks entre 0.2-0.5μm. Els stacks d’imatges adquirides van ser 
processades pel software de deconvolució Huygens (Scientific Volume Imaging), i 
les reconstruccions tridimensionals i la visualització generada per l’ordinador del 
senyal es va obtenir utilitzant el software Imaris (Bitplane, A.G.). Aquestes imatges 
van ser processades i analitzades amb el programa Fiji. Una barra d’escala de 5μm 
es va incloure en una imatge representativa de tots els anàlisi.  
 La discriminació de la fase del cicle cel·lular realitzat en determinades IF es 
va dur a terme tal i com s’ha explicat anteriorment (apartat 2.4). 
 En el cas de l’estudi de Suv39h1-flag en les cèl·lules NIH3T3 taggejades 
endògenament, el pas de permeabilització precedeix el de fixació i s’afegeix un pas 
addicional d’exposició d’antigen (antigen retrieval) . Aquesta diferència és importat 
per a descartar la fracció soluble i només detectar la fracció unida a la cromatina, i 
per exposar els antígens que podrien trobar-se emmascarats i augmentar així la 
seva detecció a través dels anticossos. Després dels dos rentats inicials amb PBS 
fred, es va procedir a la permeabilització amb Buffer B durant 10 minuts a 4ºC. 
L’antigen retrieval es va dur a terme tractant amb 1.5M (4.6%) d’HCl durant 10 
minuts a 37ºC. Seguidament, es va rentar dos cops amb PBS fred i la fixació es va 
realitzar amb paraformaldehid al 4% durant 7 minuts. Els següents passos es van 
realitzar seguint el protocol d’IF general citat a dalt.  
 

Anticossos primaris Dilució Referència producte 
α-H4K20me3 1/300 Abcam ab9053 
α-H3K27me3 1/500 Cell Signaling 9733 
α-H3K9me3 1/500 Abcam ab8898 
α-HP1α 1/200 Euromedex 2HP-1H5 
α-H2A.Z 1/100 Cell Signaling 2718 
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α-H2A 1/250 Cell Signaling D603A 
α-CTCF 1/300 Cell Signaling 3418 
α-BrdU-FITC 1/200 BD Pharmigen MAB3262F 
α-CREST 1/500 Invitrogen PA5-30500 
α-tubulina 1/500 Sigma DM1A 
α-Flag 1/200 Sigma F7425 
α-GFP 1/200 Millipore MAB2510 
α-RFP 1/500 Invitrogen MA5-15257 
Anticossos secundaris Dilució Referència producte 
α-rabbit 488 1/1000 Alexa Fluor A11008 
α-rabbit 555 1/1000 Alexa Fluor A21428 
α-rabbit 647 1/1000 Alexa Fluor A21244 
α-mouse 488 1/1000 Alexa Fluor A11001 
α-mouse 555 1/1000 Alexa Fluor A21422 
α-mouse 647 1/1000 Alexa Fluor A21236 

 
Taula M7. Llistat d’anticossos primaris i secundaris emprats per IF. 

  
 
4.8. Experiments de FRET 
 
 Els experiments de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) in vivo es 
basa en la transferència d’energia entre fluoròfors que es troben molt propers i es 
van portar a terme co-transfectant una proteïna amb EGFP que actuarà com a 
donadora i una altre amb RFP que actuarà com a acceptora (apartat 2.1). El mètode 
emprat és el de acceptor photobleaching, que consisteix en cremar l’acceptor, l’RFP, 
amb una intensitat de làser 561 del 100% sense cremar el donador. Si es produeix 
FRET a la zona cremada, el donador tindrà una intensitat més alta de la que tenia a 
l’inici ja que no hi haurà transferència d’energia degut a que l’acceptor ha estat 
cremat. Es va utilitzar un Microscopi Confocal Leica TCS SP5 2 i ser adquirides tres 
imatges: la imatge pre-bleach del donador (làser 488) i de l’acceptor (làser 561); la 
imatge bleach del donador i de l’acceptor, un cop s’ha cremat l’acceptor amb làser 
561 al 100% realitzant 7 passades del làser a la regió d’interès (ROI); i la imatge 
post-bleach del donador i acceptor en les mateixes condicions que en pre-bleach. La 
quantificació de la intensitat de fluorescència de donador es va fer amb el  
programa Fiji i l’eficiència del FRET es va calcular segons la fòrmula: (FRFP post-FRFP 

pre)/FRFP post·100. 
 
   
4.9. Experiments de FRAP 
 
 En els experiments de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) in 
vivo es van realitzar en cèl·lules NIH3T3 transfectades amb el plàsmid Suv420h2-
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EGFP (apartat 2.1). Aquests experiments consisteixen en fotodestruir la regió 
d’interès, que en el nostre cas eren els focis d’HPC, i mitjançant la recuperació de la 
intensitat de EGFP a aquesta regió es pot quantificar el temps mitjà d’intercanvi de 
Suv420h2-EGFP, la fracció mòbil i la fracció immòbil. Es va utilitzar un Microscopi 
Confocal Zeiss LSM 510 Meta amb una càmera d’incubació a 37ºC , 5% CO2 i 95% 
d’humitat relativa (Carl Zeiss) per mantenir les cèl·lules ja transfectades vives. El 
bleaching es va realitzar en una àrea circular de 1μm de diàmetre utilitzant el làser 
488 a una intensitat del 100% durant 25.6μs. La recuperació de la fluorescència es 
va mesurar amb un làser d’argó i el filtre AOTF al 2% a intervals de 500ms. A partir 
del programa Zeiss LSM510 es va analitzar tres regions: FRAP ROI, que és l’àrea 
d’interès on s’ha efectuat el bleaching; BASE ROI, que és el fons sense cèl·lules; i la 
REFERÈNCIA ROI, que és la disminució de la fluorescència a tot el nucli a causa del 
photobleaching. A partir d’aquests anàlisis es va aplicar una doble normalització als 
experiments de FRAP (Phair et al, 2004), i les intensitat de fluorescència relatives 
dins de l’àrea del bleaching es van representar en funció del temps produint les 
corbes de recuperació del FRAP. A partir de les corbes de recuperació es va 
calcular el valor de la vida mitjana (temps necessari per arribar a la meitat de la 
recuperació total) utilitzant una macro de càlcul FRAP (K_FRAPcalcV9.ipf, EMBL) 
que s’executa amb el programa IgorPro6.1 (WaveMetrics). 
 
   
4.10. Experiments de FLIM-FRET 
 
 Els experiments de FLIM-FRET (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy- 
Fluorescence Resonance Energy Transfer) in vivo permeten una elevada resolució 
tant temporal (nanosegons) com espacial (nanòmetres) i ens van permeten 
mesurar el grau de compactació als focis d’HPC a l’expressar la histona H2B 
fusionada a dos fluoròfors diferents, GFP i RFP. Així doncs, una major compactació 
de la cromatina correlaciona amb una major eficiència de FRET entre H2B-GFP 
(proteïna donadora) i H2B-RFP (proteïna acceptora), el que resulta en una vida 
mitja més baixa de la molècula donadora H2B-GFP (FLIM) (Llères et al, 2009). Es 
van transfectar les cèl·lules NIH3T3 amb els plàsmids H2B-GFP i H2B-RFP (apartat 
2.1). Es va utilitzar un Microscopi Confocal Leica TCS SP5 2 equipat amb una 
plataforma de detecció de molècules individuals i electrònica de recompte de 
fotons individuals (PicoHarp 300, PicoQuant GmbH) i es va mesurar EL FLIM-FRET 
per recompte de fotons individuals correlacionat amb el temps (TCSPC). 
L’excitació de dos fotons de la molècula donadora (H2B-GFP) va ser realitzat a 
950nm amb un làser Mai Tai Ti: Saphire (Spectra Physics) amb una velocitat de 
repetició de 80MHz. Els fotos individuals van ser detectats amb conteig de fotons 
individuals fotodíodes (PicoQuant) amb un filtre de pas de banda de fluorescència 
de 500-550nm limitat a la detecció de la fluorescència del donant només. Es va 
realitzar en 10 camps diferents a partir dels quals es van extreure els ROI als focis 
de l’HPC i les corbes de desintegració de la fluorescència van ser analitzades amb el 
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software SymPhoTime píxel per píxel a una elevada resolució espacial. A partir de 
les corbes es va calcular la vida mitja del fluoròfor del donant i es van mapejar per 
pseudocolor píxel per píxel a tota la imatge. Els valors d’eficiència de FRET (E), es 
van calcular a partir de E=-1-(tAD/tD), on tAD és l’amplitud de la vida mitja de la 
fluorescència del donant (EGFP) en presència de l’acceptor (RFP) i tD és la vida 
mitja de la fluorescència del donant sol.  
 
 
4.11. Anàlisis mitòtics 
 
 Es van cultivar les cèl·lules MEFS HP1α-/-, β-/- i γ-/- en creixement exponencial 
i es van fixar amb paraformaldehid al 4%, permeabilitzar amb PBS-Tritó 0.5% i es 
van marcar amb els anticossos primaris α-CREST i α-tubulina, i contratenyits amb 
DAPI (apartat 4.7). Les imatges van ser adquirides amb un Microscopi Confocal 
LSM 510 Meta. Per la quantificació de les aberracions mitòtiques, les imatges es 
van adquirir utilitzant un objectiu PlanApochromat 20X 0.8NA i els camps es van 
seleccionar per contenir una mitosi al menys, amb un mínim de 100 camps 
analitzats. Per l’obtenció de les imatges representatives, es va utilitzar un objectiu 
C Apochromat 63X 1.2NA.  
 
 
 
5. ANÀLISI BIOINFORMÀTICS 
 

5.1. Anàlisi de correlació de CHIP-seq 
 
 Les dades del CHIP-seq van ser descarregades de GEO dels següents estudis: 
HP1α GEO:GSM13759 (Bulut-Karslioglu et al, 2014), HP1β GEO:GSM1584767 
(Matteout et al, 2015) i H4K20me3 GEO:GSM656527 (Biododeau and Young, 
2010). Les dades van ser convertides a Fastq utilitzant SRA toolkit. Es va realitzar 
un test de qualitat i els adaptadors i seqüències sobrerepresentades es van 
eliminar de les lectures sense processar. Les seqüències retallades es van mapejar 
al genoma de ratolí (compilació GRCm38/mm10) utilitzant el programa Bowtie2 
v.2.0.5 agafant només les lectures alineades úniques amb no més d’un error. 
Aquests arxius es van processar encara més utilitzant el programa SAMTOOLS 
v.0.1.18. El peak calling es va realitzar amb MACS v.2 amb els paràmetres 
predeterminats. Finalment es van obtenir les regions de les subunitats d’HP1 que 
interactuen amb H4K20me3 utilitzant el programa Bedtools intersectBed v.2.25.0.  
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5.2. Anàlisi estadístic 
 
 L’anàlisi estadístic es va realitzar utilitzant un test multivariant ANOVA 
(anàlisi de CHIP-seq i de FLIM-FRET) o un test T-Student (resta d’anàlisi). Els 
valors dels gràfics representen els valors mitjans de mínim tres experiments i 
inclouen l’error estàndard (SE) excepte en el cas del CHIP-seq que inclou la 
desviació estàndard (SD). Les n específiques i els p valors s’indiquen a les llegendes 
de les figures corresponents. L’anàlisi de correlació de CTCF i l’HPC s’ha efectuat 
amb el coeficient de correlació de Pearson. 
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1. PAPER ESPECÍFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A L’ESTRUCTURA I 
ORGANITZACIÓ DE L’HPC 

  
 La contribució específica d’HP1α, HP1β i HP1γ a l’estructura de l’HPC no està 
del tot clara. Considerant la importància d’aquestes regions a l’organització i a la 
integritat del genoma (Hall et al, 2012), l’estudi de la contribució diferencial de les 
isoformes d’HP1 a l’estructura de l’HPC és vital per entendre com aquestes regions 
participen al manteniment de l’estabilitat genòmica.  
 La primera part d’aquesta tesi s’ha centrat en aprofundir en l’estudi del paper 
específic de les isoformes d’HP1 a l’estructura i organització de l’HPC mitjançant 
l’estudi de la relació de les isoformes d’HP1 amb les principals marques 
històniques associades a l’heterocromatina, les seves relacions funcionals amb els 
enzims i proteïnes associades a aquestes regions, i el seu paper específic a 
l’estructura i organització de l’HPC, i com a conseqüència, el seu impacte en 
l’estabilitat genòmica.    
 

 
1.1. HP1α controla la propagació d’H4K20me3 i d’H3K27me3 als 

focis d’HPC 
 
 Tal i com he mencionat, estudis previs del nostre grup relacionaven la pèrdua 
de la isoforma HP1α, però no d’HP1β ni d’HP1γ en MEFS, amb un significant 
enriquiment de les marques associades a l’heterocromatina H4K20me3 i 
H3K27me3 als focis d’HPC a partir d’experiments d’immunofluorescència (IF), i de 
manera independent a la fase del cicle cel·lular. Amb la finalitat de confirmar 
aquests canvis en el patró de modificacions d’histones als focis d’HPC associats a la 
pèrdua de les isoformes d’HP1, vàrem realitzar experiments d’immunoprecipitació 
de la cromatina (CHIP) de les marques H3K9me3, H4K20me3 i H3K27me3 en 
MEFS HP1 WT, MEFS HP1α-/-, β-/- i γ-/-. Els resultats obtinguts mostren un 
enriquiment de les marques H4K20me3 i H3K27me3 als major satellites de l’HPC a 
les MEFS HP1α-/- en comparació amb les cèl·lules WT, mentre que es troben 
disminuïdes en el cas de les MEFS HP1β-/- i γ-/-. La pèrdua de cadascuna de les tres 
isoformes d’HP1 produeix una disminució d’H3K9me3 als major satellites, 
confirmant d’aquesta manera que són redundants pel que fa a la deposició 
d’aquesta modificació d’histones (Figura R1). Aquests resultats doncs, corroboren 
que la pèrdua d’HP1α indueix un enriquiment d’H4K20me3 i d’H3K27me3 a l’HPC 
tal i com s’havia observat prèviament. No només això si no que  mostren també 
que, la pèrdua tant d’HP1β com d’HP1γ, produeix una disminució dels nivells 
d’ambdues marques històniques a l’HPC.  Semblaria doncs, que les isoformes 
d’HP1 tenen diferents papers pel que fa a la regulació de les marques de 
l’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a les regions d’HPC, mentre que la 
pèrdua d’HP1α produeix un enriquiment d’aquestes marques, HP1β i HP1γ 
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tindrien un efecte contrari. L’efecte d’HP1 en la deposició d’H4K20me3 ja havia 
estat definit en el procés de formació de l’HPC, on HP1 té un paper al reclutament 
de proteïnes amb diverses activitats enzimàtiques essencials per la formació 
d’aquesta com és el cas de Suv420h2, que trimetila H4K20 i promou d’aquesta 
manera la formació d’una fibra de cromatina compacta. A més a més, s’havia 
suggerit que podria ser la isoforma HP1β qui actués en la deposició d’aquestes, 
estudis que es troben en línea amb els resultats que em obtingut (Rowbotham et al, 
2011; Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016).  
 

 
 

Figura R1. La pèrdua d’HP1α indueix un enriquiment d’H4K20me3 i d’H3K27me3 a l’HPC. 
CHIP d’H3K9me3, H4K20me3 i H3K27me3 als major satellites en les a les MEFS  HP1α-/-, β-/- i γ-/-.  
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
  
 
 Per tal de demostrar que l’efecte d’HP1α respecte aquestes dues 
modificacions, H4K20me3 i H3K27me3, era directe vàrem realitzar experiments 
d’IF d’ambdues marques a les línies cel·lulars MEFS HP1α-/-(KO), noKO i reKO. 
Aquestes línies són obtingudes a partir de la línia MEFS HP1α-/-, que té incorporat 
un cassete de neomicina al mig del gen HP1α que impedeix l’expressió del gen. A 
partir de la sobreexpressió de la recombinasa Cre (R1) a aquesta línia cel·lular, es 
depleciona el cassete de Neomicina i es restaura l’expressió del gen d’HP1α, donant 
lloc a la línia noKO (WT). Subseqüentment, la sobreexpressió de la recombinasa 
FLP (R2), resulta en una depleció parcial del gen d’HP1α i en la generació d’una 
forma truncada curta d’HP1α, que dóna lloc a la línea reKO (Figura R2A i B). Els 
resultats d’aquests experiments mostren que, tal com esperàvem, la re-expressió 
d’HP1α endògen a les cèl·lules noKO restaura els nivells basals d’ambdues 
marques als focis d’HPC. Curiosament, la re-deleció d’HP1α a les cèl·lules reKO 
torna a induir un enriquiment d’H3K27me3 als focis d’HPC però no d’H4K20me3, 
suggerint que el mecanisme de deposició d’ambdues marques als focis d’HPC és 
diferent. Així mentre que en les cèl·lules KO, el KO ha estat present durant tot el 
desenvolupament adaptant-se a la falta d’HP1α, el reKO és un KO que es fa al 
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moment a posteriori de la fase de desenvolupament (Figures R2C i D). Aquests 
experiments es van realitzar en cèl·lules a diferent fases del cicle cel·lular i 
mostren que HP1α controla de manera directa l’enriquiment d’H4K20me3 i 
H3K27me3 als focis d’HPC de manera independent del cicle. 

 

 

 
 

Figura R2. HP1α regula directament l’enriquiment d’H4K20me3 i d’H3K27me3 a l’HPC. A) 
Generació de les línees noKO i reKO a partir de la línea MEFS HP1α-/- (KO). Els nivells de proteïna 
s’han determinat a partir d’IF i de B) WB. C) IF d’H4K20me3 i H3K27me3 en les cèl·lules HP1α KO, 
noKO i reKO. D) Quantificació de la intensitat de fluorescència relativa de les IF mostrades en C als 
focis d’HPC,   **p<0.01. 
 

 
 Però tot i així, vàrem realitzar experiments d’IF d’ambdues marques 
H4K20me3 i H3K27me3 en MEFS HP1α-/- i en MEFS HP1α-/- on varem 
sobreexpressar ectòpicament HP1α, per tal de corroborar aquests resultats. Els 
resultats obtinguts mostren que la sobreexpressió d’HP1α restableix els nivells 
basals tant d’H4K20me3 (Figura R3A i C) com d’H3K27me3 (Figura R3B i C) als 
focis d’HPC. A partir d’aquests experiments, podem confirmar que HP1α controla 
de manera directa l’spreading d’H4K20me3 i H3K27me3 als focis d’HPC.  
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Figura R3. Efecte directe d’HP1α respecte H4K20me3 i d’H3K27me3 a l’HPC A) IF 
d’H4K20me3 en cèl·lules MEFS HP1α-/- sota l’expressió ectòpica d’un vector buit o d’HP1-RFP. B) IF 
d’H3K27me3 a les mateixes cèl·lules. C) Quantificació de la intensitat de fluorescència relativa de 
les IF mostrades en A i B als focis d’HPC   ***p<0.001. 
 
 
 
 

1.2. HP1β es troba funcionalment vinculat a H4K20me3 i a 
Suv420h2 als focis d’HPC 
 

 Amb l’objectiu d’aprofundir en el paper de les isoformes d’HP1 respecte el 
control de les marques d’heterocromatina vàrem decidir estudiar la relació 
funcional d’aquestes isoformes d’HP1 amb la marca H4K20me3 i amb l’enzim 
Suv420h2, responsable de la deposició d’aquesta marca a les regions d’HPC.  
 De manera interessant, tot i que les tres isoformes d’HP1 interaccionen per 
igual amb Suv420h2 en fraccions nuclears solubles tal i com ha estat descrit (Hahn 
et al, 2013). Experiments de coimmunoprecipitació (coIP) en extractes nuclears 
enriquits en cromatina insoluble digerida, de Suv420h2 i d’HP1α,β,γ taggejat amb 
FLAG, mostren una interacció preferencial de Suv420h2 amb HP1β (Figura R4). 
Per tant, sota condicions estrictes en extractes nuclears enriquits amb cromatina 
digerida insoluble podem observar una unió específica de Suv420h2 i d’HP1β, tot i 
que també es detecta interacció amb HP1α en aquestes condicions. Aquesta coIP 
s’ha realitat amb HP1α,β,γ taggejat amb FLAG que per tal de minimitzar l’efecte de 
l’ús d’anticossos diferents per detectar les isoformes d’HP1 i poder comparar el 
grau d’interacció entre elles. 
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Figura R4. Interacció preferencial de Suv420h2 i HP1β en extractes nuclears enriquits en 
cromatina. Interacció entre Suv420h2-HA i les isoformes FLAG-HP1 a partir d’experiments de coIP 
amb reïna HA en cèl·lules HEK293F. 
 

 

 Amb l’objectiu de comprovar si la interacció preferencial entre Suv420h2 i 
HP1 tenia lloc a les regions d’HPC vàrem realitzar experiments in vivo de FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre Suv420h2 i les isoformes d’HP1.  
Aquesta tècnica es basa en la transferència d’energia entre fluoròfors, que en el 
nostre cas són EGFP i RFP, emprant la proteïna de fusió Suv420h2-EGFP com a 
donador i les isoformes d’HP1-RFP com a acceptors. De manera que s’excita el 
donador i es van obtenint mesures de la transferència d’energia a l’acceptor a 
diferents temps. La transferència d’energia només pot passar quan les dues 
proteïnes es troben molt properes, a una distància inferior a 10nm, distància prou 
curta per que les interaccions moleculars succeeixin (Figura R5A). Per tal de posar 
a punt aquesta tècnica s’han d’efectuar controls negatius de FRET utilitzant només 
la proteïna donadora, Suv420h2-EGPF, o utilitzant una proteïna donadora que 
s’uneixi a la cromatina però que no interaccioni, com SirT6-EGFP i la proteïna 
acceptora HP1-RFP (Figures R5B i C).  A partir de les observacions de FRET entre 
Suv420h2 i les isoformes d’HP1, podem confirmar la unió preferencial de 
Suv420h2 amb HP1β als focis d’HPC in vivo en comparació amb HP1α i HP1γ 
(Figures R5D i E). De manera que aquests resultats semblen indicar una relació 
més estreta entre Suv420h2 i HP1β, que respecte les altres isoformes. Tal i com he 
comentat, HP1 té un paper en el reclutament de proteïnes essencials per la 
formació d’aquesta, com és el cas de Suv420h2. El fet que la isoforma HP1β 
interactui preferencialment amb Suv420h2 als focis de l’HPC, podria indicar que 
aquesta isoforma és la que es troba més implicada al reclutament de Suv420h2 a 
les regions d’HPC per la formació d’una fibra de cromatina compacta, tal i com 
havia estat suggerit prèviament (Grewal et al, 2015). 
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Figura R5. Interacció preferencial de Suv420h2 i HP1β in vivo a l’HPC. A) Esquema del 
mecanisme de funcionament del FRET (Xu et al, 2013). B) Controls negatius de FRET utilitzant la 
molècula donadora Suv420h2-EGFP i la molècula donadora SirT6-EGFP que no interacciona amb 
HP1 als focis d’HPC en NIH3T3. C) Quantificació de n=3 de la intensitat de fluorescència relativa 
dels experiments de FRET com a B. D) FRET de Suv420h2-EGFP i d’HP1-RFP als focis d’HPC en 
NIH3T3. E) Quantificació de la intensitat de fluorescència relativa dels experiments de FRET 
mostrats a D. 
 

 Per tal d’estudiar si les isoformes d’HP1 modulen la dinàmica de Suv420h2 
als focis d’HPC vam decidir realitzar experiments in vivo de FRAP (fluorescence 
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recovery after a photobleaching) en col·laboració amb el laboratori de la Dra. 
Lourdes Serrano. Els experiments de FRAP consisteixen en fotodestruir la regió 
d’interès, que en el nostre cas són els focis d’HPC, i mitjançant la recuperació de la 
intensitat de EGFP a aquesta regió es pot quantificar el temps mitjà d’intercanvi de 
Suv420h2-EGFP, la fracció mòbil i la fracció immòbil (Figura R6A). Els experiments 
de FRAP es van realitzar en les MEFS WT, HP1α-/-, HP1β-/- i HP1γ-/- on es va 
estudiar la dinàmica de Suv420h2-EFGFP als focis d’HPC. Els resultats mostren que 
la pèrdua d’HP1β, disminueix el recanvi de Suv420h2 a l’HPC i no altera la fracció 
mòbil, mentre que la pèrdua d’HP1α, augmenta l’intercanvi de Suv420h2 a l’HPC 
en comparació amb les cèl·lules WT. La pèrdua d’HP1γ produeix un efecte intermig 
(Figura R6B i C). La disminució de l’intercanvi de Suv420h2 associat a la pèrdua 
d’HP1β contrasta amb l’increment de l’intercanvi associat amb la pèrdua d’HP1α, 
indicant un paper antagonista d’HP1α i d’HP1β en el control de la dinàmica de 
Suv420h2. Tenint en compte el conjunt de resultats obtinguts, suggerim que 
probablement HP1β tingui un efecte més directe en la dinàmica de Suv420h2. Una 
vinculació funcional estreta entre HP1β i Suv420h2 podria també explicar la 
disminució dels nivells d’H4K20me3 observat en les MEFS HP1β-/-. 
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Figura R6. Modulació de la dinàmica de Suv420h2 específica d’isoforma d’HP1 in vivo a 
l’HPC. A) Esquema del mecanisme de funcionament de FRAP. B) Intensitat de fluorescència relativa 
dels experiments de FRAP als foci d’HPC de Suv420h2-EGFP en MEFS WT i HP1α, β i γ KO. C) 
Quantificació dels anàlisis de FRAP mostrats en B del temps mitjà d’intercanvi de Suv420h2-EGFP 
(Suv420h2 t1/2) i de la fracció mòbil (Suv420h2 Mobile) *<0.05, **<0.01  ***p<0.001. 
 
 
 En aquest punt, vàrem voler obtenir suport bioquímic de la relació entre les 
isoformes d’HP1 i H4K20me3. Per aquest motiu vam portar a terme experiments 
de purificació per afinitat d’hemaglutina (HA) de les isoformes HA-HP1α,β,γ. 
Aquests assaigs han estat realitzats a partir de la transfecció d’ HA-HP1α,β,γ en 
cèl·lules HEK293F, es digereix la cromatina de la fracció nuclear amb benzonasa i 
es duu a terme la purificació per afinitat utilitzant reïna HA. Aquestes  experiments  
mostren que la cromatina que immunoprecipita la isoforma HP1β està enriquida 
en H4K20me3 en comparació amb HP1α i β, mentre que H3K9me3 es detecta a 
nivells similars amb les tres isoformes (Figura R7A i B). Així doncs, aquests 
resultats donen suport a la vinculació funcional d’HP1β amb Suv420h2, ja que la 
cromatina que immunoprecipita sembla estar enriquida en H4K20me3.  

 
 
Figura R7. HP1β s’associa amb cromatina enriquida amb H4K20me3. A) Nivells 
d’H4K20me3/H4 i d’H3K9me3/H3 de la purificació per afinitat d’HA de HA-HP1α,β,γ en extractes 
cromatínics de HEK293F. B) Quantificació de n=3 experiments com en A i representació relativa a 
HP1α  *<0.05, ***p<0.001. 
 
 
 A continuació vam estudiar la capacitat de cada isoforma per unir-se 
directament a H4K20me3 en comparació amb H3K9me3 en experiments de 
peptide pull-down utilitzant fraccions nuclears que contenen les isoformes d’HP1 
marcades amb HA. Per realitzar aquests experiments vàrem transfectar cèl·lules 
HEK293F amb HA-HP1α,β i γ, a continuació obtinguérem els extractes nuclears i es 
duu a terme el peptide pull-down a partir de la utilització de reïna H3K9me3 o 
H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada. Els pull-down han estat realitzats 
sota dos condicions diferents, en la primera s’ha utilitzat el tampó Dignam que és 
un tampó suau, i en la segona el tampó RIPA que és molt astringent. En la primera 
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condició, amb tampó Dignam, vam observar que les tres isoformes d’HP1 s’unien 
fortament al pèptid H3K9me3 però que només HP1β s’unia al pèptid H4K20me3. 
En canvi en la segona condició, amb tampó RIPA,  només vàrem observar que les 
tres isoformes d’HP1 s’unien al pèptid H3K9me3. La unió d’HP1β a H4K20me3 
sembla ser més làbil que la unió a H3K9me3, ja que en condicions fortament 
astringents queda abolida (Figura R8). Aquests resultats suggereixen que HP1β 
uneix H4K20me3. 

 
 

Figura R8. HP1β presenta major afinitat d’unió per H4K20me3. Pull-down 
d’H3K9me3/H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada en extractes nuclears de HEK293F que 
contenen HA-HP1α, β, γ obtinguts en condicions suaus (Dignam) i en condicions astringents (RIPA). 
 
 

 A continuació, per comprovar aquesta relació específica entre H4K20me3 i 
HP1β vam realitzar experiments de reCHIP de les isoformes d’HP1 endògenes 
(primer CHIP) i d’H3K9me3 o H4K20me3 (segon CHIP) als major satellites de 
l’HPC. A partir d’aquesta tècnica, podem estudiar si hi ha co-enriquiment a la 
cromatina de dues proteïnes mitjançant la realització de dos CHIPs consecutius 
contra les nostres dues proteïnes d’interès. Conseqüentment amb els resultats que 
havíem obtingut, els experiments de reCHIP mostren que el ràtio 
H4K20me3/H3K9me3 en el cas del reCHIP d’HP1β és significativament major que 
en el cas d’HP1α i γ (Figura R9). Aquests resultats indiquen que hi ha més co-
enriquiment d’H4K20me3 i HP1β als major satellites que d’H4K20me3 i les altres 
isoformes d’HP1. Per tant, H4K20me3 sembla estar més vinculat amb la isoforma 
HP1β a nivell de foci d’HPC. Mentre que, la isoforma HP1γ és la que presenta 
menor co-enriquiment amb H4K20me3 a aquestes regions. 
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Figura R9. Enriquiment d’H4K20me3 i HP1β a major satellites. Experiments de reCHIP de les 
isoformes d’HP1 endògenes (1r CHIP) i d’H3K9me3 o H4K20me3 (2n CHIP) als major satellites en 
cèl·lules NIH3T3. Es mostra el ràtio del reCHIP d’HP1-H4K20me3/HP1-H3K9me3 als major 
satellites per cada isoforma de n=3 experiments **p<0.01 ***p<0.001. 
 

 
 Aquesta major co-localització entre HP1β i H4K20me3 no és exclusiva de les 
regions d’HPC. A partir d’experiments de seqüenciació de CHIP (CHIP-seq) en 
cèl·lules mare embrionàries de ratolí (ESCs) publicats, vàrem analitzar la 
correlació de co-localització d’HP1α o HP1β amb H4K20me3 a tot el genoma, i els 
resultats obtinguts confirmen una correlació més forta entre HP1β i H4K20me3 en 
comparació amb HP1α (Figura R10).   

 
 

Figura R10. Correlació de la co-localització d’HP1α o HP1β amb H4K20me3 a tot el genoma 
en ESCs de ratolí. Boxplot del logaritme de reads d’H4K20me3 en regions ocupades per HP1α o 
HP1β d’experiments de CHIP-seq publicats prèviament. 
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1.3. HP1α i CTCF cooperen en l’organització de l’HPC  
 

 La marca H4K20me3 ha estat directament relacionada amb els nivells de 
compactació als focis d’HPC, de fet és necessària per a que es doni el correcte 
ensamblatge de les fibres de cromatina (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). 
D’acord amb això, assaigs de compatació de la cromatina per digestió amb nucleasa 
microccocal per mesurar el grau de compactació associat a la pèrdua de les 
isoformes d’HP1, van demostrar que la pèrdua d’HP1α en MEFS indueix una 
significant disminució de l’accessibilitat tant a nivell de focis d’HPC com a nivell 
global de la cromatina, indicant per tant un augment de la compatació. 
 L’efecte diferencial de la pèrdua d’HP1α sobre H4K20me3 i sobre la 
compactació d’aquestes regions ens va portar a considerar un possible efecte 
d’HP1α sobre el control de les regions flanquejants o boundary elements de 
l’heterocromatina pericentromèrica. Aquestes elements són regions que 
estableixen els límits entre els diferents dominis cromatínics per tal de mantenir-
les separades i evitar la propagació de l’heterocromatina per preservar 
l’eucromatina adjacent (Arzate-Mejía, 2018). CTCF té un paper molt important a 
les regions flanquejants on actua com a regulador principal de l’arquitectura de la 
cromatina, definint els límits entre l’eucromatina i l’heterocromatina (Cuddapah et 
al, 2009). Ha estat descrit que CTCF s’associa a aquestes regions flanquejants però 
també es troba a les regions d’HPC enriquides en H3K27me3 properes a les 
regions flanquejants (Mukhopadhyay et al, 2004; Herold et al, 2012; Xiao et al, 
2015). 
 A partir d’aquesta vinculació de CTCF a l’HPC, vam hipotetitzar que HP1α 
podia tenir un paper conjuntament amb CTCF en el control de l’spreading de les 
marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3, i en organització de 
l’estructura interna de les regions d’HPC. Primerament, vàrem testar les 
interaccions entre CTCF i les isoformes d’HP1 a partir d’experiments de coIP d’HA 
en extractes de HEK293F que expressen HA-HP1α, β i γ, per tal de poder comparar 
el grau d’interacció entre elles. Segons les dades obtingudes podem observar que, 
CTCF s’uneix específicament a HP1α, però no a les altres isoformes en les nostres 
condicions d’estudi (Figura R11).   
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Figura R11. Interacció de CTCF i HP1α a nivell global. Interacció entre CTCF-GFP i les isoformes 
HA-HP1 a partir d’experiments de coIP amb reïna HA en extractes de cèl·lules H3K293F.  
 
 
 A continuació vam estudiar si la unió entre CTCF i HP1α tenia lloc a les 
regions d’HPC in vivo mitjançant experiments de FRET. Per realitzar els 
experiments de FRET hem utilitzat com a donador CTCF-EGFP i les isoformes 
d’HP1-RFP com a acceptors. Les observacions obtingudes ens mostren que el nivell 
de FRET entre CTCF i HP1α és major que en cas de les altres isoformes, on arriba a 
ser dues vegades major que per  CTCF i HP1β (Figures R12A i B). Aquests resultats 
semblen indicar que la unió preferencial entre CTCF i la isoforma HP1α té lloc no 
només a nivell global si no també a nivell de les regions d’HPC.  
 

 
 
Figura R12. Interacció preferencial de CTCF i HP1α in vivo a l’HPC. A) FRET de CTCF-EGFP i 
d’HP1-RFP als focis d’HPC en cèl·lules NIH3T3. B) Quantificació de la intensitat de fluorescència 
relativa dels experiments de FRET mostrats en A **p<0.01. 
 
 
 Per tal d’estudiar si la pèrdua de les isoformes d’HP1 produïa algun canvi en 
la localització de CTCF,  vàrem dur a terme experiments d’IF de CTCF-EGFP en 
MEFS HP1 WT, MEFS HP1α-/-, β-/- i γ-/-. Els resultats obtinguts mostren que CTCF és 
significativament més escàs als focis d’HPC a les MEFS HP1α-/- (Figura R13), 
suggerint que HP1α es troba directament relacionada amb la localització de CTCF a 
les regions d’HPC. De manera contrària, la pèrdua d’HP1β indueix, en un 45% de 
les cèl·lules analitzades, un enriquiment fortament pronunciat de CTCF a les 
regions d’HPC, el que suggereix que la pèrdua d’HP1β produeix una propagació de 
CTCF més enllà dels seus llocs de localització habituals. Aquests resultats doncs, 
donen suport al paper antagonista d’HP1α i d’HP1β a les regions d’HPC.  
 



 

113 
 

 
 
Figura R13. Paper de les isoformes d’HP1 en la localització de CTCF. IF de CTCF-EGPF als nuclis 
de les MEFS WT i HP1 KO.  
 
 
 Aquest enriquiment tant pronunciat de CTCF a les regions d’HPC associat a la 
pèrdua d’HP1β en MEFS, correlaciona amb un augment global dels nivells de 
proteïna CTCF a aquestes mateixes cèl·lules en experiments de WB (Figura R14), 
sense alteració de la seva expressió gènica. Aquesta observació concorda amb una 
propagació de CTCF més enllà dels seus llocs de localització en les MEFS HP1β-/-, i 
el fet de que no es vegin canvis en la seva expressió gènica pot portar a pensar que 
aquest augment dels nivells de CTCF podria ser degut a canvis en la estabilització 
de la proteïna.  
 

 
 

Figura R14. Paper de les isoformes d’HP1 en els nivells de CTCF. WB dels nivells de CTCF en les 
MEFS WT i HP1 KO.  
 
 
 Amb l’objectiu de corroborar el paper de les isoformes d’HP1 en la deposició 
de CTCF vàrem realitzar CHIPs de CTCF a les MEFS HP1 WT, MEFS HP1α-/-,β-/- i γ-/-. 
Conseqüentment vam observar que, tot i que els nivells de CTCF als major satellites 
de l’HPC semblen molt baixos a les cèl·lules WT, α-/- i γ-/-, es va detectar un 
enriquiment significatiu, de més de set vegades, de CTCF a les MEFS HP1β-/- , en 
concordança al que havíem observat en els resultats d’IF. En canvi no es va trobar 
enriquiment en minor satellites, que són les seqüències repetitives que formen part 
de les regions centromèriques (Figura R15A).  Addicionalment, es va detectar 
enriquiment anormalment alt CTCF a la regió de control d’imprinting H19 (H19-
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ICR) en les MEFS HP1β-/-, que són regions on s’uneix CTCF per duu a terme el seu 
paper en el control de l’imprinting. Una altra dada rellevant a aquests estudis és 
que, es va detectar CTCF fora del lloc d’unió a H19-ICR en MEFS HP1β-/-, entre 1 i 2 
kb downstream del lloc d’unió 1 d’ H19-ICR (ICR1) (Figura R15B). També es va 
observar un gran augment de CTCF als elements repetitius LINE-L1 (long 
interspersed nuclear elements-L1) en el cas de les cèl·lules HP1β-/-(Figura R15A). El 
conjunt d’aquestes evidències corroboren un paper antagònic d’HP1α i d’HP1β a la 
distribució de CTCF, on HP1α es trobaria relacionat amb la deposició de CTCF a les 
regions d’HPC i HP1β tindria un paper més relacionat amb evitar la propagació 
massiva de CTCF a les regions d’HPC i a altres regions del genoma.   
  

 
 
Figura R15. Paper de les isoformes d’HP1 a l’enriquiment de CTCF a diferents regions de la 
cromatina. A) CHIP de CTCF en major satellites, promotor de LINE-L1 i ORF2,  i minor satellites a 
les MEFS WT i HP1 KO. Els gràfics representen l’enriquiment de CTCF relatiu als nivells de CTCF a 
H19-ICR de les MEFS WT mostrades en B de n=3 experiments ****p<0.0001 B) CHIP de CTCF com 
en A  dels llocs d’unió de CTCF a H19-ICR ICR1 i ICR3, i 1 i 2kb downstream de ICR1 *p<0.005 
**p<0.001. 
 
 
 Els nostres estudis clarament demostren que CTCF està present a l’HPC, 
sobretot en absència d’HP1β. No obstant, la presència de CTCF a l’HPC en 
condicions normals no s’havia demostrat fins ara d’una forma convincent. Per 
donar suport a les nostres observacions, vam realitzar un anàlisis detallat de co-
localització de la senyal endògena de CTCF a les regions d’HPC per tal de confirmar 
la presència de CTCF a aquestes regions (Figura R16). Els resultats obtinguts 
d’aquest anàlisi mostren un coeficient de correlació de Pearson de 0.8, el que indica 
que hi ha una correlació positiva entre CTCF-HPC. Aquests anàlisis són consistents 
amb les dades publicades que indicaven que CTCF es troba present a les regions 
d’HPC en nivells limitants o bé sota determinades condicions (Mukhopadhyay et al, 
2004; Herold et al, 2012; Xiao et al, 2015). 
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Figura R16. CTCF co-localitza a les regions d’HPC. IF de la distribució endògena de CTCF en 
cèl·lules MEFS WT. L’anàlisi de correlació de CTCF i HPC s’ha efectuat mitjançant el coeficient de 
correlació de Pearson que dóna un valor de 0.8, la a co-localització positiva de la senyal de CTCF 
amb els focis d’HPC es mostra en blanc.  
 

 

 Per acabar de completar aquesta part, vàrem decidir estudiar l’efecte de la 
pèrdua de CTCF sobre les marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a 
les regions d’HPC. A partir de shRNA (short hairpin RNA) vàrem disminuir els 
nivells de CTCF, tal i com es mostra a la següent immunofluorescència (Figura 
R17A). A partir d’aquestes imatges podem observar que els shRNA de CTCF 
produeixen una baixada forta dels nivells de CTCF, i un aspecte interessant és que, 
aquesta disminució dels nivells de CTCF sembla no afectar a la localització d’HP1α. 
Així doncs, mentre que HP1α sembla tenir un paper en la deposició de CTCF a 
l’HPC, els nostres estudis indiquen que CTCF no afecta a la localització d’HP1α. 
Mitjançant IF d’H4K20me3 i d’H3K27me3 en cèl·lules NIH3T3 amb shRNA scr o de 
CTCF vàrem observar que, com en el cas de la pèrdua d’HP1α, la disminució de 
CTCF indueix un enriquiment significatiu d’H3K27me3 (2.6 vegades) als focis 
d’HPC. Però, en aquest cas, no s’observen canvis en els nivells d’H4K20me3 (Figura 
R17B). El conjunt de totes aquestes evidències suggereix que, HP1α tindria un 
paper en la deposició de CTCF a l’HPC, i que ambdues proteïnes col·laborarien per 
tal de definir els dominis cromatínics i organitzar l’HPC.  
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Figura R17. Efecte de CTCF respecte H4K20me3 i H3K27me3. A) IF de CTCF i d’HP1α en 
cèl·lules NIH3T3 shRNAscr, shCTCF#1 i shCTCF#2. B) Quantificació de la intensitat de 
fluorescència relativa de les IF d’H4K20me3 i d’H3K27me3 als focis d’HPC en cèl·lules NIH3T3 
shRNAscr i shCTCF ***p<0.0001.   
 
 
 
1.4. H2A.Z interactua preferentment amb HP1β als focis d’HPC 
  
 La variant d’histona H2A.Z és una proteïna fonamental a les regions d’HPC. 
S’ha postulat que H2A.Z probablement actuï controlant la localització d’HP1α a 
aquestes regions d’HPC i que és per tant, una proteïna necessària pel correcte 
assemblatge de la cromatina (Pusarla & Bhargava, 2005; Matsuda et al, 2010). En 
suport a això, la deleció d’H2A.Z.1 redueix la unió d’HP1α a l’ADN tant a les regions 
pericèntriques com a les centromèriques (Meneghini et al, 2003; Greaves et al, 
2007). 
 D’altra banda, H2A.Z també és molt important a les regions flanquejants on 
intervé en la formació dels límits cromatínics per prevenir la propagació ectòpica 
de l’heterocromatina (Meneghini et al, 2003). Un estudi molt recent descriu que, 
H2A.Z regula el desempaquetament dels nucleosomes i la unió de CTCF a aquestes 
regions en ESC de ratolí. Els resultats d’aquest estudi mostren que H2A.Z està 
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enriquit als nucleosomes desembolicats en comparació amb els nucleosomes 
canònics, i que podria tenir un paper a la regulació gènica i a la regulació de la unió 
de CTCF mitjançant la modulació dels estats de desenrotllament dels nucleosomes 
(Wen et al, 2020). 
 A partir d’aquestes evidències, vam hipotetitzar que H2A.Z podria trobar-se 
implicada en cooperació amb HP1α i amb CTCF en l’estructura i organització de les 
regions d’HPC a partir del control de l’spreading de les marques 
heterocromatíniques. Així doncs, una possibilitat seria que H2A.Z controlés la 
localització d’HP1α a les regions d’HPC tal i com han descrit estudis previs. HP1α a 
la seva vegada controlaria la localització de CTCF a l’HPC, i d’aquesta manera 
controlarien l’organització de la cromatina com suggereixen els nostres estudis. A 
més a més,  podria ser que H2A.Z també tingués un paper a la regulació de la 
localització de CTCF a aquestes regions d’HPC a través del desenrotllament dels 
nucleosomes tal i com han descrit estudis recents a les regions flanquejants.  
 Per tal de començar a aprofundir en la relació de les isoformes d’HP1 amb la 
variant d’histona H2A.Z, vàrem decidir estudiar si hi ha havia una interacció 
diferencial entre HP1α,β,γ i H2A.Z tant a nivell global com a nivell d’HPC. Per 
estudiar la interacció a nivell global, vàrem realitzar experiments de coIP utilitzant 
reïna HA de HA- HP1α, β i γ sobreexpressat per tal de poder comparar el grau 
d’interacció entre isoformes, i d’H2A.Z-GFP en extractes nuclears de cèl·lules 
HEK293F. Els resultats obtinguts mostren un major grau d’interacció d’H2A.Z amb 
HP1β (Figura R18A). Experiments de coIP amb reïna HA de les isoformes HA-HP1 i 
H2A.Z endògen en extractes nuclears de la mateixa línea cel·lular confirmen 
aquests resultats on la isoforma que més interacciona amb H2A.Z és HP1β, i en 
menor mesura HP1γ i HP1α (Figura R18B). 

 

 
 
Figura R18. Interacció preferencial d’H2A.Z i HP1β en extractes nuclears. A) Interacció entre 
H2A.Z-GFP i les isoformes HA-HP1 a partir d’experiments de coIP amb reïna HA en extractes 
nuclears de cèl·lules HEK293F. B) Interacció entre H2A.Z endògen i les isoformes HA-HP1 a partir 
d’experiments de coIP com a A. 
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 També vàrem realitzar experiments de coIP de les isoformes d’HP1 
endògenes i d’H2A.Z endògen utilitzant reïna crosslincada amb anticòs H2A.Z en 
extractes nuclears de cèl·lules H3K293F, per tal de comprovar si érem capaços de 
detectar la interacció de les proteïnes endògenes. A partir dels resultats obtinguts 
podem observar que H2A.Z mostra una clara interacció amb HP1β i amb HP1γ, i 
sembla interaccionar també amb HP1α, confirmant que aquestes interaccions 
tenen lloc també a nivell endògen. Però en aquest cas, no podem ser categòrics 
amb el grau d’interacció entre elles degut a la utilització de diferents anticossos per 
detectar les isoformes d’HP1 (Figura R19). Aquest conjunt d’observacions 
suggereixen que H2A.Z interacciona preferencialment amb HP1β a nivell global.  
 

 
 

Figura R19. Interacció endògena d’H2A.Z amb les isoformes d’HP1 en extractes nuclears. 
Experiments de coIP amb reïna crosslincada amb H2A.Z d’ H2A.Z i les isoformes d’HP1 a extractes 
nuclears de cèl·lules HEK293F. 
 
 

 Amb l’objectiu de comprovar si la interacció preferencial entre H2A.Z i HP1β 
tenia lloc a les regions d’HPC vàrem realitzar experiments in vivo de FRET entre 
H2A.Z i les isoformes d’HP1 als focis de l’HPC en cèl·lules NIH3T3.  Per realitzar 
aquests experiments de FRET vàrem utilitzar com a donador H2A.Z-EGFP i les 
isoformes d’HP1-RFP com a acceptors. Les observacions obtingudes ens mostren 
que el nivell de FRET entre H2A.Z i HP1β és major que en cas de les altres 
isoformes (Figures R20A i B). Aquests resultats semblen indicar que la unió 
preferencial d’H2A.Z i la isoforma HP1β té lloc no només a nivell global si no també 
a nivell de les regions d’HPC.  
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Figura R20. Interacció preferencial d’H2A.Z i HP1β in vivo a l’HPC. A) FRET d’H2A.Z-EGFP i 
d’HP1-RFP als focis d’HPC en cèl·lules NIH3T3. B) Quantificació de la intensitat de fluorescència 
relativa dels experiments de FRET mostrats en D **p<0.01. 
 
 
 Per confirmar la interacció preferencial d’H2A.Z i HP1β a les regions d’HPC, 
vam realitzar experiments de reCHIP d’H2A.Z endògen (primer CHIP) i de les 
isoformes sobreexpressades HA-HP1 (segon CHIP) per estudiar el seu enriquiment 
als major satellites de l’HPC. Conseqüentment amb els resultats obtinguts 
mitjançant FRET, els experiments de reCHIP mostren que hi ha un enriquiment 
d’HP1β i H2A.Z als major satellites de l’PCH (Figura R21A). Com a control de 
l’especificitat de l’enriquiment d’HP1β i H2A.Z, s’ha realitzat reCHIP d’H2A 
endògen (primer CHIP) i de les isoformes sobreexpressades HA-HP1 (segon CHIP) 
i els resultats mostren que la histona canònica H2A es troba més enriquida 
juntament amb HP1α a major satellites de l’HPC, corroborant l’especificitat d’HP1β 
i d’H2A.Z a aquestes regions (Figura R21B). Aquests resultats corroboren doncs, la 
unió preferencial d’H2A.Z amb HP1β a les regions d’HPC.  
 

 
 



 

120 
 

Figura R21. Enriquiment d’H2A.Z i HP1β a major satellites de l’HPC. Experiments de reCHIP (A) 
d’H2A.Z endògen o (B) d’H2A (primer CHIP) i de les isoformes sobreexpressades HA-HP1 (2n 
CHIP) als major satellites en cèl·lules NIH3T3 *p<0.01. 
 
 

1.5. HP1α controla la propagació d’H2A.Z als focis d’HPC  
  
 Llavors vàrem decidir estudiar si la pèrdua de les isoformes d’HP1 produïa 
canvis en la localització d’H2A.Z a les regions d’HPC, per veure si estaven 
implicades en el control de la seva localització. Així doncs, vam dur a terme 
experiments d’IF d’H2A.Z-EGFP sobreexpressat en MEFS HP1 WT, MEFS HP1α-/-, β-

/- i γ-/-. Els resultats obtinguts mostren un enriquiment d’H2A.Z als focis de l’HPC a 
les MEFS HP1α-/- en comparació amb les cèl·lules WT, similar al que es va observar 
en el cas d’H4K20me3 i d’H3K27me3 en aquesta mateixa línea cel·lular (Figura 
R22).  

 
 
Figura R22. La pèrdua d’HP1α indueix un enriquiment d’H2A.Z sobreexpressat a l’HPC. IF 
d’H2A.Z-EGFP en els nuclis de les MEFS HP1 WT, HP1α-/-, β-/- i γ-/- .  
 
 

 Vàrem passar a estudiar la localització endògena d’H2A.Z a les mateixes 
MEFS per IF (Figura R23A), i podem observar també un enriquiment d’H2A.Z a les 
regions d’HPC en el cas de les MEFS HP1α-/-, però en aquest cas les diferències són 
més petites. Tot i així, al gràfic es mostra la quantificació d’H2A.Z als focis d’PCH en 
les diferents línees cel·lulars i podem veure que les diferències són molt 
reproduïbles i per tant, significatives (Figura R23B).  
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Figura R23. La pèrdua d’HP1α indueix un enriquiment d’H2A.Z endògen a l’HPC. A) IF d’H2A.Z 
en els nuclis de les MEFS HP1 WT, HP1α-/-, β-/- i γ-/- . B) Gràfic que mostra la quantificació dels 
nivells de fluorescència relativa d’H2A.Z als focis d’HPC en les MEFS HP1 WT i KO. Es van analitzar 
20 cèl·lules de cada condició ****p<0.0001. 
 
 

 Amb la finalitat de confirmar l’enriquiment d’H2A.Z endògen a les regions 
d’HPC associats a la pèrdua de la isoforma HP1α, vàrem realitzar experiments de 
CHIP d’H2A.Z a les MEFS d’HP1. Conseqüentment, les dades obtingudes mostren 
un enriquiment important d’H2A.Z als major satellites de l’HPC en les MEFS HP1α-/- 
(2.1 vegades) en comparació amb les cèl·lules WT, i també s’observa un 
enriquiment suau en les MEFS HP1γ-/- (Figura R24). Aquests resultats doncs, 
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suggereixen el paper d’HP1α en el control de la propagació d’H2A.Z als focis de 
l’HPC, mostrant un paral·lelisme amb l’observat amb H4K20me3 i H3K27me3.  

 

 
 

Figura R24. Paper d’HP1α en l’enriquiment d’H2A.Z a l’HPC. CHIP d’H2A.Z als major satellites de 
l’HPC en les a les MEFS  HP1α-/-, β-/- i γ-/-.  *p<0.05, **p<0.01. 
 

 

 Per tal de demostrar que l’efecte d’HP1α respecte l’enriquiment d’H2A.Z era 
directe vàrem realitzar experiments d’IF d’H2A.Z a les línees cel·lulars MEFS HP1α-

/-(KO), noKO i reKO. Els resultats d’aquests experiments mostren que, tal com 
esperàvem, la re-expressió d’HP1α endògen a les cèl·lules noKO restaura els nivells 
basals d’H2A.Z als focis d’HPC. Mentre que, la re-deleció d’HP1α a les cèl·lules reKO 
torna a induir l’enriquiment d’H2A.Z als focis d’HPC (Figura R25A). El gràfic 
mostra la quantificació dels nivells de fluorescència relativa d’H2A.Z als focis d’HPC 
en les tres línees cel·lulars (Figura R25B). El conjunt d’aquests experiments 
demostren que HP1α controla de manera directa l’enriquiment d’H2A.Z als focis 
d’HPC i que per tant, sembla estar implicada en el control de la propagació 
d’aquest, tal i com havíem vist per H4K20me3 i H3K27me3.  
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Figura R25. HP1α controla de manera directa l’enriquiment d’H2A.Z a l’HPC. A) IF d’H2A.Z en 
les cèl·lules HP1α KO, noKO i reKO. B) Quantificació de la intensitat de fluorescència relativa de les 
IF mostrades en A als focis d’HPC. Han estat analitzades 15 cèl·lules de cada condició, **p<0.01, 
***p<0.001. 
 
 
 
1.6. H2A.Z col·labora en el control  de l’organització de l’HPC  
  
 A continuació vàrem estudiar si H2A.Z controlava la localització d’HP1α a 
les regions d’HPC tal i com havia estat descrit (Meneghini et al, 2003; Greaves et al, 
2007; Matsuda et al, 2010), i indirectament participava doncs al control de la 
localització de CTCF a l’HPC, o bé directament  mitjançant el control del 
desenrotllament dels nucleosomes com s’havia descrit recentment a les regions 
flanquejants (Wen et al, 020). Així doncs,  H2A.Z col·laboraria juntament amb HP1α 
i amb CTCF en el control de l’spreading de les marques heterocromatíniques i en el 
l’organització de l’estructura de d’HPC.  
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 Amb l’objectiu de comprovar si la pèrdua d’H2A.Z produïa canvis en la 
localització d’HP1α i de CTCF a l’HPC, vàrem realitzar CHIP endògen d’HP1α i de 
CTCF en cèl·lules NIH3T3 transfectades amb un siRNA (small interferint RNA) scr i 
d’H2A.Z (Figura R26A). Degut al baix nombre de cèl·lules de les que desponíem per 
l’ús dels siRNA, aquests CHIPs han estat realitzats a partir d’un Kit específic de 
CHIP per LowCells tal i com es detalla a l’apartat de materials i mètodes. 
Malauradament no vam aconseguir obtenir resultats del CHIP d’HP1α, 
probablement degut a una baixa compatibilitat del Kit de CHIP fet servir amb 
l’anticòs d’HP1α. Aquests resultats ens haguessin donat una visió més complerta a 
l’hora d’analitzar els resultats, però tot i així s’estan realitzant experiments en 
aquesta direcció per tal de desxifrar si H2A.Z té un paper en la localització d’HP1α 
en les regions d’HPC. Respecte el CHIP de CTCF, observem uns resultats diferents 
als que ens haguéssim imaginat on la pèrdua d’H2A.Z sembla produir un 
enriquiment de CTCF a major satellites suggerint no tant un paper d’H2A.Z a la 
regulació de la deposició de CTCF a l’HPC si no més bé un paper al control de la 
propagació de CTCF a aquestes regions (Figura R26B). Per tal de corroborar 
l’efecte d’H2A.Z en la localització d’HP1α i de CTCF, s’estan posant a punt IF 
d’aquestes dues proteïnes en les NIH3T3 transfectades amb siRNA scr i d’H2A.Z 
per acabar de tenir una idea més clara. Encara però, queda molt per aprofundir en 
la relació d’aquestes tres proteïnes H2A.Z, HP1α i CTCF a les regions 
pericèntriques. 
 

 
 

Figura R26. H2A.Z a la localització de CTCF a l’HPC. A) WB d’H2A.Z en NIH3T3 amb siRNA scr i 
d’H2A.Z on s’ha carregat dues quantitats creixents de proteïna total. B) CHIP de CTCF als major 
satellites de l’HPC en cèl·lules NIH3T3T siRNA scr i siRNA H2A.Z n=4 experiments independents 
*p<0.05. 
 
 
 Per tal d’estudiar si H2A.Z, com HP1α i CTCF, està implicat en el control de la 
propagació de les marques heterocromatíniques a l’HPC vàrem realitzar CHIP de 
les marques associades a l’heterocromatina H4K20me3, H3K27me3 i H3K9me3, i 
de la marca relacionada amb activació de la transcripció H4K3me3 com a control a 
les línees cel·lulars NIH3T3 transfectades amb siRNA scr i d’H2A.Z. A la següent 
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figura podem veure que la baixada d’H2A.Z produeix un enriquiment de les 
marques específiques d’heterocromatina H4K20me3 (Figura R27A), H3K27me3 
(Figura R27B) i H3K9me3 (Figura R27C) a major satellites de l’HPC. Cosa que no 
succeeix en marques no relacionades a l’heterocromatina com H3K4me3 (Figura 
R27D). Aquests resultats suggereixen que la baixada d’H2A.Z, produeix també 
l’spreading de l’PCH similar al que passava amb la pèrdua d’HP1α, però en el cas 
d’H2A.Z no només es va observar la propagació d’H4K20me3 i H3K27me3 si no 
també d’H3K9me3. El conjunt d’aquests experiments ens indiquen que, tot i encara 
no estar del tot definida la relació d’H2A.Z respecte HP1α i CTCF, aquesta variant 
d’histona sembla tenir un paper molt important i complex ja que sembla estar 
implicada també en el control de la propagació i de l’organització de les regions 
d’HPC.  
 

 
 
Figura R27. H2A.Z col·labora al control de l’spreading de l’HPC. A) CHIP d’H4K20me3 als major 
satellites en cèl·lules NIH3T3 siRNA scr i siRNA H2A.Z. B) CHIP d’H3K27me3 als major satellites 
com en A. C) CHIP d’H3K9me3 als major satellites. D) CHIP d’H4K3me3 als major satellites,  n=4 
experiments independents de cada   *p<0.05, **p<0.01. 
 
 
 
1.7. La pèrdua d’HP1α indueix hipercompactació in vivo de l’HPC  
  
 La marca H4K20me3 es troba relaciona directament amb els nivells de 
compactació de les regions d’HPC (Hahn et al, 2013). D’altra banda, hem vist que 
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pèrdua d’HP1α produeix la propagació d’H4K20me3 a aquestes regions. Per tant, 
un aspecte interessant era  estudiar si es produïen canvis en els nivells de 
compactació de l’HPC associats a la pèrdua d’HP1α. Assaigs de compatació de la 
cromatina in vitro realitzats pel grup relacionen la pèrdua d’HP1α en MEFS, amb 
una significant disminució de l’accessibilitat tant a nivell d’HPC com a nivell global 
de la cromatina, indicant un augment de la compatació d’aquestes regions. Mentre 
que, la pèrdua d’HP1β i en menor mesura d’HP1γ, induïa un suau increment de 
l’accessibilitat. 
 A partir d’aquestes observacions ens vam adreçar a estudiar si la pèrdua 
d’HP1α induïa un augment de la compactació de la cromatina in vivo a les regions 
d’HPC a partir d’assaigs FLIM-FRET (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy- 
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Aquesta tècnica proporciona una elevada 
resolució tant temporal (nanosegons) com espacial (nanòmetres), i ens va 
permetre mesurar el grau de compactació als focis d’HPC en cèl·lules vives a 
l’expressar la histona H2B fusionada a dos fluoròfors diferents, GFP i RFP. Així 
doncs, una major compactació de la cromatina correlaciona amb una major 
eficiència de FRET entre H2B-GFP (proteïna donadora) i H2B-RFP (proteïna 
acceptora), el que resulta en una vida mitja més baixa de la molècula donadora 
H2B-GFP (FLIM) (Llères et al, 2009) (Figura 28A). Els anàlisis obtinguts de FLIM-
FRET demostren que la pèrdua d’HP1α produeix una disminució en la vida mitja 
del GFP com a conseqüència d’un augment de FRET de 1.8 vegades. De manera 
contrària, la pèrdua d’HP1β i d’HP1γ no mostraven canvis en la vida mitja de GFP 
indicant que no es produeix FRET. Aquests resultats demostren que la pèrdua 
d’HP1α indueix una hipercompactació in vivo de l’HPC, mentre que la pèrdua 
d’HP1β i d’HP1γ sembla produir una disminució de la compactació a aquestes 
regions (Figura R28B i C). Així doncs els resultats de FLIM-FRET confirmen els 
resultats obtinguts en estudis previs in vitro, i indiquen que HP1α és una proteïna 
clau en l’organització global de l’HPC a través de la regulació del seu grau de 
compactació.  
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Figura R28. La pèrdua d’HP1α indueix hipercompactació in vivo de l’HPC. A) Esquema de la 
metodologia del FLIM-FRET utilitzada per l’anàlisi de compactació de la cromatina in vivo basat en 
la co-expressió d’H2B-GFP i d’H2B-mCherry. Una vida mitja més curta de GFP significa un major 
nivell de FRET i una major compactació de la cromatina. B) FLIM-FRET a les MEFS HP1 WT, MEFS 
HP1α-/-, β-/- i HP1γ-/-. Es mostren imatges de la intensitat del GFP i del promig de vida del fluoròfor 
GFP. C)  Quantificació relativa de la compactació de la cromatina (%FLIM-FRET) a les MFFS d’HP1. 
*p<0.05, ***p<0.001. 
 
 
 
1.8. Anormalitats mitòtiques associades a la pèrdua de les 

isoformes d’HP1  
  

 Els nostres resultats indiquen que, a part d’una funció redundant comú de les 
tres isoformes d’HP1, HP1α i HP1β tenen funcions úniques específiques d’isoforma 
implicades en l’estabilitat del genoma. Per tal de confirmar-ho vàrem estudiar la 
freqüència d’anomalies mitòtiques en MEFS HP1 WT, HP1α-/-, β-/- i γ-/- en 
col·laboració amb el laboratori de la Dra. Lourdes Serrano. Aquests resultats 
mostren que les MEFS HP1α-/- i β-/- presenten una major freqüència d’aberracions 
mitòtiques en comparació amb les MEFS HP1 WT i γ-/-. Les aberracions trobades a 
les MEFS HP1α-/- eren sorprenentment diferents a les trobades en les MEFS HP1 β-

/-, mentre que la pèrdua d’HP1α va resultar en un augment del nombre de defectes 
d’unió merotèlica i sintèlica, la pèrdua d’HP1β va resultar en una augment de la 
formació de fus mitòtics multipolars. Curiosament, la pèrdua d’HP1γ va resultar en 
una menor freqüència d’aberracions mitòtiques, que eren una barreja de les 
trobades en les MEFS HP1α-/- i β-/-, el que indica que comparteix alguna 
redundància amb les altres isoformes (Figura R29A i B).  De manera que, aquests 
resultats corroboren que HP1α i HP1β tenen funcions específiques implicades a 
l’estabilitat del genoma.  
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Figura R29. Anormalitats mitòtiques associades a la pèrdua de les isoformes d’HP1. A) IF 
representatives dels defectes mitòtics en les MEFS d’HP1. Es mostra DAPI (blau), marcador de 
centròmer CREST (verd) i tubulina (vermell). B) Anàlisi dels defectes mitòtics mostrats en A. 
 
 
 

2. PAPER DE PARP-1 EN EL CONTROL DEL MANTENIMENT DE 
L’HPC MEDIAT PER SIRT1 I SUV39H1 

  
 
 Estudis previs del grup demostraven que SirT1 té un paper clau en el 
manteniment de l’estructura de l’HPC, especialment sota condicions d’estrès. En 
aquestes condicions, es produeix un increment dels nivells de SirT1, que 
interacciona amb Suv39h1 i l’estabilitza incrementant la seva vida mitjana i 
augmentant els nivells de proteïna. L’increment de la disponibilitat de Suv39h1 en 
el nucli, s’associa amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat a l’HPC, 
assegurant el manteniment d’H3K9me3 i d’HP1, augmentant així la protecció 
genòmica a les regions d’PCH. Així doncs, la pèrdua de SirT1 en MEFS es 
relacionava amb nivells més baixos de Suv39h1 i amb una deslocalització 
d’H3K9me3 i d’HP1 a les regions d’HPC, que conduïa a inestabilitat genòmica, 
defectes en la segregació cromosòmica i aneuploïdies (Vaquero et al, 2007; Wang 
et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2011). 

Estudis posteriors suggereixen un antagonisme funcional entre SirT1 i 
PARP1 respecte el control d’H3K9me3 i d’HP1 a l’HPC. Sorprenentment, 
l’addicional pèrdua de PARP-1 en MEFS rescata la localització d’H3K9me3 i d’HP1 
observada a les cèl·lules WT i el fenotip mitòtic normal (El Ramy et al, 2009). Però 
tot i haver-se descrit aquesta relació funcional, encara no es coneix el mecanisme 
d’acció ni les relacions entre els factors implicats.  
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 La segona part d’aquesta tesi s’ha centrat en aprofundir en el coneixement 
d’aquest antagonisme funcional de SirT1-PARP1 al manteniment de les regions 
d’HPC. 
 

2.1. Antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte 
H3K9me3 a l’HPC  
 

 Tal i com he mencionat, estudis previs a partir d’IF mostraven que la pèrdua 
de SirT1 en MEFS produeix una localització anormal d’H3K9me3 als focis de l’HPC, 
però que l’addicional pèrdua de PARP-1 en un al·lel o en ambdós rescatava la 
localització d’H3K9me3 observada a les cèl·lules WT (El ramy et al, 2009). 
Primerament, amb la finalitat de confirmar aquestes observacions, vàrem realitzar 
experiments d’IF d’H3K9me3 en MEFS WT i PARP-1-/- amb shRNA scr i de SirT1 
(Figura R30A). Els resultats obtinguts mostren que la baixada de SirT1 indueix una 
deslocalització al patró d’H3K9me3 als focis d’HPC en comparació amb les cèl·lules 
WT, mentre que l’addicional pèrdua de PARP-1 rescata la localització d’H3K9me3 
als focis d’HPC. La pèrdua de PARP-1 per si sol no sembla produir cap efecte 
(Figura R30B). Així doncs, aquests resultats confirmen l’antagonisme funcional de 
SirT1 i PARP-1 respecte el control d’H3K9me3 a l’HPC.  
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Figura R30. Antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 a l’HPC. A) WB de 
SirT1 en les MEFS WT i PARP-1-/- amb shRNA scr i de SirT1. B) IF d’H3K9me3 en les cèl·lules 
mostrades en A. 
 
 
2.2. SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagònica els nivells de 

Suv39h1  
 

En funció d’aquests resultats, vam hipotetitzar que l’antagonisme funcional 
de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 podria ser degut a una regulació per part 
d’aquestes dues proteïnes envers Suv39h1, ja que l’efecte de SirT1 sobre H3K9me3 
a les regions d’HPC té lloc a través de Suv39h1. Per tal d’esbrinar si l’antagonisme 
d’aquestes dues proteïnes respecte H3K9me3 succeïa envers Suv39h1, vam 
realitzar experiments de sobreexpressió de Suv39h1, SirT1 i PARP1 en dues línies 
cel·lulars,  en HEK293F i en NIH3T3. Aquests experiments mostren que la 
sobreexpressió de SirT1 produeix un increment en els nivells de Suv39h1, 
resultats que ja havien sigut observats pel nostre grup, però a més a més, 
observem que l’addicional sobreexpressió de PARP-1 neutralitza aquest increment 
de Suv39h1 causat per SirT1. La sobreexpressió de PARP-1 sol no sembla produir 
cap efecte significatiu en els nivells de Suv39h1 (Figura R31A i B). Aquestes 
resultats doncs, indiquen que SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagònica els 
nivells de Suv39h1, SirT1 té un paper a l’estabilització i augment dels nivells de 
Suv39h1, mentre que PARP-1 sembla tenir un paper compensatori d’aquest 
increment causat per SirT1. Així doncs, l’antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 
respecte H3K9me3 sembla ser degut a la regulació per part d’aquestes dues 
proteïnes dels nivells de Suv39h1, l’HMT responsable de l’establiment d’H3K9me3 
a les regions d’HPC.  
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Figura R31. SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagònica els nivells de  Suv39h1. A) WB de 
myc, flag i GFP en cèl·lules HEK293F transfectades amb myc-Suv39h1, flag-SirT1 i GFP-PARP-1. Es 
mostren dues càrregues de la quantitat de proteïna total per cada. El gràfic indica la quantificació 
dels nivells relatius de myc-Suv39h1 en n=5 experiments independents. B) WB com en A en 
cèl·lules NIH3T3 **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 
 Amb l’objectiu d’aprofundir en la relació de SirT1 i PARP-1 respecte 
Suv39h1, vàrem decidir estudiar els nivells endògens de Suv39h1 per WB en MEFS 
WT i SirT1-/-, i en MEFS WT i PARP-1-/-.  És important comentar que les MEFS de 
SirT1 de les que desponíem provenen de ratolins amb background genètic 
C57Bl/6, mentre que les de PARP-1 vénen de ratolins amb background 
129Sv/CD1, i per tant, no es poden comparar entre elles. Els resultats obtinguts 
mostren que a les MEFS SirT1-/- els nivells de Suv39h1 són menors que a les 
cèl·lules WT (Figura R32A), tal com esperàvem degut a l’efecte estabilitzador de 
SirT1. Sorprenentment però, en les MEFS PARP-1-/- els nivells de Suv39h1 són 
també menors que en el cas de les WT, i a més a més, els nivells de SirT1 semblen 
també més baixos (Figura R32B). Aquests resultats eren sorprenents tenint en 
compte les observacions anteriors, i suggereixen que la relació funcional entre 
SirT1 o PARP1 respecte Suv39h1 és més complicada del que pensàvem. 
 

 
 

Figura R32. Nivells de Suv39h1 a les MEFS de SirT1 i de PARP-1. A) WB de Suv39h1 a les MEFS 
WT i SirT1-/-. B) WB de Suv39h1 i SirT1 a les MEFS WT i PARP-1-/-.  
 
 
 Per tal d’esbrinar si les diferències en els nivells de Suv39h1 que havíem 
vist a les MEFS de PARP-1 eren degudes a una diferent transcripció, vàrem 
estudiar els nivells de mRNA de Suv39h1 a aquestes cèl·lules per RT-PCR. Els 
resultats obtinguts indiquen que no hi ha diferències en els nivells de transcripció 
de Suv39h1 a les MEFS de SirT1 ni en les de PARP-1 (Figura R33A). Això ens va 
portar a pensar que les diferències en els nivells de Suv39h1 a les MEFS de PARP-1-

/- respecte les WT podien venir donades a una diferent estabilització de la proteïna, 
tal i com passava a les MEFS de SirT1. Per aquest motiu es van dur a terme estudis 
d’estabilitat proteica, on vàrem tracten les cèl·lules amb ciclohexamida (CHX), un 
inhibidor de la síntesi proteica, i vam estudiar els nivells de Suv39h1 endògen al 
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llarg del temps en les diferents MEFS. En aquests experiments es va corroborar 
que en les MEFS WT, Suv39h1 és més estable que a les MEFS SirT1-/-. En 
concordança amb els nivells més elevats de Suv39h1 en les cèl·lules WT respecte 
les PARP1-/-, vàrem observar que Suv39h1 sembla ser més estable en les WT 
(Figura R33B). El fet de no poder comparar les MEFS de SirT1 i de PARP-1 entre 
elles ens limitava, i també el fet de que no existeix cap anticòs fiable de Suv39h1 
que funcioni per estudiar la localització mitjançant IF o l’enriquiment a la 
cromatina mitjançant CHIP. En aquest punt, vàrem decidir crear una nova línea 
cel·lular per sobrepassar aquests inconvenients. 
 

 
 

Figura R33. Transcripció i estabilitat de Suv39h1 a les MEFS de SirT1 i de PARP-1. A) RT-PCR 
dels nivells de transcripció de Suv39h1 en les MEFS de SirT1 i de PARP-1. B)  Experiment de CHX 
de Suv39h1 a les mateixes cèl·lules. Es mostra el temps de vida mitja de Suv39h1 a les 
corresponents MEFS. 
 
 
 

2.3. Generació del tagging endògen de Suv39h1 en cèl·lules 
NIH3T3 a partir de la tècnica CRISPR-Cas9 

 
Per poder estudiar l’antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 en 

detall necessitaríem poder mirar si aquest antagonisme produeix també canvis a la 
localització de Suv39h1 als focis de l’HPC a partir d’IF, o si produeix canvis en 
l’enriquiment de Suv39h1 als major satellites de l’HPC a partir de CHIP. Degut a que 
avui dia no existeix cap anticòs comercial de Suv39h1 que funcioni del tot bé, i 
encara no hi ha cap que funcioni per IF ni per CHIP, vam decidir crear una línea 
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cel·lular de ratolí que tingués taggejat el gen Suv39h1. Per aquest motiu vam 
realitzar un tagging endògen de Suv39h1 amb flag en cèl·lules NIH3T3 utilitzant la 
tècnica de CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats-CRISP associated endonucleases 9). CRISPR-Cas9 va ser descobert 
originalment com a un mecanisme de resposta immunitària adaptativa que 
posseïen els procariotes per tal de protegir-se de les infeccions per bacteriòfags,  a 
partir del qual reconeixien i tallaven els àcids nucleics dels virus invasors. Aquest 
sistema procariota es va adaptar per tal de donar lloc a la tècnica CRISPR-Cas9, que 
avui dia és una de les tècniques més potents d’edició del genoma, i que permet tant 
l’eliminació de gens, la incorporació de nous gens o seqüències, com l’activació o la 
repressió gènica. En el nostre cas vàrem utilitzar un sistema de dos vectors: un 
vector que contenia l’RNA guia (gRNA) i la endonucleasa associada al CRISPR 
(Cas9). El gRNA és una seqüència curta d’uns 20 nucleòtids necessària per que 
s’uneixi la Cas9 i que la direccionarà a la seqüència diana genòmica a modificar, per 
tal que aquesta produeixi un tall a la doble cadena d’ADN. El segon vector conté la 
plantilla de reparació de l’ADN, aquesta plantilla ha de contenir la seqüència 
homòloga upstream i downstream del lloc diana del tall així com la seqüència a 
incorporar. De manera que, quan es produeixi el DSB (doble-strand break),  en 
<10% dels casos es pot donar la reparació dirigida per homologia (HDR) utilitzant 
la plantilla de reparació de l’ADN i produir-se l’edició precisa (Figura R34A).  A 
partir de la utilització d’aquesta tècnica, finalment hem aconseguit taggejar el gen 
Suv39h1 en cèl·lules NIH3T3, hem incorporat a la part C-terminal de Suv39h1 una 
seqüència linker de Gly-Ser per tal de donar flexibilitat i no impedir el correcte 
plegament de la proteïna, seguit de 3 còpies del tag FLAG, seguit d’un linker P2A 
per que es talli el polipèptid per aquesta regió, i finalment d’un gen de resistència a 
Neomicina per tal de poder seleccionar les cèl·lules taggejades (Figura R34B).  
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Figura R34. Generació del tagging endògen de Suv39h1 en NIH3T3 a partir de la tècnica 
CRISPR-Cas9. A) Representació esquemàtica del procés de CRISPR-Cas9 per l’obtenció d’un 
tagging per HDR. B) Representació esquemàtica de la seqüència incorporada.   
 
 
 Un cop generada aquesta nova línea cel·lular taggejada per Suv39h1 vàrem 
passar a caracteritzar-la. Primerament, vàrem realitzar una PCR amb primers que 
amplifiquen la part final de Suv39h1 i la seqüència incorporada incloent els 
3xFLAG utilitzant l’ADN genòmic de NIH3T3 (com a control negatiu), de les 
NIH3T3 Suv39h1-FLAG i del vector pFETCH Donor (com a control positiu). Els 
nostres resultats mostren que hi ha amplificació d’aquest fragment a la nostra 
línea NIH3T3 Suv39h1-FLAG indicant que està taggejada (Figura R35). No només 
això si no que per estar segurs de que el gen de Suv39h1 estigués intacte i de que la 
seqüència s’hagués incorporat correctament, vam amplificar i seqüenciar tots els 
exons de Suv39h1 i del tagging en aquesta nova línea. A més a més, vàrem 
comprovar tots els possibles off-targets, per assegurar-nos que no hi havia hagut 
cap canvi en altres posicions del genoma.  
 

 
 

Figura R35. Caracterització a nivell genòmic de la línea cel·lular NIH3T3 Suv39h1-flag 
obtinguda mitjanant CRISRP/Cas9. PCR que mostra l’amplificació de la part final del gen Suv39h1 
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i de la seqüència incorporada en cèl·lules NIH3T3 Suv39h1-flag, NIH3T3 (control negatiu) i vector 
PFETCH Donor (control positiu). 
 
 
 Un cop estudiat a nivell genòmic, vàrem passar a comprovar si aquest gen 
taggejat es transcrivia. De manera que a partir de l’extracció de l’RNA i de la síntesi 
a cDNA, vàrem estudiar si hi havia hagut transcripció de Suv39h1-FLAG utilitzant 
primers que amplificaven la part final de Suv39h1 i els 3x-FLAG mitjançant RT-
PCR. Els resultats obtinguts mostren que Suv39h1-FLAG es transcriu correctament 
(Figura R36). 
 

 
 

Figura R36. El gen Suv39h1-FLAG es transcriu correctament. Nivells d’RNA de Suv39h1-FLAG 
en cèl·lules NIH3T3 Suv39h1-flag i NIH3T3 com a control negatiu per RT-PCR, ***p<0.001. 
 

 
 Per tal d’estudiar a nivell de proteïna l’expressió de Suv39h1-FLAG, vam 
realitzar WB utilitzant anticòs de Suv39h1 i de FLAG en cèl·lules NIH3T3 com a 
control i en les NIH3T3 Suv39h1-FLAG. Els resultats obtinguts utilitzant l’anticòs 
de Suv39h1 mostren que en la línia NIH3T3 Suv39h1-FLAG no desapareix la banda 
endògena de Suv39h1 (50kDa) si no que apareix una nova banda que concorda 
amb el pes molecular de Suv39h1 taggejat (Figura R37A), indicant que aquesta 
línea cel·lular sembla estar taggejada en un al·lel. Els resultats obtinguts utilitzant 
l’anticòs de flag mostren que en les NIH3T3 Suv39h1-FLAG apareix una banda que 
concorda amb el pes molecular de Suv39h1-FLAG que no es troba a les NIH3T3 
(Figura R37B). De manera que, aquests experiments corroboren que la nostra línia 
cel·lular expressa Suv39h1-FLAG.  
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Figura R37. Caracterització a nivell proteic de la línea cel·lular NIH3T3 Suv39h1-FLAG 
obtinguda mitjanant CRISRP/Cas9. A) WB de Suv39h1 en cèl·lules NIH3T3 i en NIH3T3 Suv39h1-
FLAG. B) WB de flag en les mateixes cèl·lules.  
 
 
 No només això si no que també vàrem comprovar si podíem 
immunoprecipitar Suv39h1 en la nostra línia, ja que els anticossos comercials de 
Suv39h1 descrits per IP no funcionen del tot bé. Vàrem realitzar experiments d’IP 
utilitzant reïna FLAG en cèl·lules NIH3T3 com a control i en la línia NIH3T3 
Suv39h1-FLAG. Els resultats obtinguts mostren que ara sí podem 
immunoprecipitar Suv39h1 de manera senzilla a partir de la utilització de l’anticòs 
flag (Figura R38).   

 
 

Figura R38. IP de flag en cèl·lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG. S’ha utilitzat l’anticòs de 
flag i de Suv39h1 per detectar la proteïna immunoprecipitada.  
 
 Quan s’incorporen seqüències a una proteïna, a vegades aquestes poden 
afectar al correcte plegament i interferir d’aquesta manera a l’activitat catalítica de 
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la proteïna. A partir d’un assaig metiltransferasa d’histones in vitro utilitzant la 
nostre proteïna Suv39h1-FLAG purificada, core histones comercials i el cofactor 
SAM vàrem comprovar que la nostra proteïna Suv39h1-FLAG era activa, i que 
incrementava els nivells de metilació d’H3K9me3 (Figura R39).  
 

 
 

Figura R39. La proteïna Suv39h1-FLAG és catalíticament activa. Assaig metiltransferasa de la 
proteïna Suv39h1-flag purificada de les cèl·lules NIH3T3 taggejades i com a control positiu proteïna 
myc-Suv39h1 purificada en NIH3T3 sobreexpressades. S’han utilitzat core histones comercials i el 
cofactor SAM per dur a terme l’assaig.  
 

 
 Un dels principals motius pels que vàrem decidir generar una línia cel·lular 
que tingués taggejat Suv39h1 era poder estudiar canvis en la localització endògena 
de Suv39h1 per tal d’explorar l’antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 a 
les regions d’HPC. Per comprovar que a la línia cel·lular NIH3T3 Suv39h1-FLAG 
poguéssim estudiar la localització de endògena de Suv39h1 vam realitzar IF 
utilitzant l’anticòs flag a aquesta línia i com a control a les NIH3T3. Els resultats 
obtinguts de la IF de FLAG mostren que aquesta línia taggejada ens permet 
detectar la localització de Suv39h1, que es localitza al nucli, principalment als foci 
d’HPC tal i com esperaríem (Figura R40). Així que, la línia cel·lular obtinguda on 
s’ha taggejat el gen Suv39h1 és un bon model per estudiar la localització endògena 
de Suv39h1 mitjançant IF de FLAG.  
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Figura R40. Les NIH3T3 Suv39h1-FLAG són un bon model per estudiar la localització 
endògena de Suv39h1. IF de flag en les cèl·lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG obtingudes per 
CRISPR/Cas9. 
 
 

Un altre dels motius principals pels que volíem taggejar Suv39h1 era per 
poder estudiar si es produïen canvis en l’enriquiment de Suv39h1 als major 
satellites de les regions d’HPC, deguts a la pèrdua o expressió ectòpica de SirT1 i 
PARP-1.  Vàrem realitzar CHIP de FLAG a les cèl·lules NIH3T3 Suv39h1-FLAG i tal i 
com s’observa a la següent figura, es pot chipejar Suv39h1 i el trobem enriquit als 
major satellites de l’HPC a la nostra línia, tal i com esperaríem (Figura R41).  La 
línia cel·lular obtinguda per tant, és també un bon model per estudiar enriquiment 
endògen de Suv39h1 a la cromatina mitjançant CHIP de FLAG.  

 
 

Figura R41. Les NIH3T3 Suv39h1-FLAG són un bon model per estudiar enriquiment endògen 
de Suv39h1 a la cromatina. CHIP de flag en les cèl·lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG 
obtingudes per CRISPR/Cas9 als major satellites, n=4 experiments independents ****p<0.0001. 
 
 
 Així doncs la línia NIH3T3 Suv39h1-FLAG és una eina molt potent que ens 
permetrà estudiar aspectes que no haguéssim pogut investigar.  Un cop generada i 
caracteritzada aquesta línia, vàrem intentar obtenir el KO de SirT1, de PARP-1 i  el 
doble KO però no vam ser capaços d’obtenir el KO de SirT1. Per aquest motiu 
vàrem decidir utilitzar un  shRNA de SirT1 i de PARP-1 per crear les nostres línies 
model a través del qual començar a estudiar en detall la relació antagònica de 
SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 (Figura R42A). D’aquesta manera hem obtingut 
les quatre línies cel·lulars: NIH3T3 Suv39h1-FLAG, NIH3T3 Suv39h1-FLAG amb 
shRNA SirT1, NIH3T3 Suv39h1-FLAG amb shRNA PARP1 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG 
amb shRNA SirT1 i PARP1, que seran el nostre model d’estudi i que ens permetran 
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estudiar en detall la relació de SirT1 i de PARP-1 envers Su39h1 (Figura R42B). 
Malauradament, no hem tingut temps d’obtenir resultats encara però hi ha 
experiments en marxa encaminats a estudiar l’antagonisme entre SirT1 i PARP-1, 
entre d’altres tenim a punt experiments de WB per comprovar els nivells de 
Suv39h1, la seva localització a les regions d’HPC i l’enriquiment a major satellites a 
les nostres línies model.  
 

 
 

Figura R42. Obtenció de les línies cel·lulars model per a l’estudi de l’antagonisme funcional 
de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1. A) WB de SirT1 en les línies cel·lulars NIH3T3 scr, shRNA 
SirT1#1 i shRNA SirT1#2 i WB de PARP-1 en les línies cel·lulars NIH3T3 scr, shRNA PARP-1#1 i 
shRNA PARP-1#2. B) Representació esquemàtica de les línies cel·lulars model.  
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1. PAPER ESPECÍFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A L’ESTRUCTURA I 
ORGANITZACIÓ DE L’HPC 
 

 
 Al llarg del temps s’ha considerat el paper de les isoformes d’HP1 si més no 
equivalent degut a la forta redundància funcional d’aquestes proteïnes en alguns 
aspectes concrets. Actualment però, aquesta perspectiva ha canviat, i han estat 
descrites múltiples funcions específiques de les isoformes d’HP1. HP1 és una 
proteïna estructural fonamental a les regions d’HPC, però tot i la seva importància, 
quan es va iniciar aquest projecte la contribució específica de les seves isoformes 
HP1α, HP1β i HP1γ a les regions d’HPC no estava encara definida.  Els resultats de 
la primera part d’aquesta tesi indiquen que cada isoforma d’HP1 té una contribució 
distintiva en l’estructura i organització de l’HPC. HP1α sembla tenir un paper 
directe en la restricció de les marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3. 
El nostre treball suggereix un paper d’aquesta isoforma en l’establiment dels 
dominis cromatínics per tal d’evitar la propagació de l’heterocromatina a 
l’eucromatina adjacent, en conjunció amb CTCF i amb H2A.Z. Mentre que HP1β 
actua de manera contrària pel que fa a les marques H4K20me3 i H3K27me3. 
Aquesta isoforma es troba directament relacionada amb Suv420h2, interacciona 
preferentment amb ella i regula la seva dinàmica. HP1γ sembla tenir un efecte 
intermig entre les altres isoformes, el que suggereix una funció més redundant. 
Una de les observacions més sorprenents del nostre treball és que la pèrdua 
d’HP1α indueix una hipercompactació de l’HPC, mentre que la pèrdua d’HP1β i 
d’HP1γ sembla produir una disminució de la compactació a aquestes regions. Així 
doncs, els nostres estudis generen diversos resultats que es discuteixen a 
continuació.  
 
 
1.1. Paper de la isoforma HP1α  a l’estructura de l’HPC  
 
 Els nostres resultats mostren que la pèrdua de la isoforma HP1α produeix un 
enriquiment significatiu de les marques associades a l’heterocromatina H4K20me3 
i H3K27me3 als focis d’HPC, de manera independent a la fase del cicle cel·lular 
(Figura R1). A partir d’estudis en cèl·lules KO d’HP1α, noKO i reKO i en cèl·lules KO 
d’HP1α sobreexpressades ectòpicament amb HP1α (Figura R2 i R3) hem vist que la 
relació entre la pèrdua d’HP1 i l’enriquiment d’aquestes marques és directe. Els 
nostres resultats indiquen doncs, que HP1α té un paper directe en la restricció 
d’H4K20me3 i d’H3K27me3 a l’HPC.  
 A més, el nostre treball indica que la relació entre H4K20me3 i H3K27me3 
amb HP1α és diferent. L’augment dels nivells d’H3K27me3, però no d’H4K20me3, 
que vam observar al re-delecionar HP1α a les cèl·lules reKO suggereix que la 
regulació específica d’H4K20me3 es pot restringir a una fase de desenvolupament 
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anterior abans de l’especificació del llinatge dels fibroblasts (Figura R2). En suport 
a aquesta idea, l’establiment d’HP1α i d’H4K20me3 sembla tenir lloc al mateix 
moment durant el desenvolupament tardà (Wong-tawan et al, 2011). Altres 
estudis suggereixen que HP1α té un paper més significatiu en l’establiment 
d’H3K9me3 que en el seu manteniment (Hathaway et al, 2012). El mateix podria 
passar per H4K20me3,  ja que la re-expressió d’HP1α a les cèl·lules KO d’HP1α 
restableix els nivells basals d’H4K20me3, però la seva re-deleció no produeix cap 
efecte clar (Figura R2 i R3).  
 Hem observat que la pèrdua d’HP1α, però també d’HP1β i d’HP1γ, produeix 
una disminució d’H3K9me3 a l’HPC, suggerint d’aquesta manera que les tres 
isoformes són redundants pel que fa a la deposició d’aquesta modificació 
d’histones (Figura R1). Estudis recents del grup mostren que, tot i que les tres 
isoformes d’HP1 semblen tenir papers força redundants pel que fa a la deposició 
d’H3K9me3 dependent de Suv39h1 als focis d’HPC, HP1α i HP1γ tenen una relació 
funcional més propera amb Suv39h1 en comparació amb HP1β. HP1α i HP1γ 
interaccionen preferencialment amb Suv39h1, eviten que Suv39h1 es 
poliubiquitinitzi per MDM2 i incrementen el recanvi de Suv39h1 a l’HPC, 
assegurant la deposició d’H3K9me3 (Raurell-Vila et al, 2017).  Aquests estudis 
doncs, podrien explicar que la pèrdua de cadascuna de les isoformes d’HP1 
produeixi una disminució de la deposició d’H3K9me3 similar, ja que la pèrdua 
d’una isoforma es podria compensar tot i que no del tot, amb l’actuació de les 
altres. Aquesta hipòtesi es troba recolzada pel fet que als ratolins KO de cadascuna 
de les isoformes no s’observen grans canvis respecte al WT, suggerint que la seva 
funció podria ser compensada per les altres (Brown et al, 2010; Mosch et al, 2011). 
 Els nostres resultats indiquen que la pèrdua d’HP1α produeix també un 
enriquiment d’H2A.Z als focis d’HPC (Figura R22, R23 i R24), mostrant un 
paral·lelisme a l’observat en el cas d’H4K20me3 i d’H3K27me3 a cèl·lules 
deficients en HP1α. Els experiments en les cèl·lules KO d’HP1α, noKO i reKO 
indiquen que la relació entre la pèrdua d’HP1α i l’enriquiment d’H2A.Z a l’HPC és 
directa, ja que la re-expressió d’HP1α endògen a les cèl·lules noKO restaura els 
nivells basals d’H2A.Z als focis d’HPC i, la re-deleció d’HP1α a les cèl·lules reKO 
torna a induir l’enriquiment d’H2A.Z als focis d’HPC (Figura R25).  
 Un altre aspecte important d’aquest treball és la connexió entre HP1α i les 
regions flanquejants de l’heterocromatina pericentromèrica. Les nostres dades 
mostren la unió preferencial de CTCF i HP1α, respecte les altres isoformes, tant a 
nivell global com a les regions d’HPC (Figura R11 i R12). Addicionalment, els 
nostres resultats suggereixen que HP1α podria reclutar CTCF a regions 
específiques dins de l’HPC, perquè la pèrdua d’HP1α produeix una deslocalització 
significant de CTCF a aquestes regions (Figura R13). Tot i que no vàrem ser 
capaços de detectar CTCF als major satellites de l’HPC per CHIP a les cèl·lules WT, 
HP1α-/- i HP1γ-/-, probablement degut a uns nivells molt baixos de CTCF, els 
nostres anàlisis de co-localització de CTCF endògen a les regions d’HPC (Figura 
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R16) ens confirmaven la presència de CTCF a aquestes regions juntament amb els 
anàlisis de FRET i els estudis de la distribució de GFP-CTCF. Aquestes evidències 
són molt rellevants perquè fins ara això no s’havia demostrat d’una forma 
convincent. Aquests anàlisis són consistents amb les dades publicades que 
indicaven que CTCF es troba present a les regions d’HPC en nivells limitants o bé 
sota determinades condicions (Mukhopadhyay et al, 2004; Rubio et al, 2008). De 
manera interessant, les nostres mostren que la disminució de CTCF a partir 
d’experiments amb shRNA de CTCF, sembla no afectar a la localització d’HP1α 
(Figura R17). Així doncs, mentre que HP1α sembla tenir un paper en la deposició 
de CTCF a l’HPC, els nostres estudis indiquen que CTCF no afecta a la localització 
d’HP1α. Tot i que un estudi ha descrit que en cèl·lules humanes, la reducció de la 
unió de vigilina a les repeticions pericentromèriques mediada per CTCF, redueix la 
unió d’HP1α als satellites 2 però no als satellites β (Shen et al, 2014), aquesta 
relació indirecta podria no trobar-se conservada a cèl·lules de ratolí. Finalment, els 
nostres estudis confirmen que, com en el cas de la pèrdua d’HP1α la disminució de 
CTCF indueix un enriquiment significatiu d’H3K27me3 als focis d’HPC. Però, en 
aquest cas, no s’observen canvis en els nivells d’H4K20me3 (Figura R17). El 
conjunt de les nostres evidències suggereix que, HP1α tindria un paper en la 
deposició de CTCF a l’HPC, i que ambdues proteïnes col·laborarien per tal de 
definir els dominis cromatínics i organitzar l’HPC. 
 Estudis previs indiquen que H2A.Z controla la localització d’HP1α a les 
regions d’HPC (Pusarla & Bhargava, 2005; Matsuda et al, 2010).  I que, H2A.Z és 
també important en la regulació de la unió de CTCF a les regions flanquejants, on 
intervé en la formació dels límits cromatínics (Meneghini et al, 2003; Wen et al, 
2020). A partir d’aquestes treballs, vàrem hipotetitzar que H2A.Z podria trobar-se 
implicada en cooperació amb HP1α i amb CTCF en l’estructura i organització de les 
regions d’HPC mitjançant l’establiment de les regions flanquejants  per prevenir la 
propagació de les marques heterocromatíniques. Els nostres resultats ens indiquen 
que, la pèrdua d’H2A.Z sembla produir un enriquiment de CTCF als major satellites, 
suggerint no tant un paper d’H2A.Z a la deposició de CTCF a l’HPC si no més bé un 
paper al control de la propagació de CTCF a aquestes regions (Figura R26). Aquests 
resultats, són sorprenents tenint en compte els estudis prèviament publicats. 
Malauradament no vàrem aconseguir obtenir resultats del CHIP d’HP1α en 
cèl·lules amb baixada dels nivells de proteïna H2A.Z, probablement degut a una 
baixa compatibilitat del kit de CHIP fet servir amb l’anticòs HP1α. Aquests resultats 
ens haguessin donat una visió més complerta a l’hora d’analitzar els resultats. 
Actualment s’estan realitzant experiments en aquesta direcció al laboratori per tal 
de desxifrar si H2A.Z té un paper a la localització d’HP1α  a les regions d’HPC. 
Encara però, queda molt per aprofundir a la relació d’aquestes tres proteïnes 
H2A.Z, HP1α i CTCF a les regions pericèntriques.  Els nostres resultats ens indiquen 
que, tot i no estar del tot definida encara la relació d’H2A.Z respecte HP1α i CTCF, 
aquesta variant d’histona té un paper molt important i complex ja que sembla estar 
implicada també al control de la propagació i de l’organització de les regions 
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d’HPC. Així doncs, la disminució d’H2A.Z produeix un enriquiment de les marques 
específiques d’heterocromatina H4K20me3, H3K27me3 i H3K9me3 a l’HPC però 
no de la marca relacionada amb cromatina activa H3K4me3 (Figura R27). És 
interessant destacar que tot i que sembla haver un paral·lelisme en la propagació 
d’H4K20me3 i d’H3K27me3 entre la pèrdua  d’H2A.Z i HP1α, en el cas d’H2A.Z 
també es produeix la propagació d’H3K9me3. Això suggereix que H2A.Z juga un 
paper addicional a la regulació epigenètica de l’HPC independent d’HP1.  
 L’anàlisi complert de totes les nostres dades ens ha permès proposar un 
model de regulació de l’estructura de l’HPC per part de la isoforma HP1α (Figura 
D1). Segons el nostre model, HP1α reclutaria CTCF a regions específiques dins de 
l’HPC. Aquestes dues proteïnes HP1α i CTCF actuarien en conjunció amb H2A.Z en 
l’establiment de les regions flanquejants de les regions d’HPC, establint els límits 

 
 
Figura D1. Model proposat per a la regulació de l’estructura de l’HPC per part d’HP1α. HP1α 
reclutaria CTCF a regions determinades de l’HPC, aquestes dues proteïnes en conjunció amb la 
variant d’histona H2A.Z tindrien un paper en l’establiment de les regions flanquejants de l’HPC, 
establint els límits entre els diferents dominis cromatínics per tal d’evitar la propagació de les 
marques H4K20me3 i H3K27me3, i de la variant H2A.Z a les regions adjacents.  

 
entre els diferents dominis cromatínics i evitant així la propagació de les marques 
l’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3, i de la variant d’histona relacionada 
amb les regions pericèntriques H2A.Z, per tal de preservar l’eucromatina adjacent. 
És important clarificar que aquest paper estabilitzador d’HP1α és dut a terme per 
una subpoblació d’aquesta isoforma.  La resta d’HP1α es trobaria a la resta de les 
regions d’HPC on tindria un paper redundant amb HP1γ i en part amb HP1β.   
 
 
1.2. Paper de la isoforma HP1β  a l’estructura de l’HPC 
 
 Malgrat la redundància funcional establerta entre les isoformes d’HP1 a les 
regions d’HPC (Maison & Almouzni, 2014), a partir dels nostres estudis proposem 
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que HP1β té un rol oposat a HP1α pel que fa a l’estructura i organització de l’HPC.  
Les nostres dades suggereixen que HP1β actua en oposició a HP1α pel que fa a la 
regulació de les marques H4K20me3 i H3K27me3 als focis d’HPC, ja que hem vist 
que la pèrdua de la isoforma HP1β produeix una disminució dels nivells d’ambdues 
marques històniques a l’HPC (Figura R1), de manera contrària a l’observat en el 
cas de la pèrdua d’HP1α. La relació funcional de les isoformes d’HP1 amb Suv39h1 
també dóna suport a aquest rol oposat d’HP1β respecte HP1α (Raurell-Vila et al, 
2017). 
 Els nostres estudis han revelat una vinculació funcional entre HP1β i 
Suv420h2 inesperada. Tot i que les tres isoformes d’HP1 interaccionen per igual 
amb Suv420h2 en fraccions nuclears solubles tal i com ha estat descrit (Hahn et al, 
2013). Experiments de coimmunoprecipitació en extractes nuclears enriquits en 
cromatina insoluble digerida (Figura R4) i anàlisis de FRET (Figura R5), mostren 
una interacció preferencial de Suv420h2 amb HP1β a les regions 
d’heterocromatina pericentromèrica. Està plenament acceptat que HP1 té un paper 
al reclutament de proteïnes amb diverses activitats enzimàtiques essencials per la 
formació de l’HPC com és el cas de Suv420h2, que trimetila H4K20 i promou 
d’aquesta manera la formació d’una fibra de cromatina compacta (Rowbotham et 
al, 2011). A més a més, s’havia suggerit que podria ser la isoforma HP1β qui actués 
a la deposició d’aquestes (Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016). El fet 
que la isoforma HP1β interactuï preferentment amb Suv420h2 als focis de l’HPC, 
podria indicar que aquesta isoforma és la que es troba més implicada en el 
reclutament de Suv420h2 a les regions d’HPC per la formació d’una fibra de 
cromatina compacta en línia amb les dades publicades, i podria explicar la 
disminució dels nivells d’H4K20me3 associats a la pèrdua d’HP1β. De manera 
interessant, els nostres resultats mostren que HP1β modula la dinàmica de 
Suv420h2 in vivo als focis d’HPC (Figura R6). La disminució de l’intercanvi de 
Suv420h2 associat a la pèrdua d’HP1β contrasta amb l’increment de l’intercanvi 
associat amb la pèrdua d’HP1α, corroborant un paper antagonista d’HP1β respecte 
d’HP1α al control de la dinàmica de Suv420h2. Tenint en compte els resultats 
obtinguts, suggerim que probablement HP1β tingui un efecte més directe en la 
dinàmica de Suv420h2 degut a la vinculació funcional més estreta entre HP1β i 
Suv420h2.  
 De manera consistent, hem observat que la cromatina que immunoprecipita 
HP1β està enriquida en H4K20me3 en comparació amb les altres isoformes 
(Figura R7) i que HP1β s’uneix als pèptids metilats H4K20me3 en condicions de 
força iònica moderada (Dignam) però no en condicions més astringents (RIPA) 
(Figura R8). La unió d’HP1β a H4K20me3 sembla doncs ser específica però làbil 
(Figura R8). Aquests resultats suggereixen que HP1β té capacitat d’unir-se a 
H4K20me3. Un gran nombre de les nostre dades, donen suport a una relació 
funcional directa entre HP1β i Suv420h2/H4K20me3:  Primer, hem vist que HP1β 
tendeix a localitzar-se amb H4K20me3 als major satellites de l’HPC comparat amb 
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les altres isoformes a partir d’experiments de reCHIP (Figura R9). Segon, els 
nostres anàlisi de CHIP-seq mostren una major correlació a tot el genoma en ESC 
entre HP1β i H4K20me3 en comparació amb HP1α (Figura R10). De manera que, 
revelem un vincle entre HP1β i H4K20me3 tant a nivell de foci d’HPC com a tot el 
genoma, que dóna suport a la vinculació funcional d’HP1β amb Suv420h2. 
 En suport al paper antagonista d’HP1α i d’HP1β a l’organització de l’HPC, 
mentre que la pèrdua d’HP1α s’associa amb una deslocalització de CTCF a l’HPC, 
les nostres dades mostren que la pèrdua d’HP1β indueix un enriquiment global de 
CTCF en grans regions del genoma incloent els focis d’HPC (Figures R13 i R15), 
suggerint així un paper d’HP1β en la restricció de la localització d’HP1β a locus 
específics, i per tant, probablement controlant els límits de la cromatina. Aquest 
paper es recolza per les observacions on la pèrdua d’HP1β resulta en un 
enriquiment de CTCF més enllà dels seus llocs normals de localització. 
Concretament, es va detectar CTCF fora del seu lloc d’unió a la regió de control 
d’imprinting H19 (H19-ICR), entre 1 i 2 kb downstream del lloc d’unió 1 d’ H19-ICR 
(ICR1) a les MEFS HP1β-/- (Figura R15). Aquest resultat es troba en línia amb un 
estudi que suggereix que HP1β pot regular l’imprinting genòmic (Singh, 2016). Un 
efecte similar es va observar al promotor i a 2kb de distància, a l’ORF2, dels 
elements LINE-L1, on es va detectar un espectacular augment dels nivells de CTCF 
a les cèl·lules HP1β-/- (Figura R15). Degut a que sembla que no hi hagi cap motiu 
canònic de CTCF downstream d’H19-ICR1 ni als elements repetitius LINE-L1s, la 
propagació observada de CTCF és poc probable que estigui relacionada amb una 
unió directa de CTCF a l’ADN, si no que probablement depengui d’altres factors. 
Aquest enriquiment de CTCF a grans regions del genoma observat en les cèl·lules 
HP1β-/- correlaciona amb un increment global dels nivells de proteïna CTCF 
(Figura R14), sense alteració de  la seva expressió gènica. Totes aquestes 
evidències corroboren que HP1α i d’HP1β juguen papers oposats en la distribució 
de CTCF.  
  Les nostres dades mostren la unió preferencial d’H2A.Z a HP1β, respecte les 
altres isoformes, tant a nivell global (Figures R18 i R19) com a les regions d’HPC 
(Figures R20 i R21). Així doncs, aquestes observacions indicarien una vinculació 
entre aquestes dues proteïnes a nivell estructural dels focis d’HPC. L’observació de 
que la pèrdua d’HP1β indueix un enriquiment global de CTCF a grans regions del 
genoma incloent els focis d’HPC (Figures R13 i R15) i de que la pèrdua d’H2A.Z 
semblaria produir també un enriquiment de CTCF als major satellites (Figura R26), 
suggereix que degut a la vinculació tant estreta entre les proteïnes H2A.Z i HP1β, 
aquestes podrien actuar juntes en el control de la restricció de la localització de 
CTCF a l’HPC. 
 Totes aquestes dades juntes ens han permès proposar un model de regulació 
de l’estructura de l’HPC per part de la isoforma HP1β (Figura D2). Segons el nostre 
model, HP1β tindria un rol oposat a HP1α pel que fa a la regulació de l’estructura a 
aquestes regions. Així doncs, HP1β estaria vinculada funcionalment amb 
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Suv420h2, i  podria ser la isoforma més implicada en el reclutament d’aquesta a les 
regions d’HPC per la formació d’una fibra de cromatina compacta.  
Conseqüentment, HP1β es trobaria estretament relacionada amb la deposició 
d’H4K20me3 a aquestes regions. A més a més, HP1β es vincularia amb H2A.Z als 
focis de l’HPC, on actuarien en el control de la restricció  de la localització de CTCF 
a posicions específiques del genoma.  
 

 
 

Figura D2. Model proposat per a la regulació de l’estructura de l’HPC per part d’HP1β. HP1β 
tindria un rol oposat a HP1α pel que fa a la regulació de l’estructura d’aquestes regions. Aquesta 
isoforma estaria vinculada funcionalment amb Suv420h2 i amb H4K20me3, i podria ser la isoforma 
més destacada en el reclutament de Suv42h2 a l’HPC per a la formació d’una fibra de cromatina 
compacta. A la seva vegada, HP1β es vincularia amb H2A.Z, on actuarien en el control de la 
localització de CTCF a determinades posicions específiques al genoma.  
 

 
1.3. Paper de la isoforma HP1γ  a l’estructura de l’HPC  
 
 Els nostres estudis indiquen que HP1γ té un paper a mig camí a les altres 
dues isoformes, el que suggereix una funció més redundant.  Les nostres dades 
indiquen que la pèrdua HP1γ produeix una disminució dels nivells d’H4K20me3 i 
H3K27me3 als focis d’HPC similar l’observat en el cas d’HP1β (Figura R1). Mentre 
que, respecte la relació funcional de les isoformes d’HP1 amb Suv39h1, el 
comportament d’HP1γ s’assimila més a HP1α. Tot això és molt complex en part, 
perquè les isoformes d’HP1 heterodimeritzen i podem tenir un gradient d’efectes 
degut a que tenim diverses possibles combinacions entre elles. Encara no entenem 
gaire bé que determina aquesta variabilitat de dímers tot i que ha d’estar molt 
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regulat degut a aquests papers específics d’HP1α i d’HP1β. En conseqüència amb el 
paper redundant d’HP1γ, hem observat que, mentre que la pèrdua d’HP1β 
s’associa amb una disminució de l’intercanvi de Suv420h2 i la pèrdua d’HP1α 
s’associa amb un increment de l’intercanvi, la pèrdua d’HP1γ produeix un ef ecte 
intermig (Figura R6). De la mateixa manera, sembla que l’enriquiment d’HP1γ amb 
CTCF (Figura R12) i H2A.Z (Figura R24) a l’HPC es trobaria entre l’observat per 
HP1α i per HP1γ. El conjunt dels resultats obtinguts indicaria un paper intermig 
d’HP1γ pel que fa al control de l’estructura de l’HPC, on estaria relacionada amb les 
altres isoformes i tindria funcions més redundants.  
 
 
 
1.4. Efecte diferencial de les isoformes d’HP1 a la compactació de 

les regions d’HPC  
 

 Una de les observacions més sorprenents del nostre treball és la 
hipercompactació de l’estructura de l’HPC en cèl·lules deficients d’HP1α tant in 
vitro com in vivo (Figura R28). La marca H4K20me3 es troba relacionada 
directament amb els nivells de compactació de les regions d’HPC (Hahn et al, 
2013). De fet, ha estat demostrat que H4K20me3 és necessària per la formació 
d’una fibra de cromatina compacta (Dambacher, 2012; Saksouk et al, 2015). De 
manera que, l’augment de compactació en les cèl·lules deficients en HP1α podria 
ser degut a l’expansió de les marques d’heterocromatina d’H4K20me3 i 
d’H3K27me3 observat en aquestes cèl·lules (Figura R1). A més, estudis del grup 
mostraven que la pèrdua d’HP1α resulta també en un increment de la longitud de 
l’ADN enllaçador (linker DNA) en comparació amb les cèl·lules WT, el qual s’associa 
també amb una major compactació de la cromatina (Szerlong & Hansen, 2011). Els 
nostres resultats eren inesperats perquè un estudi previ havia descrit que la unió 
artificial d’HP1α o d’HP1β taggejat amb LacR als transgens regulats per l’operó Lac 
resultava en compactació de la cromatina (Verschure et al, 2005). Aquestes 
observacions aparentment conflictives es podrien conciliar si una població de les 
molècules d’HP1α participés a la compartimentació de l’HPC, mentre que una altra 
tingués, juntament amb les altres isoformes, un paper més redundant.  
 En conseqüència amb el paper antagònic d’HP1α i d’HP1β en la regulació de 
l’estructura de l’HPC, els nostres estudis mostren que la pèrdua d’HP1β produeix 
una disminució de la compactació de les regions d’HPC tant in vitro com in vivo 
(Figura R28). La disminució de la compactació en cèl·lules deficients en HP1β són 
coherents amb la disminució en els nivells d’H4K20me3 i d’H3K27me3 observat 
als focis d’HPC en aquestes cèl·lules (Figura R1), i recolzaria el paper d’HP1β com a 
la isoforma més vinculada amb Suv420h2 i la més implicada en el reclutament de 
Suv420h2 a les regions d’HPC per la formació d’una fibra de cromatina compacta. 
Un treball dut a terme per altres autors recolza també el paper d’HP1β en la 
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compactació de l’HPC, i descriu que les regions on s’acumula la isoforma HP1β són 
sempre compactes i de forma ovoide (Dyalinas et al, 2007).  
 Pel que fa a la isoforma HP1γ, hem observat que la pèrdua d’aquesta indueix 
una suau disminució de la compactació en estudis de compactació in vitro, i una 
disminució del grau de compactació similar a l’observada en les cèl·lules deficients 
en HP1β (Figura R28), aquestes observacions es troben en línia amb un paper 
intermig d’HP1γ que sembla assimilar-se més en funcionalitat a HP1β en aquest 
aspecte.  
 El conjunt de totes aquestes troballes ens ha permès proposar un model 
englobant la regulació per part de les isoformes HP1α, HP1β i HP1γ a l’estructura i 
organització de l’HPC (Figura D3), on malgrat la redundància funcional ben 
establerta entre les isoformes d’HP1 a aquestes regions, una subpoblació d’HP1α i 
d’HP1β jugarien papers diferents a l’organització de l’HPC. Segons el nostre model 
d’organització de l’heterocromatina, HP1α manté en conjunció amb CTCF i H2A.Z 
l’estructura interna i la compactació de l’HPC al restringir la distribució 
d’H4K20me3, d’H3K27me3, i de la variant d’histona H2A.Z. HP1β tindria un paper 
oposat a HP1α, on seria la isoforma més vinculada amb Suv420h2/H4K20me3 i 
possiblement la més implicada en el seu reclutament a les regions d’HPC per la 
formació d’una fibra de cromatina compacta. HP1β també es vincularia amb H2A.Z 
als focis de l’HPC, i actuarien en el control de la restricció  de la localització de 
CTCF a posicions específiques del genoma. La pèrdua d’HP1α produiria una 
deslocalització de CTCF a les regions de l’HPC, i es produiria la propagació de les 
marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3, i de la variant d’histona 
H2A.Z a les regions adjacents, produint un increment en el grau de compactació de 
l’HPC. La pèrdua d’HP1β en canvi, es vincularia amb un menor reclutament de 
Suv420h2 a l’HPC, en una disminució de les marques H4K20me3 i H3K27me3 i en 
una disminució del grau de compactació de l’HPC. Això també acompanyat de 
l’enriquiment de CTCF més enllà dels seus llocs habituals tant a nivell d’HPC com a 
nivell d’altres regions genòmiques.  
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Figura D3. Model global proposat per a la regulació de les isoformes d’HP1 a l’estructura de 
l’HPC. Segons el nostre model en les regions d’HPC WT, HP1α en conjunció amb CTCF i H2A.Z 
intervenen en l’establiment dels límits cromatínics per tal de mantenir l’estructura interna i la 
compactació de l’HPC al restringir la propagació d’H4K20me3, H3K27me3 i d’H2A.Z. HP1β té un 
paper oposat a HP1α, on es troba més relacionada amb Suv420h2/H4K20me3 i seria la més 
implicada al seu reclutament per a la formació d’una fibra de cromatina compacta. Aquesta 
isoforma també actua en la restricció de la localització de CTCF probablement en conjunció amb 
H2A.Z. HP1γ té un rol més redundant i el seu paper estaria més relacionat amb la isoforma amb la 
que heterodimeritzi. La pèrdua d’HP1α a les regions d’HPC, produiria la deslocalització de CTCF a 
aquestes regions i es produiria la propagació de les marques d’heterocromatina H4K20me3 i 
H3K27me3, i de la proteïna H2A.Z. Com a conseqüència, es produiria una hipercompactació de les 
regions d’HPC. De manera contrària, la pèrdua d’HP1β a les regions d’HPC produiria un menor 
reclutament de Suv420h2 a l’HPC, una disminució de les marques H4K20me3 i H3K27me3, i una 
descompactació d’aquestes regions.   
 
 
1.5. Importància de les isoformes d’HP1 a l’estabilitat genòmica 

 

 Els nostres estudis indiquen que les tres isoformes d’HP1 es troben 
implicades al manteniment de l’estabilitat genòmica a partir de les seves funcions 
específiques en la regulació de l’organització i compactació de les regions d’HPC. El 
paper específic de les isoformes d’HP1 en l’estabilitat del genoma s’observa 
clarament en les MEFs HP1α-/-, β-/- i γ-/-, on la deleció de cadascuna de les 
isoformes resulta en un conjunt d’anomalies cromosòmiques específiques. Així 
doncs, els anàlisis mitòtics que varem dur a terme mostren que, les cèl·lules HP1α-
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/- i HP1β-/- presentaven una major freqüència d’aberracions mitòtiques en 
comparació amb les MEFs HP1γ-/- o WT (Figura D4). Les aberracions trobades a les 
MEFS HP1α-/- son sorprenentment diferents a les trobades en les MEFS HP1 β-/-. La 
pèrdua d’HP1α va produir un augment del nombre de defectes d’adhesió 
merotèlica i sintèlica, els defectes merotèlics són generats quan es produeix la unió 
simultània d’un únic cinetocor als dos pols del fus mitòtic, aquesta situació genera 
tensió centromèrica i si no es corregeix pot generar aneuploïdies; els defectes 
sintèlics es produeixen quan les dues cromàtides germanes s’uneixen al mateix pol 
del fus mitòtic i genera de la mateixa manera aneuploïdies (Baudoin & Cimini, 
2018). Aquests defectes merotèlics podrien ser deguts als canvis de compactació 
observat en aquestes cèl·lules i ja havien estat associats prèviament a una funció 
deficient de Clr4 (Suv391 en mamífers) o Swi6 (HP1 en mamífers) en 
Schizosaccharomyces pombe (Gregan et al, 2007). Mentre que la pèrdua d’HP1β va 
resultar en una major freqüència de la formació de fus mitòtics multipolars 
(Baudoin & Cimini, 2018), que podria estar relacionat amb el fenotip descondensat 
degut a la reducció dels nivells d’H4K20me3 i d’H3K27me3 observat en aquests 
cromosomes. De fet, ha estat descrit que en cèl·lules deficients en Suv420h2, es 
produeix una descompactació de l’heterocromatina i es mostren nivells 
substancialment reduïts de cohesina a l’heterocromatina pericèntrica, el que porta 
a defectes de segregació cromosòmica durant el procés de mitosis degut a una 
baixa cohesió de les cromàtides germanes (Hahn et al, 2013). Curiosament, la 
pèrdua d’HP1γ va resultar en una menor freqüència d’aberracions mitòtiques, que 
eren una barreja de les trobades en les MEFS HP1α-/- i HP1β-/-, en suport a que 
HP1γ comparteix alguna redundància amb les altres isoformes. De manera que, 
aquests resultats corroboren que HP1α i HP1β tenen funcions específiques 
implicades en l’estabilitat del genoma.  
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Figura D4. Anormalitats mitòtiques associades a la pèrdua de les isoformes d’HP1. A) 
Esquema d’una  mitosi normal i de les anormalitats mitòtiques produïdes per defectes d’adhesió 
merotèlics, per defectes d’adhesió sintèlics i per formació de fusos mitòtics multipolars. B) Anàlisi 
dels defectes mitòtics observats en les MEFs delecionades de les  isoformes d’HP1 i WT.   
 
 
1.6. Malalties associades a la inestabilitat genòmica 

 
 L’estructura i manteniment de les regions d’HPC és de vital importància 
especialment sota condicions d’estrès oxidatiu, genotòxic o metabòlic per tal de 
preservar la integritat genòmica (Hall et al, 2012). El paper diferencial de les 
isoformes d’HP1 a l’estructura de l’HPC, i el ventall de defectes mitòtics observats, 
clarament indica que la contribució de les tres isoformes al manteniment de la 
inestabilitat genòmica és diferent. La inestabilitat genòmica, és un factor clau al 
desenvolupament de moltes patologies humanes com el càncer, les malalties 
neurodegeneratives, els trastorns cardiovasculars i els trastorns endocrins, entre 
d’altres. A més a més, la inestabilitat genòmica és una de les principals causes de 
l’envelliment (Bosch-Presegué & Vaquero, 2014; Yao & Dai, 2014; Ferguson et al, 
2015; Andor et al, 2017; Fioriniello et al, 2020). L’aprofunditzament en aquest 
camp pot ampliar la visió sobre possibles perspectives terapèutiques i la 
versatilitat de mètodes per millorar la teràpia gènica (Hall et al, 2012, Fioriniello et 
al, 2020).  
 Tot i això, actualment, no s’ha associat cap malaltia humana amb mutacions 
als gens que codifiquen per les isoformes d’HP1. No obstant, la reducció dels 
nivells d’expressió de les isoformes d’HP1 s’ha vinculat amb la progressió de molts 
càncers en humans (Taula D1) (Dyalinas et al, 2008). La reducció d’HP1 a les 
regions pericèntriques s’ha associat amb inestabilitat genòmica generalitzada i 
amb una major incidència de limfomes (Peters et al, 2001). Estudis de perfils 
d’expressió gènica revelaven nivells reduïts de mRNA d’HP1α en carcinomes 
papil·lars de tiroides en comparació al teixit tiroide normal (Wasenius et al, 2003). 
De la mateixa manera, els nivells de mRNA d’HP1α es troben reduïts en tumors 
cerebrals embrionaris d’individus amb pitjor pronòstic, en comparació a aquells 
amb un pronòstic més favorable (Pomeroy et al, 2002), de fet  nivells reduïts de 
mRNA d’HP1α són uns dels millors marcadors de fracàs del tractament pel càncer 
de cervell embrionari. Consistent amb la reducció dels nivells d’HP1 amb un pitjor 
pronòstic, nivells incrementats d’HP1α correlacionen amb una reducció de la 
metàstasi en càncer de colon (Ruginis et al, 2006). HP1 també sembla tenir un 
paper important a la progressió del càncer d’ovari, anàlisis de proteïnes han 
mostrat un increment dels nivells d’HP1γ en cèl·lules tractades amb quimioteràpia, 
consistent amb el paper anticancerígen d’HP1γ (Maloney et al, 2007). Mentre que 
en altres estudis s’ha demostrat una correlació entre les alteracions dels nivells 
d’HP1 i la progressió del càncer, estudis en càncer de mama han demostrat el 
paper d’HP1α a la regulació de la invasió de les cèl·lules de càncer de mama. HP1α 
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està downregulat en cèl·lules altament invasives/metastàtiques en comparació 
amb les menys invasives (Kirschmann et al, 2000).   

 
 

Taula  D1. Relació entre les isoformes d’HP1 i la progressió del càncer. Taula on es representa 
el tipus de càncer en el que estan involucrades les isoformes d’HP1, el tipus d’alteració que es 
produeix i la línia cel·lular on ha estat descrit (Adaptat de Dyalinas et al, 2008). 
 
 
 
2. PAPER DE PARP-1 EN EL CONTROL DEL MANTENIMENT DE 

L’HPC MEDIAT PER  SIRT1 I SUV39H1 
  
  
 Estudis del nostre grup van establir que SirT1 té un paper clau en el 
manteniment de l’estructura de l’HPC, especialment sota condicions d’estrès. En 
aquestes condicions, es produeix un increment dels nivells de SirT1, aquest 
interacciona amb Suv39h1 i l’estabilitza evitant la poliubiquitinització mediada per 
MDM2 a la lisina 87 del domini chromo de Suv39h1, incrementant la seva vida 
mitjana i augmentant els nivells de proteïna. L’increment de la disponibilitat de 
Suv39h1 en el nucli, s’ha associat amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat 
a l’HPC, assegurant el manteniment d’H3K9me3 i d’HP1, augmentant així la 
protecció genòmica a les regions d’PCH (Bosch-Presegué et al, 2011; Phair et al, 
2004). De manera que, la pèrdua de SirT1 en MEFS s’ha relacionat amb nivells més 
baixos de Suv39h1 i amb una deslocalització d’H3K9me3 i d’HP1 a les regions 
d’HPC, que conduïa a inestabilitat genòmica, defectes en la segregació 
cromosòmica i aneuploïdies (Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2007; Bosch-
Presegué et al, 2011). Treballs d’altres autors suggerien un antagonisme funcional 
entre SirT1 i PARP1 respecte el control d’H3K9me3 i d’HP1 a l’HPC. 
Sorprenentment, l’addicional pèrdua de PARP-1 en MEFS rescatava la localització 
d’H3K9me3 i d’HP1 observada a les cèl·lules WT i el fenotip mitòtic normal (El 
Ramy et al, 2009). Però tot i haver-se descrit aquesta relació funcional, encara no 
es coneixia el mecanisme d’acció ni les relacions entre els factors implicats. Els 
resultats de la segona part d’aquesta tesi han corroborat l’antagonisme funcional 
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de SirT1 i PARP-1 respecte els nivells d’H3K9me3 a les regions de l’HPC, i mostren 
que aquest antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 és 
degut a una regulació per part d’aquestes dues proteïnes dels nivells de Suv39h1, 
l’HMT responsable de l’establiment d’H3K9me3 a les regions d’HPC. Per poder 
aprofundir en l’estudi d’aquesta relació i degut a que avui dia no existeix cap 
anticòs fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva localització o el seu 
enriquiment a la cromatina, en aquest treball hem generat i caracteritzar una línia 
cel·lular de ratolí que té el gen Suv39h1 taggejat mitjançant la tècnica 
CRISPR/Cas9. A continuació es discutiran alguns aspectes particularment 
rellevants dels nostres estudis.  
 
 
2.1. Antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 en la regulació 

dels nivells de Suv39h1  
 
 El nostre treball ha confirmat l’antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 
respecte els nivells d’H3K9me3 a les regions de l’HPC. La baixada de SirT1 indueix 
una deslocalització del patró d’H3K9me3 als focis d’HPC en comparació amb les 
cèl·lules WT, mentre que l’addicional pèrdua de PARP-1 rescata la localització 
d’H3K9me3 als focis d’HPC en experiments d’IF en MEFs WT i PARP-1-/- amb 
shRNA scr i de SirT1 (Figura R30), corroborant l’antagonisme funcional de SirT1 i 
PARP-1 respecte el control d’H3K9me3 a l’HPC.  
 Vam hipotetitzar que l’antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte 
H3K9me3 podria ser degut a una regulació per part d’aquestes dues proteïnes 
envers Suv39h1, ja que l’efecte de SirT1 sobre H3K9me3 a les regions d’HPC té lloc 
mitjançant la regulació de Suv39h1. Els nostres experiments de sobreexpressió de 
Suv39h1, SirT1 i PARP1 en diferents línies cel·lulars mostren que la  
sobreexpressió de SirT1 produeix un increment en els nivells de Suv39h1, en 
suport al paper estabilitzador de SirT1 dels nivells de la proteïna Suv39h1 (Bosch-
Presegué et al, 2011), però a més a més, observem que l’addicional sobreexpressió 
de PARP-1 neutralitza l’ increment de Suv39h1 causat per SirT1. La sobreexpressió 
de PARP-1 per si sol no sembla produir cap efecte significatiu en els nivells de 
Suv39h1 (Figura R31). Aquests resultats indiquen que SirT1 i PARP-1 regulen de 
manera antagònica els nivells de Suv39h1, SirT1 té un paper a l’estabilització i 
augment dels nivells de Suv39h1, mentre que PARP-1 sembla tenir un paper 
contrari compensatori d’aquest increment causat per SirT1. Aquest possible efecte 
compensatori explicaria per què la sobreexpressió de només PARP-1 no produeix 
cap efecte. El conjunt d’aquests resultats indica que l’antagonisme funcional entre 
SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 es deu a una regulació per part d’aquestes dues 
proteïnes dels nivells de Suv39h1, l’HMT responsable de l’establiment d’H3K9me3 
a les regions d’HPC.  

Els nostres estudis dels nivells endògens de Suv39h1 a MEFS WT i SirT1-/- 

(background genètic C57Bl/6), i a MEFS WT i PARP-1-/- (background 129Sv/CD1) 
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van ser sorprenents tenint en compte les observacions anteriors i no ens van 
ajudar a obtenir conclusions coherents (Figures R32 i R33). Aquestes estudis 
mostraven que a les MEFS SirT1-/-, els nivells de Suv39h1 es troben disminuits en 
comparació amb les cèl·lules WT tal com esperàvem. Sorprenentment però, a les 
MEFS PARP-1-/- els nivells de Suv39h1 són també menors que en el cas de les WT, i 
a més a més, els nivells de SirT1 semblen també més baixos (Figura R32). Els 
canvis en els nivells de Suv39h1 observat en aquestes MEFs no són deguts a una 
alteració dels nivells de transcripció si no que es deuen a canvis a l’estabilització 
dels nivells de proteïna (Figura R33). Una dificultat afegida en l’anàlisi d’aquests 
experiments és que no podíem comparar les MEFS de SirT1 i de PARP-1 entre 
elles. 

La relació antagònica entre SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 podria actuar 
en la resposta a l’estrès oxidatiu per tal de d’assegurar la protecció genòmica de les 
regions d’HPC. De manera que SirT1, a través d’un seguit de mecanismes 
promouria l’increment dels nivells d’aquesta proteïna per tal d’assegurar el 
manteniment d’H3K9me3 i d’HP1, i mantenir l’estabilitat del genoma. Especulem 
que el paper de PARP-1 podria estar relacionat amb la compensació o tornada als 
nivells de Suv39h1 basals un cop finalitzada la situació d’estrès, i tenint en compte 
que PARP-1 actua, de la mateixa manera que SirT1, com a sensor d’estrès a les 
cèl·lules. Així doncs, les nostres observacions podrien reflectir un vincle directe 
entre la resposta a l’estrès oxidatiu i Suv39h1, i donarien suport a una visió 
dinàmica de la cromatina, on la seva estructura s’adapta a la fisiologia cel·lular.  

   
 
2.2. Tagging endògen de Suv39h1 en cèl·lules NIH3T3 com a 

model d’estudi   
 
 Per poder aprofundir en l’estudi de la relació de SirT1 i PARP-1 respecte 
Suv39h1, hauríem d’estudiar si aquestes dues proteïnes produeixen canvis a la 
localització de Suv39h1 als focis de l’HPC per IF, o si produeixen canvis en 
l’enriquiment de Suv39h1 als major satellites de l’HPC per CHIP.  Degut a que avui 
dia no existeix cap anticòs fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva 
localització o el seu enriquiment a la cromatina, en aquest treball hem generat i 
caracteritzat, tant a nivell genòmic, a nivell de transcrit i a nivell proteic, una línia 
cel·lular de ratolí que té el gen Suv39h1 taggejat amb FLAG mitjançant la tècnica 
CRISPR/Cas9 (Figura R34-R41). Els nostres resultats indiquen que la nova línia 
cel·lular obtinguda NIH3T3 Suv39h1-FLAG sembla estar taggejada en un al·lel, ja 
que en experiments de WB utilitzant anticòs α-Suv39h1 observem que no 
desapareix la banda endògena de Suv39h1 si no que apareix una nova banda que 
concorda amb el pes molecular de Suv39h1 taggejat (Figura R37), aquest és el 
principal desavantatge del nostre model. Però tot i que presenti aquest punt en 
contra, el nostre model d’estudi presenta també molts altres punts a favor com els 
següents: Primer, hem comprovat que tot i haver incorporat una seqüència a la 
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proteïna Suv39h1, aquesta no interfereix al correcte plegament de la proteïna i 
l’activitat catalítica de la proteïna es troba intacta (Figura R39). Segon, ens permet 
estudiar canvis a la localització endògena de Suv39h1 mitjançant IF per tal 
d’explorar l’antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 a les regions d’HPC, 
que és un dels principals motius pels que vàrem generar aquesta línia (Figura 
R40). Tercer, ens permet estudiar l’enriquiment endògen de Suv39h1 a la 
cromatina mitjançant CHIP, que ens permetrà estudiar si la pèrdua o expressió 
ectòpica de SirT1 i PARP-1 produeix canvis a l’enriquiment de Suv39h1 als major 
satellites de l’HPC, un altre dels motius principals per els que vàrem generar la línia 
(Figura R41). Així doncs, sospesant els principals punts en contra i a favor, podem 
concloure que la línia cel·lular generada NIH3T3 Suv39h1-FLAG és una eina molt 
potent que ens permetrà estudiar aspectes de la relació de SirT1 i PARP-1 envers 
Suv39h1 que no haguéssim pogut investigar, degut a la falta d’un anticòs fiable de 
Suv39h1. Però no només això si no que serà un eina per utilitzar al nostre 
laboratori per a l’abordatge d’altres projectes que tinguin relació amb Suv39h1.   
 Tot i que encara queda molt per aprofundir a aquesta segona part de la tesi, 
ja que la generació i posterior caracterització d’aquesta nova línia cel·lular ha 
portat molt de temps, hi ha experiments en marxa al laboratori encaminats a 
estudiar l’antagonisme entre SirT1 i PARP-1. 
 
 
2.3. Importància de l’estabilització dels nivells de Suv39h1 a 

l’estabilitat genòmica  
 
 El manteniment de les regions d’HPC és de vital importància especialment 
sota condicions d’estrès oxidatiu, genotòxic o metabòlic, ja que aquestes formes 
d’estrès poden alterar l’estructura i el grau de compactació de les regions d’HPC i 
portar a inestabilitat  genòmica (Hall et al, 2012). En aquest treball hem confirmat 
el paper de SirT1 en l’estabilització dels nivells de Suv39h1, l’HMT responsable de 
l’establiment de la marca de l’heterocromatina H3K9me3. Basat en els nostres 
resultats, postulem un paper contrari de PARP-1 compensatori de l’efecte de SirT1. 
El conjunt de les nostres dades juntament amb evidències anteriors del nostre 
grup ens han permès postular un model de regulació de les regions d’HPC per part 
de SirT1 i PARP-1 (Figura D5). L’increment de la disponibilitat de Suv39h1 en el 
nucli, s’ha associat amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat a l’HPC, 
assegurant el manteniment d’H3K9me3, augmentant així la protecció genòmica a 
les regions d’PCH (Bosch-Presegué et al, 2011). Així doncs, la pèrdua de SirT1 en 
MEFS es relaciona amb nivells menors de Suv39h1 i amb una deslocalització 
d’H3K9me3 a les regions d’HPC, que conduiria a inestabilitat genòmica, defectes en 
la segregació cromosòmica i aneuploïdies (Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2007; 
Bosch-Presegué et al, 2011). Tot i que les dades que tenim encara són molt 
preliminars, proposem que PARP-1 podria tenir un paper antagònic a SirT1 i 
encarregar-se de controlar l’increment dels nivells Suv39h1 induït per SirT1, per 
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tal d’aconseguir un balanç adequat dels nivells d’aquesta proteïna. Aquest paper 
antagònic per part de PARP-1 és coherent amb les observacions que mostren que 
l’addicional pèrdua de PARP-1 en MEFS delecionades de SirT1, rescata la 
localització d’H3K9me3 observada a les cèl·lules WT i el fenotip mitòtic normal (El 
Ramy et al, 2009).  

 

 
 
Figura D5. Model proposat per a la regulació de l’estructura de l’HPC per part de SirT1 i 
PARP-1. Segons aquest model, SirT1 té un paper clau al manteniment de l’estructura de l’HPC, 
especialment sota condicions d’estrès. En aquestes condicions es produeix un increment dels 
nivells de SirT1, aquest interacciona amb la part N-terminal i el domini cromo de Suv39h1 i 
l’estabilitza evitant la poliubiquitinització mediada per MDM2 a la Lys87 del domini cromo, 
incrementant la seva vida mitjana i augmentant els nivells de proteïna.  L’increment de la 
disponibilitat de Suv39h1 al nucli, assegura el manteniment d’H3K9me3 augmentant així la 
protecció genòmica a aquestes regions. Proposem que PARP-1 podria tenir un paper compensatori 
de l’increment dels nivells de Suv39h1 per tornar als nivells basals, un cop finalitzada la situació 
d’estrès.   
 

 Suv39h1 és la principal metiltransferasa d’H3K9me3 a mamífers de manera 
que té un paper molt important a l’estructura i a la integritat de l’HPC i, és per tant, 
un enzim clau en l’organització del genoma. Aquesta proteïna es troba involucrada 
en múltiples processos cel·lular claus com a la segregació cromosòmica i la 
progressió mitòtica (Rea et al, 2000; O’carrol et al, 2000). D’aquesta manera, 
l’estabilització dels nivells de Suv39h1 és molt important per a la preservació de 
l’estabilitat genòmica. Tot i que alguns autors han suggerit que la sobreexpressió 
de Suv39h1 indueix alteracions de la proliferació i diferenciació en ratolins 
(Czvitkovich, 2001), sabem que la seva absència també està associada amb 
inestabilitat genòmica (Peters et al, 2001). Estudis previs del grup semblen 
suggerir un gran valor a l’estabilització de Suv39h1, ja que s’ha vist que és crucial 
per l’increment de la dinàmica i posterior manteniment de l’estructura de 
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l’heterocromatina i la integritat genòmica especialment sota condicions d’estrès 
(Bosch-Presegué et al, 2011). Altres estudis donen també suport a la importància 
de l’estabilització dels nivells de Suv39h1 per prevenir la inestabilitat genòmica. 
Ha estat descrit que la làmina A, un dels principals components de la làmina 
nuclear, interactua amb Suv39h1 protegint-lo de la degradació proteosomal. 
Aquesta estabilització de Suv39h1 sembla estar implicada en la protecció del 
síndrome de progèria Hutchinson-Gilford causat predominantment per una 
mutació al gen de la làmina A (Liu et al, 2013). Així doncs, aquests treballs 
relacionen l’augment dels nivells de Suv39h1 amb l’estabilitat genòmica. 
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1. PAPER ESPECÍFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A L’ESTRUCTURA I 
ORGANITZACIÓ DE L’HPC 

  
 
1. Les isoformes d’HP1 tenen papers distintius a l’estructura i organització de les 

regions d’HPC. 
 

2. HP1α és el gran element estructural de les regions d’HPC en contrast amb les 
altres dues isoformes. 
 

3. HP1α té un paper directe en la restricció de les marques d’heterocromatina 
H4K20me3 i H3K27me3 als focis. 
 

4. El nostre treball suggereix que la relació d’HP1α amb H4K20me3 i H3K27me3 
és diferent, on la regulació específica d’H4K20me3 sembla estar restringida a 
una fase concreta del desenvolupament. 

 
5. HP1α té un paper directe al control de la propagació d’H2A.Z a les regions 

d’HPC, similar a l’observa’t per les marques H4K20me3 i H3K27me3. 
 
6. HP1α col·labora amb CTCF, el regulador principal de l’arquitectura de la 

cromatina, en l’establiment dels límits entre els diferents dominis cromatínics 
per tal d’evitar la propagació de les marques d’heterocromatina H4K20me3, 
H3K27me3 i H2A.Z, per tal de preservar l’eucromatina adjacent. 

 
7. HP1α interactua amb CTCF i el recluta a regions específiques dins de l’HPC. 
 
8. Tot i encara no estar del tot definida la relació d’H2A.Z respecte HP1α i CTCF, 

H2A.Z sembla estar implicada en l’establiment dels límits entre els dominis 
cromatínics. 
 

9. H2A.Z té un paper directe a la restricció de les marques d’heterocromatina 
H4K20me3, H3K27me3 i H3K9me3 als focis d’HPC. 
 

10. HP1β sembla tenir un rol oposat a HP1α a les regions d’HPC. 
 

11. HP1β es troba més vinculada funcionalment a Suv420h2 que les altres 
isoformes. És la isoforma que hi interacciona preferencialment i modula la 
seva dinàmica als foci de l’HPC. 

 
12. HP1β podria ser la isoforma més implicada al reclutament de Suv420h2 a les 

regions d’HPC per la formació d’una fibra de cromatina compacta.  
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13. HP1β es troba associada funcionalment amb H4K20me3.  
 
14. Els nostres resultats suggereixen un paper d’HP1β a la restricció de la 

localització de CTCF a locus específics al genoma.  
 
15. HP1β és la isoforma que interactua preferencialment amb H2A.Z. 

 
16. HP1γ sembla tenir un paper més redundant a les altres isoformes amb una 

funcionalitat a mig camí entre HP1α i HP1β a les regions l’HPC. 
 
17. Les tres isoformes d’HP1 semblen tenir papers redundants en relació amb la 

marca d’heterocromatina H3K9me3 als focis de l’HPC. 
 
18. La pèrdua d’HP1α indueix una hipercompactació de la cromatina a les regions 

d’HPC, mentre que la pèrdua d’HP1β i d’HP1γ sembla produir una disminució 
de la compactació. 

 
19. Les isoformes d’HP1 es troben implicades al manteniment de l’estabilitat 

genòmica a partir de les seves funcions específiques en l’organització de l’HPC. 
 
20. La deleció de cadascuna de les isoformes resulta en un conjunt d’anomalies 

cromosòmiques determinades. La pèrdua d’HP1α produeix un augment dels 
defectes d’adhesió merotèlica i sintèlica, mentre que la pèrdua d’HP1β resulta 
en un increment de la formació de fus mitòtics multipolars. La pèrdua d’HP1γ 
produeix una barreja de les anomalies trobades a les cèl·lules deficients en 
HP1α i HP1β. 

 
 
 
2. PAPER DE PARP-1 EN EL CONTROL DEL MANTENIMENT DE 

L’HPC MEDIAT PER  SIRT1 I SUV39H1 
 
 
1. El nostre treball confirma l’antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte 

els nivells d’H3K9me3 a les regions d’HPC. 
 

2. SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagònica els nivells de SirT1, SirT1 té un 
paper en l’estabilització i increment dels nivells Suv39h1, mentre que PARP-1 
sembla tenir un paper contrari compensatori de increment causat per SirT1. 
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3. La línia cel·lular generada on s’ha taggejat el gen Suv39h1 amb flag és una eina 
molt potent que ens permetrà estudiar en detall la relació de SirT1 i PARP-1 
envers Suv39h1. 
 

4. Aquesta línia cel·lular és un bon model per estudiar la localització de Suv3h1 
endògen per assaigs d’IF. 
 

5. De la mateixa manera és també un bon model per estudiar l’enriquiment a la 
cromatina de Suv39h1 endògen a partir de CHIP.  
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