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La cromatina és una estructura nucleoproteica dinamica i jerarquicament
organitzada dins del nucli cel-lular. Segons la seva funcionalitat, la cromatina es pot
classificar en dos tipus de regions: 'eucromatina, també anomenada cromatina
activa; i I'heterocromatina, que es coneix com a cromatina inactiva. A la seva
vegada, I'heterocromatina es pot dividir en dues formes principals en funcié de la
seva dinamica funcional, '’heterocromatina facultativa (HF) i I'heterocromatina
constitutiva (HC). L'HF es refereix a regions condensades que es troben
transcripcionalment inactives perdo que es poden descompactar per revertir a
eucromatina i permetre la transcripcié sota determinats contexts especifics.
Mentre que I'HC es refereix a regions fortament condensades que es troben
permanentment silenciades, i que es caracteritzen per tenir baixa densitat génica i
per ser riques en sequiéncies repetitives d’ADN. Aquestes regions, tenen un rol
principalment estructural i sén molt importants pel manteniment de I'estabilitat
genomica. Les regions més extenses de I'HC son les regions d’heterocromatina
constitutiva pericentrica (HPC), situades al voltant de la regi6é centromerica i vitals
per a la formacié del cinetocor durant el procés de segregaci6 cromosomica.
D’aquesta manera, I'organitzacié i manteniment de les regions d’"HPC és de gran
importancia per assegurar l'estabilitat genomica. Ja que l'alteracié de la seva
estructura condueix a la inestabilitat genomica, un factor clau en el
desenvolupament de moltes patologies humanes com el cancer, les malalties
neurodegeneratives, els trastorns cardiovasculars, els trastorns endocrins, i
I'envelliment, entre d’altres.

HP1 és una proteina estructural fonamental a les regions d’"HPC. En mamifers
han estat descrites tres isoformes, HP1a, HP1B i HP1y. Al llarg del temps s’ha
considerat el paper de les isoformes d'HP1 si més no equivalent degut a la forta
redundancia funcional d’aquestes proteines en alguns aspectes concrets.
Actualment pero, aquesta perspectiva ha canviat, i han estat descrites multiples
funcions especifiques de les isoformes d’HP1. Pero tot i la seva importancia, la
contribucié especifica 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
contribucié distintiva de les isoformes d’HP1 a I'estructura i organitzacié de 'HPC.
HP1la té un paper directe en la limitaci6 de les marques d’heterocromatina
H4K20me3 i H3K27me3 a les regions d’HPC. El nostre treball indica que HP1a té
un paper a l'establiment dels dominis cromatinics a aquestes regions per tal
d’evitar la propagacié de I'heterocromatina a I'’eucromatina adjacent, en conjuncié
amb el principal regulador de I'arquitectura de la cromatina, CTCF, i amb la variant
d’histona H2A.Z. La peérdua d’'HPla resulta doncs en una propagacio de les
marques heterocromatiniques que donen lloc a una hipercompactacié de la
cromatina, i que s’associa a un determinat patré de defectes mitotics com son els
defectes merotelics o sintelics. Mentre que HP1p es troba vinculada funcionalment
amb la metiltransferasa d’histones (HMT) Suv420h2, responsable de la trimetilaci6
d’H4K20, i podria ser la isoforma més implicada en el reclutament d’aquesta a les
regions d'HPC per la formaci6 d'una fibra de cromatina compacta.



Conseqiientment, HP1f es relaciona estretament amb la marca H4K20me3 a les
regions d’'HPC. HP1B sembla també tenir un paper en la restricci6 de CTCF a
posicions especifiques tant a les regions d'HPC com a altres regions genomiques.
La perdua d’aquesta isoforma indueix descompactacié de la cromatina i s’associa
amb defectes mitotics concrets incloent la formacié de fus mitotics multipolars.
Finalment, HP1y sembla tenir un paper intermig de les altres isoformes, el que
suggereix una funcié més redundant. De manera que, aquest treball ofereix una
visi6 de les funcions de les isoformes d’"HP1 a les regions d’'HPC i la seva implicacié
al manteniment de 'estabilitat genomica.

Durant 1'dltima decada, les desacetilases d’histones (HDACs) de tipus III,
conegudes com sirtuines, han emergit com a factors clau en el manteniment de la
integritat genomica, sén proteines NAD+ cofactor dependents i d’aquesta manera
poden actuar con a sensors d’estrés i participar de la comunicacié entre I'ambient
cel-lular i el genoma. Evidencies préevies del grup definien que SirT1 té un paper
clau al manteniment de l'estructura de I'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 poliubiquitinitzaci6
mediada per MDM2 de Suv39h1, incrementant la seva vida mitjana i augmentant
els nivells de proteina. L’increment de la disponibilitat de Suv39h1 all nucli, s’ha
associat amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat a I'HPC, assegurant el
manteniment d’'H3K9me3 i d'HP1, i la proteccié genomica a les regions d’PCH. Ha
estat descrit un antagonisme funcional entre SirT1 i PARP1 respecte el control
d’H3K9me3 i d’'HP1 a 'HPC, pero encara no es coneixia el mecanisme d’accié ni les
relacions entre els factors implicats. Els resultats de la segona part d’aquesta tesi
han corroborat 'antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 a les
regions de I'HPC, i mostren que aquest antagonisme funcional és degut a una
regulaci6 per part d’aquestes dues proteines dels nivells de Suv39h1l, 'HMT
responsable de I'establiment d’'H3K9me3 a les regions d’'HPC. SirT1 produeix un
increment dels nivells de Suv39h1 a través de la seva estabilitzacid, mentre que
PARP-1 té un efecte contrari compensatori de la regulacié per part de SirT1. Per
poder aprofundir en 'estudi d’aquesta relacid i degut a que avui dia no existeix cap
anticos fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva localitzaci6 o el seu
enriquiment a la cromatina, en aquest treball s’ha generat i caracteritzat una linia
cel-lular de ratoli que té el gen Suv39h1 taggejat endogenament mitjancant la
técnica CRISPR/Cas9.
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1. LA CROMATINA

1.1. Composicio de la cromatina

L’ADN és la macromolécula primaria que emmagatzema la informacio
genetica i la propaga de cel-lula mare a filla, i a la descendencia a través de la linia
germinal. A les cel-lules eucariotes, la doble héelix d’ADN es troba empaquetada
amb histones i altres proteines accessories formant la cromatina. La unitat basica i
repetitiva de la cromatina és el nucleosoma, que esta constituit per: el nucleosoma
central, que consta d'un tetramer d’histones H3-H4 i dos dimers d’H2A-H2B,
donant lloc a un octamer 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 I’ADN connector
(Figura 11) (Thomas & Kornberg, 1975; Arents et al, 1991; Luger et al, 1997;
Kornberg & Lorch, 1999; Wu & Grunstein, 2000; Felsenfeld & Groudine, 2003;
McGinty & Tan, 2014).

nucleosome “bead”
DNA + 8 histone proteins

Figura I1. Estructura del nucleosoma. Representacié de l'estructura del nucleosoma on s’hi
observa el tetramer d’histones d’H3-H4 i els dos dimers d’"H2A-H2B embolcallats per la doble hélix
d’ADN que donen lloc al nucleosoma central, '’ADN connector entre nucleosomes i la histona H1.

Les histones son proteines molt basiques, caracteristica que li confereix
I’alta afinitat que presenta per I’ADN, s6n relativament petites (11-15kDa), i sén de
les proteines més conservades en eucariotes. L’octamer d’histones del nucleosoma
central presenta una conformacié globular estructurada, la qual esta formada per
I'heterodimeritzacio de les helixs dels dos dimers H2A-H2B i del tetramer d’'H3-H4,
que permet les interaccions entre histones. D’aquesta conformacié 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 Argi Lys).



Els residus d’aquestes cues d’histones, principalment de la N-terminal amb algunes
excepcions, son susceptibles a un gran nombre de modificacions la qual cosa pot
produir canvis en la compactacio6 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 I'estructura del nucleosoma (Izzo & Schneider, 2016).

La longitud de I'ADN connector que es troba entre els diferents
nucleosomes centrals varia entre especies i teixits, en molts casos degut a I'atzar.
Pero a vegades, aquesta longitud és conseqiliencia de posicions preferides dels
nucleosomes per permetre la uni6 d’elements reguladors (Straka & Horz, 1991; Lu,
Wallrath & Elgin, 1995).

Centenars de milers de nucleosomes units mitjancant I’ADN connector
formen el que es coneix com a nucleosomes en cadena o beads-on-a-string, descrit
per primera vegada al 1973 gracies a les observacions en microscopi electronic
d’alta resolucié. Es 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. Dinamica de la cromatina

La cromatina és dinamica, la seva estructura i grau de compactacié esta
finament regulada a través del cicle cel-lular i sota diferents estimuls per tal de
preservar la integritat genomica. Aquesta regulaci6 comprén mecanismes
epigeneétics que no produeixen canvis en la seqiiencia d’ADN, que sén reversibles i
que poden propagar-se al llarg de les divisions cel-lulars i a través de la linia
germinal (Waddington, 1942; Holliday, 1994; Wu & Morris, 2001; Holliday, 2006;
Yun etal, 2011).

Els principals mecanismes epigenetics de regulacié consisteixen en:
modificacions postraduccionals a les histones (PTM), la incorporacié de variants
d’histones al nucleosoma, la modificacié6 de l'estructura dels nucleosomes pels
remodeladors, el paper dels ARN no codificants (ncRNAs), el paper de proteines no
histoniques i la metilacio de I’ADN en residus de citosina (Holliday, 1994; Holliday,
2006; Bannister & Kouzarides, 2011; Allis et al, 2015; Allis & Jenowein, 2016).

La desregulaci6 d'aquests mecanismes pot conduir a laparici6
d’'inestabilitat genomica, un factor clau en el desenvolupament de cancer,
envelliment, malalties neurodegeneratives, malalties autoimmunes, malalties



cardiovasculars i metaboliques (Vaquero, 2009; Portela & Esteller, 2010; Kanwal &
Grupta, 2012).

1.2.1. Modificacions postraduccionals de les histones

Les modificacions postraduccionals de les histones sén un dels principals
mecanismes de regulacio de I'estructura de la cromatina.

Les histones que formen part del nucleosoma central (H2A, H2B, H3 i H4) i
la histona H1 sén 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
'acetilacié i la metilacio, descrites als anys 60 per Vincent Allfrey, pero avui dia
han estat identificats com a minim 10 tipus de modificacions postraduccionals:
acetilacio, metilaci6, fosforilacio, ubiquitinitzacid, sumoilaci6, ADP-ribosilacio,
biotinilaci6, isomeritzacio de prolines, glicosilacio i citrunilacié (Figura [2) (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).
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Figura I2. Principals modificacions postraduccionals de les histones. Es mostra la seqiiencia
d’aminoacids de les cues de les histones del nucleosoma central i la posicié dels residus
susceptibles a modificacions postraduccionals. Les modificacions més representatives inclouen
acetilacié (ac), metilacié (me), fosforilacié (ph) i ubiquitinitzacié (ub1). Els dominis globulars de
cada histona central es representen com a ovals de colors (Bhaumik et al, 2007).



Existeix una comunicacié 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 seqiiencialment o bé en combinaci6, establint
un complex programa regulatori amb un sofisticat llenguatge, conegut com a codi
d’histones (Figura I[3). Els enzims que poden llegir aquestes modificacions
anomenats readers, permeten una gran diversitat funcional a partir del
reconeixement de la combinacié dels poc tipus de marques histoniques per tal
d’establir aquest complex sistema de regulacié (Strahl & Allis, 2000; Kouzarides,
2007; Bannister & Kouzarides, 2011; Zhang et al, 2015).
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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
I'estructura de la cromatina, tal com ha estat descrit per I'acetilacié. De forma que,
la preséncia d’aquesta modificacié, disminueix la carrega positiva de les histones i
aixo afebleix la interacci6 amb I'ADN que es troba carregat negativament. En
conseqiiencia, la cromatina sera més accessible.

D’altra banda, les modificacions postraduccionals també poden regular
indirectament I'estructura de la cromatina. Aquestes actuen com una plataforma
de senyal per reclutar factors reguladors (readers) a la cromatina, i aquests
efectors son els que en udltima instancia 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 regulacié de 'arquitectura de la cromatina si no també en la
regulacio de la transcripci6 genica, en la replicacio de I’ADN, en reparacié de 'ADN
i en I'splicing alternatiu (Portela & Esteller, 2010; Bannister & Kouzarides, 2011).

1.2.1.1. Acetilacio

Les modificacions postraduccionals de les histones més estudiades sén
I'acetilacid, la metilacié i la fosforilacié. L’acetilacié d’histones consisteix en la
transferencia d’'un grup acetil del cofactor Acetil-CoA al grup e-amino d’un residu
de lisina (Lys) (Allfrey et al, 1964; Vidali et al, 1968).

De manera general, I'hiperacetilacié d’histones es relaciona amb una forma
de la cromatina accessible (cromatina activa) i en conseqiiencia, amb una activacié
de la transcripci6 genica. A les regions promotores dels gens actius
transcripcionalment hi ha un enriquiment dels nivells d’acetilaci6 en H3K9, H3K14
i també en H4K5, H4K8, H4K12 i H4K16. Mentre que 'hipoacetilacio 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, I'acetilaci6é d’histones neutralitza la carrega positiva de les Lys
diana, atenuant aixi la interaccio entre les histones i '’ADN. Com a conseqiiéencia, la
cromatina queda més descondensada i accessible (Eberharter & Becker, 2002;
Gorisch et al, 2005; Shogren-Knaak et al, 2006). D’altra banda, addicionalment al
seu efecte estructural sobre la cromatina, I'acetilacié d’histones actua com a senyal
per reclutar factors reguladors o readers. Aquests readers que reconeixen
acetilacio tenen dominis bromo, que llegeixen especificament I'acetilacig, i menys
comunament dominis PHD que tot i reconeixer també altres marques histoniques
poden reconeixer determinades acetilacions. La familia de proteines que contenen
dominis bromo estan implicades en multiple funcions, com en la remodelaci6 de la
cromatina i en el reclutament de factors necessaris per la transcripcié (Taula I1).
Per exemple, el complex remodelador de la cromatina SWI/SNF conté un domini
bromo a la subunitat Swi2/Snf2, que s’uneix especificament a H3K9Ac, H3K14Ac i
també a H4K5Ac, H4K8Ac, H4K12Ac i H4K16Ac de les regions promotores per
permetre la formacié del complex de pre-iniciciacié per tal que tingui lloc la
transcripcio. Altre exemple seria el domini bromo de la subunitat Spt7 de
'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).

11



Lys 5 Tip60, p300/CBP Activacio de la transcripcid

Lys 5 p300, ATF2 Activacio de la transcripcio
Lys12 p300/CBP, ATF2 Activacio de la transcripcio
Lys15 p300/CBP, ATF2 Activacio de la transcripcié
Lys20 p300 Activacio de la transcripcio
Lys9 Gcen5, SRC-1 Activacio de la transcripcid
ND Deposicié d’histones
Lys 14 ND Deposicié d’histones
SRC-1 Activacio de la transcripcid
Elp3 Elongacio
Esal, Tip60 Activacio de la transcripcid i reparacié d’ADN
TAF1 Transcripciéd RNA polimerasa |l
Gnc5 Activacio de la transcripcid i reparacio d’ADN
Lys 18 p300/CBP Reparacié d’ADN i activacio de la transcripcid
ND Deposicié d’histones
Lys 23 Gnc5 Activacio de la transcripcio i reparacio d’ADN
p300/CBP Activacio de la transcripcid
Lys 27 Gnc5 Activacio de la transcripcio
Lys 36 Hatl Deposicié d’histones
Lys 5 ATF2 Activacio transcripcid
P300 Activacio transcripcio
Gcen5, PCAF Activacio transcripcid
Lys 8 Elp3 Elongacio
p300 Activacio transcripcid
Hatl Deposicié d’histones i silenciament telomeric
Esal, Tip60 Activacio de la transcripcio i reparacié d’ADN
Lys 12 Hpa2 ND
Gncl5 Activacio de la transcripcié
MOF Activacio de la transcripcio
Lys 16 ATF2 Activacio de la transcripcid
Sas2 Eucromatina

Taula I1. Principals acetilacions d’histones en mamifer. Taula que mostra les histones i la
posicid de les principals acetilacions d’histones, els enzims modificadors i les funcions associades.
ND, no determinat.

1.2.1.2. Metilacio

La metilaci6 de les histones es produeix en tots els seus residus basics:
lisina (Lys), arginina (Arg) i histidina (His), tot i que aquest ultim no ha estat gaire
caracteritzat. Aquest procés consisteix en la transferéncia d'un grup metil de la
molecula donadora S-adenosil-L-metionina (SAM) al grup e-amino d’un residu de
Lys o al grup guanidil d'un residu d’Arg. Els residus de lisina poden ser
monometilats (me1l), dimetilats (me2) o trimetilats (me3) al seu grup e-amino; i
els residus d’arginina poden ser monometilats (mel) o dimetilats (me2), i al seu
torn la dimetilaci6 pot ser simeétrica (me2s) o asimeétrica (me2a) al seu grup
guanidil. En contrast amb l'acetilacig, la metilaci6 d’histones és una marca més
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estable quimicament (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 metilacié d’histones en els residus de lisina més estudiades
son 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). Es important destacar que les
marques de metilacié d’histones no apareixen aillades, si no que existeix una
relacié entre les diferents marques ja sigui sinergica o antagonica. De manera que
la metilacié pot succeir en multiples llocs diferents en les histones on la metilaci6
d’'un pot requerir de la metilaci6 d’'un altre, perd també algunes marques
histoniques sén mutuament exclusives. Per exemple, la trimetilaci6 d’H3K4
inhibeix la dimetilaci6 d’'H3R2 i de la mateixa manera la dimetilacié asimetrica
d’H3R2 inhibeix la metilacié d’'H3K4 (Guccione et al, 2007; Kirmizis et al, 2007;
Greer & Shi, 2012).

A diferéncia de l'acetilaci6 i la fosforilacié que modifiquen la carrega dels
residus diana, la metilacié no afecta a la carrega electrica de les cadenes laterals
dels aminoacids. Per tant, les funcions de la metilacié es consideren principalment
exercides per les moléecules efectores que reconeixen especificament el lloc metilat
(Martin & Zhang, 2005; Taverna et al, 2007; Hyun et al, 2017).

La metilacié d’histones és més complicada funcionalment que altres
modificacions postraduccionals principalment per dos motius. El primer motiu, es
perque es pot donar en tres formes diferents: mono-, di- o trimetil per lisines i
mono- o di- (simétrica o asimeétrica) per arginines. I el segon motiu, és pel fet que
les metilacions no apareixen aillades si no que existeix una gran xarxa de
comunicacions sinergiques o antagoniques entre elles. Aquesta diversitat de
combinacions de metilacions proporciona una capacitat regulatoria excepcional, ja
que en funcié de les diferents modificacions que es donin es reclutara una
combinaci6 especifica de readers, que a la seva vegada reclutaran altres factors i
determinaran la funcionalitat final. Aixi, una mateixa modificacié pot promoure
'activacié de la transcripcid, pero també la repressié en funcié del I'estat de la
metilacio i del context (Taula [2) (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 activacié de la transcripcid,
pero també es poden relacionar amb repressié de la transcripcié quan se’ls uneix
'efector inhibidor de la proteina de creixement 2 (ING2) pel domini PHD (Shi et al,
2006; Bernstein et al, 2006; Greer & Shi, 2012).

Els readers de la metilacié tenen dominis de reconeixement i unié 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 funci6 de l'estat de
la metilacié i de I'entorn, i es troben en proteines que estan implicades en multiple
funcions, com en el control de la transcripcié, en la regulacié del cicle cel-lular, en
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reparacié de 'ADN i en splicing alternatiu (Yun et al, 2011; Greer & Shi, 2012;
Musselman et al, 2014; Hyun et al, 2017).

De manera general pero, les metilacions en H3K4, H3K36 i H3K79 es
consideren marques de transcripci6 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).

Lys 26 Ezh2 Repressio de la transcripcid

Arg 3 PRMT1/6, Activacio de la transcripcid, repressié de la transcripcio
PRMRT5/7

Arg 2 PMRTS, PMRT6 Repressio de la transcripcid

Arg 8 PMRTS, PMRT2/6 Activacio de la transcripcid, repressié de la transcripcio

Lys 4 Set7/9 Activacio de la transcripcid
MLL Activacio de la transcripcid

Lys 9 Suv39hl Repressio de la transcripcid
G9a Repressié de la transcripcid i imprinting genomic
SETDB1 Repressio de la transcripcid

Lys 27 Ezh2 Repressié de la transcripcid i inactivacié del crom X
G9a Repressio de la transcripcid

Lys 36 Set2 Elongacio

Lys 79 Dotl Elongacid i resposta i control de checkpoints

Arg3 PRMT1/6 Activacio de la transcripcid
PRMT5/7 Repressid de la transcripciod

Lys 20 PR-Set7 Repressié de la transcripcio
Suv420 Formacio d’heterocromatina

Lys 59 ND Repressié de la transcripcio

 Princi o . ifer. Tau u . .
Taula 12. Principals metilacions d’histones en mamifer. Taula que mostra les histones i la
posicié de les principals metilacions d’histones, els enzims modificadors i les funcions associades.
ND, no determinat

1.2.1.3. Fosforilacio

La fosforilacié d’histones es pot donar en residus de serina (Ser), treonina
(Thr) i tirosina (Tyr). Aquest procés consisteix en la transferencia d’'un grup fosfat
de la molécula donadora ATP al grup hidroxil del residu diana. La fosforilacio
d’histones, augmenta la carrega negativa d’aquestes afeblint aixi la interaccié entre
DNA-histones, la qual cosa hauria d’afavorir la descondensacié de la cromatina, tot
i que no esta clarament demostrat (Roth & Allis, 1992; Strahl & Allis, 2000;
Rossetto et al, 2012).

A més a més, la fosforilacié d’histones actua com a senyal per reclutar
readers que, a Ultima instancia son els que determinaran el resultat funcional de la
modificaci6. Els readers de la fosforilacié tenen dominis de reconeixement de grups
fosfat del tipus 14-3-3 o BRCT, aquestes proteines estan relacionades amb
processos de reparacié de I’ADN, compactacié de la cromatina al llarg del cicle
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cel-lular i regulacié de la transcripcié (Wei et al, 1998; Yun et al, 2011; Rossetto et
al, 2012).

En resposta a dany a I’ADN, les quinases ATM, ATR i DNA-PK produeixen la
fosforilacié de la Ser 139 de la variant d’histona H2A.X (y-H2A.X) en cel-lules de
mamifer i de la equivalent en llevats, la Ser 129. Aquesta fosforilaci6é actua com a
plataforma de reconeixement de factors implicats en la senyalitzaci6 del
trencament de doble cadena de ’ADN i en 'activacio de les vies de reparacié NHE]
(non-homologous end joining), HR (homologous recombination) i la reparacié de
I’ADN acoblada a replicaci6 per permetre la reparacié 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; Mactirek et al, 2010) .

Altre exemple rellevant seria el segiient, 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 fosforilaci6 de la Ser 10 la més caracteritzada. Aquestes
fosforilacions regulen els factors implicats en la condensacié de la cromatina per
formar els cromosomes i en la segregacié cromosomica 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
I'expressio de gens sota condicions d’estres (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 dinamica de la cromatina, cooperant
amb els altres mecanismes epigenetics i produint canvis rapids a la seva
estructura. A les cel-lules eucariotes, la major part de la cromatina esta formada
per les anomenades histones canodniques. Les histones canoniques estan
codificades per multiples copies de gens i, la majoria d’aquests gens s’organitzen
en cldsters al llarg del genoma. La sintesi i deposici6 de les histones canoniques es
troba acoblada al procés de replicacié de 'ADN que té lloc durant la fase S, aixi les
histones acabades de sintetitzar s'uneixen a una serie de xaperones al citosol que
ajuden a les histones a plegar-se correctament i prevenen interaccions
inespecifiques, i quan aquests complexes entren al nucli, CAF1 (chromatin
assembly factor 1) dirigeix la deposicié de les histones darrera de la forqueta de
replicaci6 de I'’ADN, per permetre el correcte assemblatge de la cromatina
(Buschbeck & Hake, 2017; Talbert & Henikoff, 2017).

No obstant, 'evolucié ha portat al desenvolupament de variants d’histones
per permetre una regulacié més afinada de multiples processos cel-lulars tals com
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I'expressié genica, la reparaci6 de I’ADN, la segregacié cromosomica, la
condensaci6 dels cromosomes sexuals i 'empaquetatge de la cromatina de
I'esperma. Aquestes variants d’histones sén isoformes de les histones canoniques
que presenten variacions en la seqiiéncia i que, tenen localitzacions restringides i
ben definides a la cromatina. Estan codificades només per una o dues copies del
gen i, al contrari de les canoniques, no es localitzen en cldsters. En contrast amb les
histones canoniques, la sintesi i incorporacié de les variants d’histones succeeix al
llarg del cicle cel-lular i és independent de la sintesi de ’ADN. De manera que, les
variants d’histones es sintetitzen i s'uneixen a xaperones especifiques al citosol
que ajuden a que es pleguin correctament i les estabilitzen, llavors aquestes
variants d’histones ja estables s’'uneixen a la histona canodnica 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 dimers que
contenen la variant d’histona o bé la deposicié del nucleosoma amb la variant
d’histona incorporada en les posicions determinades. L’intercanvi d’histones
canoniques per variants d’histones produeix canvis en I'estructura del nucleosoma,
i com a conseqiiencia, el grau de compactacié de la cromatina pot variar; i produeix
el reclutament de readers especifics de les variants d’histones i de les
modificacions postraduccionals d’aquestes, la qual cosa acabara 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 cel-lules somatiques tot i
que, algunes d’elles s’expressen exclusivament a la linia germinal masculina. La
primera variant d’histona va ser identificada I'any 1969 mitjancant metodes
bioquimics de fraccionament de proteines. Avui dia en huma han estat descrites
vuit variants d'H2A (H2AX, H2AZ.1, H2AZ.2.1, H2A.Z.2.2, macroH2A.1.1,
macroH2A.1.2 i macroH2A.2 en cel-lules somatiques, i H2A Barr body deficient
(H2A.bdd) especifica a testicles), dos variants d’"H2B (H2B type WT (H2BFWT) i
testis-specfic H2B (TSH2B) especifiques a testicles) i sis variants d’'H3 (H3.3, H3 like
centromeric protein A (CENP-A), H3.Y i H3.X en cel-lules somatiques i, H3.1t i H3.5
especifica a testicles). Encara no han estat descrites variants d’"H4 (Figura [4). Les
variants d’histones es troben forca conservades als eucariotes superiors, cosa que
reflexa funcionals ancestrals comunes, pero també hi ha variants que s’han
especialitzat i s6n especifiques de llinatge (Pusarla & Bhargava, 2005; Buschbeck &
Hake, 2017).
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Figura I4. Variants d’histones del nucleosoma central en huma. Es mostren les histones
canoniques H2A (groc), H2B (taronja), H3 (blau) i H4 (verd). Les corresponents variants es mostren
en groc pal-lid, taronja pal-lid i blau pal-lid, respectivament. No han estat descrites variants de la
histona H4. Els rectangles representen les regions centrals i les linies les cues flexibles de les
histones. Es mostra el percentatge d’identitat de seqiiéncia de les variants relatives a les histones
canoniques. Les variants d’histona especifiques 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’expressio temporals i de distribucié al llarg del genoma, en funcié dels processos
cel-lulars especifics en les que estan implicades. Com a exemple, la incorporacio6 de
la variant d’histona CENP-A és essencial per a la formacié dels centromers dels
cromosomes, per l'ensamblatge del complex cinetocoric i per la segregacié
cromosomica. La deleci6 dirigida del gen que codifica per aquesta variant produeix
defectes mitotics i letalitat embrionaria en ratolins, i toxicitat en cel-lules humanes
(Howman et al, 2000; Buschbeck & Hake, 2017; Talbert & Henikoff, 2017).

La variant d’histona H3.3 té una seqliéncia molt similar a les formes
canoniques H3.1 i H3.2, diferint només en quatre aminoacids, tot i aquesta alta
similitud aquesta variant té funcions especifiques. 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 terminacié de
la transcripcié. També ha estat descrit que té un paper important en I'establiment
d’heterocromatina durant la primera fase del desenvolupament embrionari en
ratolins, i que la deleci6 del gen que codifica per aquesta variant produeix letalitat
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embrionaria (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 repressi6 de la
transcripcié 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
induibles i en gens bivalents, que s6n gens silenciats preparats per I'activacié 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 I'any 1980. Aquesta variant
d’histona presenta una homologia de seqiiencia respecte a la forma canonica H2A
d’'un 60% aproximadament, diferint principalment a la cua C-terminal. S’estima
que els nivells de proteina 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 seqiiéncia entre diferents especies que respecte
I'H2A canonica del mateix organisme cosa que suggereix que juga un paper
important. En vertebrats, hi ha dos gens paralegs que codifiquen per les isoformes
H2A.Z.1 (HZ2afz) 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 aminoacids que es
localitzen separats i estructuralment sén molt similars. Addicionalment, en
primats un d’aquests gens (HZafv) genera dues isoformes per splicing alternatiu:
H2A.Z.2.1 i H2A.Z.2.2, aquesta ultima té escurcada la cua C-terminal (Figura I5)
(Henikoff et al, 2001; Eirin-Lopez, 2009; Matsuda et al, 2010; Talbert & Henikoff,
2016; Buschbeck & Hake, 2017; Giaimo et al, 2019; Cheema et al, 2020).

[ 3
e o ® ¢

¢ ¢ 0 ¢ e (¥ (] ¢ ©
H2A.Z1 AGGKAGKDSGKAKTKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKSRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKV
H2A.Z.2.1 AGGKAGKDSGKAKAKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKV
H2A.Z.2.2 AGGKAGKDSGKAKAKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKY

L
(] L ¢

@ ¢ (% J (99 ©
H2A.ZA1 KRITPRHLQLAIRGDEELDSLIKATIAGGGV | PH | HKSLIGKKGQQKTV
H2A.Z.2.1 KRITPRHLQLAIRGDEELDSLIKATIAGGGY | PH | HKSLIGKKGQQKTA

acetylation
methylation
phosphorylation

H2A.Z.2.2 KRITPRHLOLAIRGDEELDSLIKATIAGGEKRRCS SUMOylation

eceoeeoc

ubiquitination

Figura I5. Representacio esquematica de les isoformes d’H2A.Z en huma. Es mostra
I'alineament de les seqiiencies aminoacidiques 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
son 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 seqiliéncia i d’estructura de les isoformes H2A.Z.1 i
H2A.Z.2 no hi ha diferencies en I'antigenicitat entre aquestes dues proteines, i
actualment no existeix cap anticos comercial capa¢ de distingir-les. De manera que
avui dia, gran part del coneixement d’'H2A.Z ve donat per una combinacié de les
funcions d’ambdues isoformes. Tot i aixi, cada vegada s’esta posant més emfasi en
I'estudi de les funcions especifiques de cadascuna de les isoformes, estudis recents
a partir de la deleci6 individual dels gens que codifiquen per les dues variants han
demostrat una diferent implicacié d’"H2A.Z.1 i H2A.Z.2. No només aixo0, si no que
s’ha observat que existeixen desregulacions especifiques d’aquestes isoformes en
diferents malalties la qual cosa suggereix una diferent funcionalitat d’aquestes
proteines (Dryhurst et al, 2009; Eirin-Lépez, 2009; Matsuda et al, 2010; Duun et al,
2017; Cheema et al, 2020).

H2A.Z es requereix per la formacié de I'heterocromatina i manteniment del
centromer 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
diferenciacié6 embrionica H2A.Z s’exclou del nucléol i apareix a les regions
pericentriques, proporcionant una possible marca per la distinci6 de
I’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 'etapa de pre-implantaci6 del blastdcit, etapa que correspon al
primer punt d’expressié d’'H2A.Z (Faast et al, 2001; Buschbeck & Hake, 2017). En
ratolins H2AZ.1-/- que presenten letalitat embrionaria (Faast et al, 2001), H2A.Z.2
és aparentment incapa¢ de compensar la perdua de l'altre isoforma, suggerint un
rol inic d’'H2A.Z.1 durant les primeres etapes de desenvolupament embrionari
(Eirin-Loépez, 2009). També s’ha vist que H2A.Z esta involucrat en la pluripotencia
de les cel-lules mare embrionaries (ESC) i en la reprogramacié de cel-lules
somatiques durant el desenvolupament embrionari en ratoli (Wang et al, 2015).

H2A.Z té un paper important a la formaci6 de l'heterocromatina i a la
formaci6 del centromer no només durant les primeres etapes del
desenvolupament, si no que també en linies cel-lulars ja establertes. A Drosophila,
H2A.Z es troba localitzada a 'heterocromatina pericentromerica, els seus mutants
tenen reduits els nivells de metilacié d’'H3K9 i de la proteina de I'heterocromatina
la (HP1a) a aquestes regions, el qual suggereix que H2A.Z es requereix per un
correcte assemblatge de '’heterocromatina. S’ha postulat que H2A.Z probablement
actul controlant la localitzacié6 d’'HP1la a aquestes regions (Pusarla & Bhargava,
2005; Matsuda et al, 2010; Talbert & Henikoff, 2016). En suport a aixo la delecié
d’H2A.Z.1 redueix la uni6 d’'HP1a a ’ADN tant als bragos cromosomics com a les
regions pericentriques a linies cel-lulars de mamifer. Pel fet de ser una histona
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important en la formacié de I'heterocromatina pericentromerica, centromerica i
dels bracos cromosomics, H2A.Z té un paper essencial en la formacié de
I'estructura del centromer (Meneghini et al, 2003; Greaves et al, 2007). Un dels
majors defectes resultants de la deleci6 d’'H2A.Z.1 és la inestabilitat genomica
d’aquestes regions d’heterocromatina i com a conseqiiéncia, la formaci6é de ponts
cromosomics entre les cromatides germanes mentre es separen cap al fus mitotic
oposat portant a defectes en la segregacié cromosomica que té lloc durant la mitosi
(Rangasamy et al, 2004; Greaves et al, 2007; Buschbeck & Hake, 2017).

Els genomes eucariotics s’organitzen en dos estats, l'eucromatina i
I'heterocromatina, les regions flanquejants mantenen aquestes regions separades
evitant la propagacié de I'’heterocromatina per preservar I'’eucromatina adjacent.
Ha estat descrit que H2A.Z (HTZ1 en llevat) es troba enriquida a aquestes regions
d’eucromatina i que actua sinergicament amb les regions flanquejants per prevenir
la propagacié ectopica de I'heterocromatina en Saccharomyces. De manera que,
s’ha vist que es produeix la propagacié ectopica dels patrons de modificacié
d’histones associades a I’heterocromatina en cel-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 uni6 de CTCF (CCCTC-
binding factor), un factor de transcripcié molt important a les regions flanquejants,
a aquestes regions en ESC de ratoli. Els resultats d’aquest estudi mostren que
H2A.Z esta enriquit als nucleosomes desempaquetats en comparacié6 amb els
nucleosomes canonics, i que podria tenir un paper en la regulacié genica i en la
regulaci6 de la unié6 de CTCF mitjancant la modulacié dels estats de
desenrotllament dels nucleosomes (Wen et al, 2020).

També ha estat descrit que H2A.Z té un paper a la reparacié del dany a I’ADN.
Quan es produeixen DSBs (double-strand breaks) a I’ADN, s’activa la maquinaria de
reparacio del dany. En cél-lules de mamifer, aquesta reparacié pot tenir lloc a
través de dues vies: la via de recombinaci6 homologa o la via NHE] (non-
homologous end joining). H2A.Z controla passos crucials tant en recombinacio
homologa com en NHE] (Xu et al, 2012; Buschbeck & Henikoff, 2017). Estudis
recents demostren que quan es produeix dany a I’ADN es produeix l'intercanvi
d’'H2A per H2AZ.2, i que és aquesta isoforma la que esta involucrada a la reparacié
de I’ADN en cel-lules humanes (Nishibuki et al, 2014; Fakuto et al, 2018; Giaimo et
al, 2019).

Addicionalment, H2A.Z també juga un paper a la consolidacié de la memoria
i en el desenvolupament del cervell (Zovkic et al, 2014; Yang et al, 2016). En
resposta a activitat neuronal, es produeix la transcripci6 del gen Arc implicat en la
plasticitat sinaptica i essencial en I'emmagatzematge de la memoria. Estudis
recents descriuen que la deleci6 d’'H2A.Z.2, pero no d'H2A.Z.1 deteriora la
transcripcié d’aquest gen i en conseqiiencia, la capacitat de memoritzacié (Duun et
al, 2017).

H2A.Z també té un rol important tant a I'activacié com a la repressié genica
en Sacharomyces, en ratoli i en humans. H2A.Z esta enriquida a les regions NDR
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(nucleosome-depleted regions) dels llocs d’'iniciacié de la transcripcié (TSS) actius i
recluta la maquinaria transcripcional (Nekrasov et al, 2012; Biterge & Schneider,
2014), igualment esta enriquida a enhancers i promotors genics (Matsuda et al,
2010). D’altra banda, també s’ha relacionat H2A.Z amb el silenciament génic
(Talbert & Henikoff, 2010).

1.3. Enzims implicats en les modificacions postraduccionals

Els enzims implicats a la deposicié de les modificacions postraduccionals s6n
coneguts com a writers. De la mateixa manera, els enzims implicats a I'’eliminacié
d’aquestes marques s’anomenen erasers. Aquests enzims formen part de
complexes amb varies subunitats i catalitzen la incorporacié o eliminaci6 de
modificacions especifiques de les histones i també de proteines no histoniques.
Entre els writers es troben les acetiltransferases d’histones (HATS),
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 sén el
producte del balang entre aquests enzims d’activitats antagoniques. Els enzims que
poden llegir o distingir les modificacions postraduccionals s6n coneguts com a
readers, tenen dominis de reconeixement mitjangant els quals sén reclutats a la
cromatina de forma especifica per dur a terme la seva funci6. Els dominis de
reconeixement més rellevants dels readers son els dominis Bromo, PHD (Plant
homeodomain), Chromo (Chromosome organization modifier) i Tudor (Figura 16)
(Kouzarides et al, 2007; Bannister & Kouzarides, 2011; Allis et al, 2015; Gillette et
al, 2015; Hyun et al, 2017).

Writers HATs HMTs

Readers F PHD M
0@ D(D

HDAC:s HDMs

Figura 16. Enzims modificadors d’histones i dominis de reconeixement. Les modificacions
postraduccionals de les histones sén 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 especific i duen a terme la seva funcié. Es mostren alguns dels enzims
modificadors d’histones i dels dominis de reconeixement importants (Adaptat d’Allis et al, 2015).

Els dominis Bromo sén moduls d’'uns 110 aminoacids presents a moltes
proteines associades a la cromatina i sén els Unics 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 s6n dominis d’'uns 50-80 aminoacids i es troben presents a més
de 100 proteines diferents. Aquests motius poden reconeixer lisines acetilades, i
lisines i arginines metilades. La familia PHD es pot dividir en diferents subgrups,
els més rellevants son el grup capag¢ d’'unir-se a H3K4me3 i el grup capa¢ d’unir-se
a H3 no modificada. Aquests dominis es troben en HATs, HMTs, en factors de
transcripcié i en els remodeladors de la cromatina (Musselman & Kutateladze,
2009).

Els dominis Chromo so6n regions peptidiques conservades d'uns 50
aminoacids, que a través d'un solc format per tres aminoacids aromatics
reconeixen lisines metilades. Aquests dominis Chromo poden reconeixer també
seqiiencies d’ADN i ARN. Algunes HMTs, les proteines de la familia Polycomb i de la
familia 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 aminoacids que reconeixen
selectivament arginines metilades. Hi ha quatre subgrups de dominis Tudor pero el
més representatiu és el format per la familia 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
maquinaria transcripcional i estan implicades per tant, en I'activacié de I'expressié
genica. Les HATSs es classifiquen en cinc families en funcié de criteris d’homologia
de seqiiencia: la familia GNAT(Gcn5-related N-acetyltransferase), la familia MYST
(anomenada aixi pels seus membres fundadors: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 i Tip60), la
familia p300/CBP (CREB-binding protein), la familia de cofactors de receptors
nuclears i la familia de factors de transcripcié basals (Taula I3) (Sterner & Berger,
2000; Roth et al, 2001; Doyon & Coté, 2004; Nagy & Tora, 2007).
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Histones acetylated  Histones
HAT (and complexes by recombinant acetylated by Interactions with
HAT group associated with it) HAT HAT complex  other HATs
GNAT GenS (SAGA, ADA, A2) H3 s H4 H3, H2B p300; CBP
PCAF (PCAF) H3 3 H4 H3, H4 p300; CBP
Hatl (HatB) H4 3 H2A H4, H2A®
Elp3 (elongator) H2A H2B, H3, H4
Hpa2 H3 = H4
MYST Esal (NuA4) H4 3 H3, H2A H2A, H4
MOF (MSL) H4 3 H3, H2A H4
Sas2 Unknown
Sas3 (NuA3) Unknown H3
MORF H4 = H3
Tip60 H4 » H3, H2A
Hbol (ORC) H3, H4
p300/CBP p300 H2A, H2B, H3, H4 PCAF; GCN5
CBP H2A, H2B, H3, H4 PCAF; GCN5
Basal TAFII250 (TFIID) H3 3 H2A
transcription  TFIIICY H3, H4 = H2A
factors Nutl (mediator) H3 3 H4
Nuclear ACTR® H3 = H4 p300; CBP; PCAF
receptor SRCI H3 =H4 p300; CBP; PCAF
cofactors

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

Les HATs generalment actuen en complexes multiproteics com seria el cas de
Gen5/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 & Coté, 2004).

1.3.2. Desacetilases d’histones (HDACs)

De manera contraria a les HATs, les HDACs condueixen a un estat de la
transcripcionalment inactiu. Aquests enzims
modificadors d’histones s6n ampliament coneguts per participar a la repressio
geénica, a la formacié de I'’heterocromatina, a la reparacié de 'ADN, a la regulaci6
del cicle cel-lular, a diferenciaci6 cel-lular i al desenvolupament (Ruitjer et al, 2003;
Vaquero, 2009).

Les HDAC s6n un grup d’enzims molt divers que es classifiquen
filogeneticament en quatre families en funci6 de la seva homologia amb
Saccharomyces cerevisiae: classe I (Rpd3), classe Il (Hda1l), Classe III (Sir2) i classe
IV (Taula I4). Les classes I, I i IV sén estructural i mecanisticament semblants,
requereixen Zn2+ per catalitzar la reaccié de desacetilaci6 i s’inhibeixen amb
tractament de TSA (Trichostatin A). En canvi, la classe Il requereix el cofactor

cromatina més condensat i
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NAD+* per dur a terme la reaccid, i no sén sensibles al TSA si no que s’inhibeixen
amb NAM (Nicotinamide) (Ekwall, 2005; Wit et al, 2009; Yuan & Marmostein,
2012).

HDAC1 Sin3, NuRD,
CoOREST,

NCoR/SMRT,
PRC2

HDAC2 Sin3, NuRD,

CoREST, PRC2

HDAC3 NCoR/SMRT
HDACS n.d.

HDAC4 NCoR/SMRT

HDACS NCoR/SMRT
HDACGE n.d.

HDAC7Y NCoR/SMRT
HDAC9 n.d.
HDAC10 n.d.

SirTl NCoR/SMRT
SirT2 n.d.
SirT3 n.d.
SirT4 n.d.
SirT5 n.d.
SirTe n.d.
SirT7 n.d.
HDAC11 n.d.

Taula 14. Families de desacetilases d’histones i els seus membres. Es mostren les families 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
amplia varietat d’altres proteines que inclouen proteines scaffold, subunitats
reguladores i remodeladors de la cromatina dependents d’ATP. Les classe de les
HDAC més estudiades en complexes son les de classe |, dins d’aquesta les HDAC 1,
2 i 3 participen en complexes multiproteics nuclears crucials per la repressié
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. HDACSs de classe III: les Sirtuines

Els membres de la familia Sir2 (silent information regulator), conegudes com
a sirtuines, van ser descrites originalment a S. cerevisiae com a enzims implicats al
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silenciament transcripcional del loci mating-type, de I'TADN nucleolar i dels
telomers, i també se’ls va relacionar amb estabilitat genomica i longevitat (Shore
et al, 1984; Sinclair & Guarente, 1997; Guarente et al, 1999; North & Verdin, 2004).
Durant l'ultima decada, les sirtuines han emergit com a factors clau en el
manteniment de la integritat genomica, son proteines NAD* cofactor dependents i
d’aquesta manera poden actuar con a sensors d’estres i participar a la comunicacié
entre 'ambient cel-lular i el genoma. Les sirtuines es troben implicades en una
amplia varietat de processos biologics com la regulaci6 de la cromatina, la
supervivencia cel-lular en condicions d’estres, la regulacié del metabolisme, la
diferenciacié cel-lular i el desenvolupament. Consistent amb I'important paper que
juguen en aquestes vies se les ha relacionat amb un gran nombre de patologies
humanes incloent cancer, diabetis, malalties neurodegeneratives i envelliment,
entre d’altres (Imai et al, 2000; Landry et al, 2000; Saunders & Verdin, 2007;
Vaquero & Reinberg, 2008) .

La reacci6 enzimatica de les sirtuines més estudiada és la desacetilacid.
Aquest procés consisteix en la transferéncia d'un grup acetil d'un residu de lisina
de la molécula substrat a una molécula d’ADP-ribosa (generada préviament a
partir de la hidrolisi d’'una molécula de NAD* que allibera I'ADP-ribosa i
nicotinamida). Com a resultat es genera 2-0O-acetil ADP-ribosa, el producte
desacetilat i nicotinamida (Figura 17) A part d’aquesta activitat enzimatica, 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).

OAADPr
ADP

Sirtuin N XN, N NH,

+
Deacetylated |
OH O, ) substrate

JL N"Nicotinamide
Acetyl
S NNy H OH
P-ribos H
Acetylated “?g;:ﬁ,?
substrate NUDIX
hydrolase H ;;w
AMp + 2-O-acetylribose- ADP-ribose  + Acetate

S5-phosphate

Figura I7. Reacci6 enzimatica de desacetilacié de les sirtuines. La reaccié de desacetilacio es
duu a terme en tres passos: 1. L'enzim s’uneix al NAD* en presencia del substrat amb el residu
acetilat; 2. L'enzim catabolitza el NAD* generant una molécula d’ADP-ribosa i nicotinamida, que és
alliberada. 3. L’enzim catalitza la transferéncia del grup acetil a ’ADP-ribosa donant lloc al producte
desacetilat i a 2-0-acetil ADP-ribosa (Feldman et al, 2012).
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Les sirtuines es troben molt conservades evolutivament i els seus membres
engloben els tres dominis principals de la vida: archaea, procariotes i eucariotes.
El nimero de sirtuines varia segons I'organisme, i generalment correlaciona amb la
complexitat d’aquest. A mamifer han estat descrites set sirtuines (SirT1-SirT7),
que difereixen en l'activitat enzimatica que desenvolupen, en la localitzacié
cel-lular, en I'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).

Sirtuin  Activity Localization Substrates andfor targets Function

5IRT1 Deacetylase Mucleus H3K9, H3K56, H4K16, H1K26, SUV3GHL, p300 Chromatin
and PCAF regulation and

transcription

HDAC1, FARP1, p53, KU70, NBS1, EZF1, RB, XPA, DA repair and
WRN, survivin, f-catenin, MYC, NF-xBand TOPEP1  cell survival

PGC1a FOXO1, FOXO3A FOXAZ CRCT1,CRCT2, Metabolism
PPARa. PPARy, LXR, FXR, RARP, SREBP1C, SREBPZ,
HNF4a, HIF1a, HIF2a, CREB, NEX2-1, STAT3, TFAM,
MYOD, NHLH2, UCP2 TSCZ, eNOS, LKB1, SMAD7T,
AKT, ATGS, ATGT, ATGS, 14-3-30, PGAM1, ACECS1,

PTP1B and 56K1
SIRT2 Deacetylase Cytoplasm Tubulin, keratin &, PARS and PRLR Differentiation
GEPD, LDH, PEPCE1, ACLY, MEKL, ITPK1,56K1and  Metabolism
PCAM
Mucleus H4K 16, H3K56. H3K18, CDC20, APC/C, CDE9 and Cellcycle
BLBR1
FOXO1, FOXO3A, p300, MF-xB and HIF1a Metabolism
SIRTS Deacetylase Mitochondria LCAD, VLCAD, HMGCS2, NDUFAS, SKP2, 5DHA,  Metabolism

ACECS2 GDH, IDH2, MRFL10, FDP1, 50OD2, OTC,
CYPD, OPAL, PDH, FOXO3 and GOT2

SIRT4 # ADP-ribosylase  Mitochondria  GDH, IDE. 5LC25A5 PDH and MCD Metabolism
* Lipoamidasze
* Deacetylase
SIRTS * Deacylase Mitochondria CP51, HMGCS2, PDH, SDH, 5001 and CAPDH Metabolism
# Deacetylase
SIRTE * Deacylase Mucleus H3IK9, H3KS6, CtIP GCNS, SNF2H, G3BP FOXO03  Chromatin and
* Deacetylase and PARP1 DMNA repair
* ADP-ribosylase
MY, HIF 1o, NF-xB, TMF, SREEP1, SREBP? and Metabolism
LI5P10
SIRT? Deacetylase Mucleus MYC. H3K18, PAFS3, HIF1a, HIF2a, ELK4, Transcription
RNA Pol I, MYBEP1A, TFIICZ and p53
mTOR, DCAF1. DDBL, CUL48 and GABPR1 Metabolism

Taula I5. Diversitat de les sirtuines de mamifer. Es mostren els set membres de la familia de les
sirtuines en mamifer (SirT1-SirT7), i es descriu l'activitat catalitica, 1a localitzaci6, els substrats i les
funcions principals de cadascuna (Chalkiadaki & Guarente, 2015).

Les sirtuines han estat classificades filogeneticament en cinc grups: la classe
[, 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 regulaci6 de la cromatina
(SirT1-SirT3). La classe II, inclou sirtuines d’origen procariota, que tenen una
activitat primaria ADP-ribosiltranferasa i es troben implicades en el control del
metabolisme (SirT4). La classe III, també s6n sirtuines d’origen procariota que
inclou a la majoria de sirtuines de procariotes i archaea, tenen activitat deacilasa i
estan implicades en el metabolisme (SirT5). La classe IV esta formada per sirtuines
que es troben a eucariotes i estan relacionats amb regulacié de la cromatina.
Originalment es va suggerir que només tenien activitat ADP-ribosiltransferasa
pero recentment s’ha descrit que SirT6 desacetila H3K9Ac a telomers (Barber et al,
2012) i que SirT7 desacetila H3K18Ac al control de I'expressié genica (Michishita
et al, 2008) (SirT6, SirT7). Finalment la classe U engloba altres sirtuines de
procariota poc caracterizades (Frye, 2000; Rajendran et al, 2011; Webster et al,
2012; Martinez-Redondo & Vaquero, 2013).

SirT1 és la sirtuina més estudiada fins al moment, es troba implicada a
I'estructura i 'organitzacié de la cromatina (Vaquero et al, 2007) i a vies moltes
vies importants com a la reparaci6 de 'ADN (Jeong et al, 2007), a 'apoptosis (Jiang
et al, 2014) i al metabolisme (Li, 2013) (Figura [8). No només aix0 si no que,
desregulacions de SirT1 es troben associades a malalties com el cancer (Lin &
Fang, 2013) i amb envelliment (Yuan et al, 2016). Es localitza majoritariament a
nucli, tot i que es pot trobar al citoplasma de cel-lules transformades o de cancer
per facilitar 'apoptosi. A nivell d’estructura de la cromatina, SirT1 té un paper
important en la formaci6 de I'’heterocromatina facultativa a través de la
desacetilaci6 d’'H4K16Ac i H3K9Ac, la seva interacci6 amb H1 i desacetilaci6 a la
K26 que afavoreix la compactaci6 de la cromatina, i la desacetilaci6 i augment de
I'activitat de Suv39h1, la HMT responsable de la trimetilacié d'H3K9 a aquestes
regions. Aquests efectes s’Tacompanyen de I'spreading o propagacié de marques de
I'’heterocromatina H3K9me3 i H4K20mel, i d'una disminucié dels nivells de la
marca de cromatina activa H3K79me3 promovent la formacié d’heterocromatina
(Vaquero et al, 2004; Vaquero et al, 2007; Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). SirT1
no només promou la formacié d’heterocromatina facultativa, si no que també
participa al manteniment de I'’heterocromatina constitutiva. Sota condicions
d’estres s’incrementen els nivells de SirT1, SirT1 interacciona amb Suv39hl, i
aquesta interaccié evita que es poliubiquitinitzi Suv39h1l a la K87. Com a
conseqiiencia, es produeix I'estabilitzacié de Suv39h1 i un augment dels nivells de
la proteina. Aixo produeix un augment del recanvi a ’heterocromatina constitutiva
pericentrica (HPC), assegurant aixi el manteniment de H3K9me3 i de 'estabilitat
genomica a aquestes regions d’'HPC (Bosch-Presegué et al, 2011).

SirT2 és una sirtuina predominantment citoplasmatica durant la major part
del cicle cel-lular excepte a la fase Gz/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 necessaria per la progressio de la fase S i té un paper important durant la
mitosi, fet que reflexa el seu canvi de localitzacié durant aquesta fase del cicle
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cel-lular. SirT2 controla I'entra a mitosi a partir de la desacetilaci6 d’'H4K16Ac i la
regulacio de la deposiciéo d’'H4K16mel (Figura I8) (Serrano etal, 2013).

SirT3 és la principal desacetilasa a mitocrondi, ja que la seva deleci6 produeix
hiperacetilacié mitocondrial general, mentre I'inhibici6é 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 conversiéo d’acetat a
AcetilCoA en presencia d’ATP (Schwer & Verdin, 2008). També desacetila altres
enzims mitocondrials clau com el glutamat deshidrogenasa (GDH) necessari per la
sintesi d’'urea (Figura I18) (He etal, 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
capa¢ d’ADP-ribosilar I'’enzim mitocondrial GDH. L’ADP-ribosilaci6 de GDH per
SirT4 inhibeix la seva activitat enzimatica 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 I’enzim carbamoil fosfat
sintetasa 1 (CPS1) per ambdoés activitats enzimatiques (Figura 18) (Rardin et al,
2013).

La sirtuina nuclear SirT6 es troba implicada en diferents processos clau per
al manteniment de la integritat genomica i la resposta a I’estrés com a la reparacio
del dany a I’ADN, el manteniment dels telomers, envelliment, metabolisme de
lipids i glucosa i en inflamaci6. Participa en la senyalitzaci6 i reparaci6 del dany a
I’ADN, tant de trencament de cadena sencilla (SSB) com de doble cadena (DSB). En
el cas de la reparacié de SSB, SirT6 promou la reparacié per excisissio de base
(BER) ja que facilita I'accés a la cromatina de la maquinaria de reparaci6 (Figura
18) (Mostovlavski et al, 2006; Tasselli et al, 2016).

SirT7 és una de les sirtuines menys estudiades. Es una proteina que es troba
enriquida a nucledl, on promou la transcripcié de I'rADN dependent de ’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 I'autoADP-
ribosilacié 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 sirtuines de mamifer. Esquema que mostra les principals funcions de
les sirtuines, representades com a ovals de diferent color. S’utilitzen signes d’interrogacié per
aquelles funcions que no estan demostrades (Vaquero et al, 2009).

Sota condicions d’estres les sirtuines col-laboren per mantenir l'estabilitat
genomica i la integritat cel-lular, i arribada una situacié extrema, participen en la
induccié de I'apoptosi cel-lular per tal de preservar 'integritat de 'organisme.

1.3.3. Metiltransferases d’histones (HMTs)

Les HMTs sén 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 proteines del proteoma huma podrien dur a terme metilacié6 de lisines
(Husmann & Gozani, 2020). Les HMTs sén fonamentals a la regulacié de la
senyalitzaci6 de la cromatina i intervenen en multiples processos com en
I'establiment de I'heterocromatina pericéntrica, en la segregacié cromosomica i en
la regulacié de la longitud dels telomers, 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 cancer (Schneider, Bannister &
Kouzarides, 2002; Albert & Helin, 2010; Husmann & Gozani, 2020), a transtorns
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neurologics (Ryu et al, 2006), a patologies del desenvolupament (Morishita &
Luccio, 2011) i a altres patologies humanes.

Les metiltransferases d’histones responsables de la metilacio a residus
d’arginina s’"anomenen PRMT (protein arginine methyltransferase), i es classifiquen
en tres tipus en funcié del mecanisme d'uni6 a I'arginina i de la seva activitat
catalitica. Les PRMTs de classe I poden produir monometil arginines i
dimetilarginines asimetriques (me2a), a aquesta classe pertanyen PRMT1, PRMT?2,
PRMT3, PRMT4, PRMT6 i PRMT8. Les de classe Il poden produir monometil
arginines i dimetilarginines simeétriques (me2s), dins d’aquesta classe es troba
PRMT5 i PRMTO. 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 metilacié 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 families
en funcid de la seqiiencia del domini catalitic. La primera familia sén les KMT que
contenen el domini SET (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax), anomenat aix{
per que va ser identificat per primera vegada com a una seqliéncia conservada a
tres proteines de D.melanogaster: un modificador de la variegaci6o efecte-posicid
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 aminoacids i s’han trobat
proteines que contenen aquest domini a tots els organismes eucariotes estudiats
fins al moment. Hi ha 7 subfamilies principals d’aquestes proteines que contenen el
domini SET: SUV39, SET1, SET2, EZ, RIZ, SMYD, SUV4-20 i els membres orfes
SET7/9 i SET8. La segona familia s6n les KMT que no contenen el domini SET
anomenades DOT1, com seria DOT1-L (Dot1-like) (Taula 16) (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 especifiques de la cromatina té lloc
mitjangant un procés seqiiencial de mecanismes coordinats. Les HMTs poden ser
dirigides mitjancant la uni6é a factors de transcripcio, IncRNAs (long non-coding
RNAs), sncRNAs (small non-coding RNAs) o altres proteines amb funcié a la
cromatina als elements de reconeixement de I’ADN. Per exemple, les proteines del
grup Trithorax, que son metiltransferases d'H3K4 a D.melanogaster, sn conduides
als elements de resposta TREs (Trithorax Response Elements) i el grup de proteines
Polycomb, responsables de la metilaci6 d’'H3K27, sén dirigits als elements de
resposta PREs (Polycomb Response Elements) (Tillib et al, 1999;Tsai et al, 2010).
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SUV39H1 H3K9 Formaci6 d’heterocromatina /silenciament

SUV39H2 H3K9 Formaci6 d’heterocromatina /silenciament
Suv39 G9a H3K9 Formaci6 d’heterocromatina /silenciament
GLP H3K9 Formacié d’heterocromatina /silenciament
SETDB1/ESET H3K9 Repressié transcripcional
SETDB2/CLLL8 - -
Ysetl H3K27 Repressio transcripcional
SET1 EZH1 H3K27 Repressio transcripcional
SET2 ySET2 H3K36 Activaci6 transcripcional
NSD1-3 H3K36 Activaci6 transcripcional
EZ EZ1 - -
RIZ1 H3K9 Repressio transcripcional
RIZ PRDM1/BLIMP1 -
PFM1/CRS2
SMYD SMYD2 H3K36/p53 Activaci6 transcripcional
SUV420-H1 H4K20 Resposta al dany a '’ADN
Suv4-20 SUV420H2 H4K20 Formacié d’heterocromatina/silenciament
SET 7/9 H3K4/p53 Repressi6 transcripcional
Sense grup . —
SET 8 H4K20 Repressio transcripcional
DOT1L H3K79 Activaci6 transcripcional

Taula 16. Classificacio de les KMT. Es mostren les dues families de KMT, les corresponents
subfamilies i els membres que en formen part. També estan representats els substrats histonics i
les funcions principals d’aquests (Adaptat de Yu & Zhuang, 2019).

Suv39h1l (Supressor of variegation 3-9 homolog 1) és la primera
metiltransferasa d’histones especifica de lisines identificada que contenia un
domini SET, i és la principal metiltransferasa d’H3K9me2/3 en mamifers. Suv39h1
té un paper molt important a I'estructura i a la integritat de I'’heterocromatina,
principalment de I'heterocromatina constitutiva pericéntrica i en telomers, i és per
tant, un enzim clau a I'organitzacié del genoma. En mamifers hi ha dos loci molt
relacionats, un en posicio proximal al centromer del cromosoma X, que codifica per
Suv39h1l i que s’expressa ubiquament als teixits adults. I I'altre, localitzat al
cromosoma 2, que codifica per Suv39h2 amb una expressio restringida a testicles
(Reaetal, 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 catalitica que forma part del complex PRC2 (Polycomb repressive complex
2) on per exercir la seva activitat sén necessaris tots els membres del complex.
EZH2 té un rol molt important al silenciament de gens, diferenciacio i
desenvolupament, i la seva sobreexpressio esta involucrada en una amplia varietat
de cancers incloent el cancer de mama i de prostata (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 familia que contenen dominis SET i és molt important per la
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trimetilaci6 d’'H4K20me3 en mamifers. Suv420h2 té un paper primordial en
I'estructura de I'heterocromatina on s’enriqueix principalment a heterocromatina
constitutiva pericéntrica i a telomers. La uni6 estable de Suv420h2 a la cromatina
és necessaria per al correcte assemblatge d’'una estructura d’heterocromatina
compacta i de la cohesid de les cromatides germanes. En vertebrats també es troba
present Suv420hl (Supressor of variegation 4-20 homolog 1) que és la
metiltransferasa que dimetila H4K20 i que té un paper en la reparacié de '’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 families en funcié de la seva reaccio
catalitica: la familia LSD (lysine-specific histone demetilases), que duen a terme una
oxidaci6é d’amines en preséencia del cofactor FAD (favine adenine dinucleotide); i la
familia Jumonji C, que catalitzen una dihidroxilacié6 dependent de Fe2*o a-
cetoglutarat. La familia LSD esta formada per dos membres, LSD1 i LSD2, el primer
desmetila especificament lisines mono- i dimetilades d’H3K4 i H3K9 mentre que el
segon desmetila lisines mono- i dimetilades d’"H3K4. La familia Jumonji C esta
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. Relacio entre les HDACs i les HMTs

Entre les HDACs i les HMTs existeix una relacié funcional més estreta del que
es creia fins ara, ambdos tipus d’enzims interactuen per regular de manera
conjunta l'estructura de la cromatina. Aquesta relacid6 sembla estar conservada
evolutivament des de llevat fins a humans (Vaquero, 2009; Swygert & Peterson,
2014; Zhang et al, 2017). Com a exemple, la relacié funcional entre SirT1 i Suv39h1
és molt important a la formaci6 de I'heterocromatina facultativa. Sota el
reclutament de SirT1 a la cromatina per factors de transcripcio, SirT1 a la seva
vegada recluta Suv39h1 interaccionant directament i el desacetila al seu domini
catalitic. Aquesta desacetilacié promoura un augment de l'activitat de Suv39hl,
que trimetilara H3K9 dels nucleosomes propers promovent la formacié
d’heterocromatina (Vaquero et al, 2007). Un altre exemple seria la relaci6 entre
SirT2 i PR-Set7 que té un paper en la regulacio6 de la progressio del cicle cel-lular.
Sota determinats estimuls, SirT2 interacciona amb PR-Set7 i el desacetila. Aquesta
desacetilacié promou la localitzacié6 de PR-Set7 a la cromatina, que monometilara
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H4K20 dels nucleosomes adjacents. L’establiment de H4K20me1l té un impacte
directe en la progressié de la fase S (Serrano & Martinez-Redondo, 2013).

1.4. Maquinaria de remodelaci6 de la cromatina

La maquinaria de remodelacié de la cromatina modula el posicionament
nucleosomal  desplacant o eliminant nucleosomes, i promou alteracions
nucleosomals intercanviant histones canoniques per variants d’histones, entre
d’altres mecanismes. D’aquesta manera controla l'estructura de la cromatina i
'accessibilitat dels factors de transcripci6 i d’altres proteines amb funcid, regulant
aixi processos com la transcripcid, replicacid, recombinacié i reparaci6 de '’ADN
(Ausid, 2006; Bai & Morozov, 2010).

Els remodeladors de la cromatina sén complexes multiproteics que utilitzen
I'energia de la hidrolisi de I'ATP per dur a terme les seves funcions, i es poden
classificar en quatre grups segons les caracteristiques 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 seqiiéncies
d’ADN/metilaci6 d’ADN, ARN associat a la cromatina, modificacions
postraduccionals de les histones, variants d’histones i proteines no histoniques
associades a cromatina, que els dirigeixen a posicions especifiques de la cromatina
(Figura 19) (Erdel et al, 2011; Hargreaves & Crabtree, 2011; Varga-Weisz, 2014;
Tyagi et al, 2016). Per tal de reconeixer 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 especifica a les cues de les histones
modificades (Clapier & Cairns, 2009).

chromatin
remodeler

/ / l \ \\ nucleosome

DNA sequence/ chromatin histone tail , . non-histone
DNA methylation associated RNA modifications histone variant protein

Figura 19. Senyals diana dels remodeladors de la cromatina. Els remodeladors de la cromatina
son dirigits a la cromatina per diverses senyals diana tals com determinades seqiiéncies
d’ADN/metilacions d’ADN, ARNs associats a la cromatina, PTMs, variants d’histones i proteines no
histoniques 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 modulacié del patré de les modificacions
epigenétiques. 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 metilacié d’"H3K9
(Erdel et al, 2011; Rowbotham et al, 2011).

Altre aspecte a destacar és que alguns remodeladors de la cromatina
s’associen amb proteines estructurals com seria el cas d’'HP1 (heterochromatin
protein 1), una proteina implicada a l'estructura de I’heterocromatina, i tenen un
paper important en el manteniment de I’heterocromatina (Maison & Almouzni,
2004).

2. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

2.1. Organitzacio de la cromatina

La longitud de I’ADN genomic és considerablement més llarg que el diametre
de la cel-lula. Aixi doncs, per que tot aquest ADN capiga dins del nucli cel-lular cal
que aquest es compacti de manera eficient. Els mecanismes epigenétics esmentats
anteriorment, entre d’altres, modulen l'organitzaci6 de la cromatina en una
jerarquia d’ordres de compactacidé, que van des de la fibra d’11nm fins al
cromosoma (Vaquero, Loyola & Reinberg, 2003).

A les cel-lules eucariotes, la doble helix d’ADN es troba empaquetada amb
histones i altres proteines accessories formant la cromatina, la unitat basica i
repetitiva de la qual sén 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 electronic d’alta resoluci6 I'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 seglient nivell de compactacio és la fibra helicoidal de 30nm, aquest esglaé
aconsegueix compactar sis vegades més. Les observacions en microscopi electronic
d’alta resoluci6 I'any 1976 de cromatina nativa aillada mostraven l'existéncia de
dues possibles estructures de la fibra de 30nm. En primer lloc el solenoid, que
consisteix en una disposicié de sis nucleosomes per gir; i en segon lloc el zig-zag,
on els nucleosomes es disposen de manera alterna. En ambdés 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 formacié d’aquestes estructures. Pero tot i que la fibra de
30nm s’ha estudiat extensament in vitro, no hi ha evidéncies de la seva existencia
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; Hiibner et al, 2013).
Alternativament a I'organitzaci6 de la cromatina en una fibra de 30nm, estudis més
recents proposen I'anomena’t polymer melt model, on els nucleosomes no contigus
linealment en la cadena d’ADN interactuen dins d’'una regié de la cromatina de
manera desorganitzada. En aquest model, les interaccions inter-fibra agafarien
forca desplacant les interaccions intra-fibra establertes per formar la fibra de
30nm (Eltsov et al, 2008; Stehr et al, 2008; Hiibner et al, 2013; Maeshima et al,
2014).

Al segiient esgla6, aquesta fibra de cromatina s’organitza en una serie de
petits globuls de 300nm per formar un estat més compacte, que és el que
s’anomenen globuls fractals. Els globuls fractals s’organitzen en dominis de 700nm
anomenats territoris cromosomics (CT), possiblement a través de I'ancoratge de la
fibra de cromatina a la periféria del nucli o a altres proteines nuclears que
serveixen de plataforma. Aquests territoris es divideixen en dos dominis: un
domini ric en gens, que es localitza a la periferia del nucli i es caracteritza per ser
actiu transcipcionalment, i  altre domini no perifericc pobre en gens i
transcipcionalment inactiu. Finalment, l'estructura de la cromatina més
condensada s’observa en els cromosomes metafasics, on s’aconsegueix compactar
I’ADN fins a 10.000 vegades (Figura 110) (Schardin et al, 1985; Lichter et al, 1988;
Hiibner et al, 2013; Kalhor et al, 2013; Rodriguez & Bjerling, 2014; Kind et al, 2015;
Fortuny & Polo, 2019).

A B o

Solenoid  Zigzag Polymer
melt

Figura I10. Organitzacié de la cromatina en ceél-lules eucariotes. A. Els cromosomes estan
organitzats en els territoris cromosomics; B. Els territoris cromosomics estan compostos de globuls
fractals; C. Les fibres de la cromatina interactuen (i) dins d’'un globul fractal (freqiient), entre
globuls fractals d’'un mateix territori cromosomic (poc freqlient), o entre globuls fractals de
territoris adjacents (infreqiient); 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 (Hiibner et al, 2013).
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2.2. Classificacio funcional de la cromatina: Eucromatina i
heterocromatina

La cromatina es pot classificar segons la seva funcionalitat en dos tipus de
regions: I'eucromatina que també s’anomena cromatina activa, i ’heterocromatina
que és la cromatina inactiva. Aquesta terminologia va ser emprada per primer cop
I'any 1928 basant-se en el marcatge de tincié amb Giemsa per visualitzar I'’ADN, on
I'eucromatina s’observava com a bandes clares mentre que I’heterocromatina com
a bandes fosques (Heitz, 1928; Fortuny & Polo, 2018).

L’eucromatina és la forma més laxa de les dues, presenta un nivell de
compactacié de fibra d’11nm. Es accessible a la maquinaria transcripcional i
s’'associa per tant, amb regions transcripcionalment actives. Aquestes regions es
caracteritzen per tenir una alta densitat genica i es correlacionen amb les segiients
modificacions postraduccionals d’histones: amb I'acetilacié de lisines com seria el
cas d’H3K9Ac, H3K14Ac, H4K5Ac, H4K8Ac, H4K12Ac i H4K16Ac i amb les
metilacions de lisines segiients H3K4me2/3, H3K36me3, H3K79me2/3 i
H4K3me2. Aquestes modificacions juntament amb altres factors, poden afavorir
I'accés de factors de transcripcié a les regions promotores dels gens i permetre la
transcripcié d’aquestes (Vaquero, Loyola & Reinberg, 2003; Kouzarides, 2007;
Eissenber & Shilatifard, 2006; Trojer & Reinberg, 2007; Vaquero, 2009; Hiibner et
al, 2014; Bégin & Nadeau, 2014).

D’altra banda, I'heterocromatina és la forma més compacta de les dues,
nombrosos estudis in vitro recolzen que el seu grau de compactacié correspon a la
fibra de 30nm, tot i que encara no s’ha pogut detectar in vivo. Es refractaria a
I'accés de la maquinaria de transcripci6 1 s’associa amb regions
transcripcionalment inactives. Aquestes regions es caracteritzen per tenir baixa
abundancia de gens i enriquiment en seqiiencies repetitives de I'’ADN. Les regions
d’heterocromatina generalment es correlacionen amb hipoacetilacié de lisines i
amb les seglients metilacions d’histones: H3K9me2/3, H4K20me1/3 i H3K27me3.
Aquestes regions son riques en proteina de I'’heterocromatina 1 (HP1), i presenten
elevada activitat enzimatica 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; Hiibner et al, 2014; Bégin & Nadeau, 2014; Dambacher et al, 2015).

La transicié entre aquests dos nivells d’organitzacié de la cromatina és vital
pel control de la transcripcio, de la replicacid i de moltes altres funcions cel-lulars
associades a I’ADN (Vaquero, 2009).
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HETEROCHROMATIN
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Lysine methylation
(H3K9, H3K27, H4K20)
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Figura I11. Classificacié de la cromatina: eucromatina i heterocromatina. Les modificacions
permissives de les histones tals com l'acetilacié de lisines, determinades metilacions de lisines
(H3K4, H3K36, H3K79), metilacions d’arginines i fosforilaci6 de serines promouen la formacié
d’eucromatina, que té una estructura laxa i permet la transcripcié génica. Les modificacions
repressives de les histones com la sumoilaci6 de lisines, la ubiquitinitzacié de lisines i determinades
metilacions de lisines (H3K9, H3K27, H4K20) promouen la formacié de 'estructura condensada de
I'heterocromatina, i que impedeix l'accés de la maquinaria 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
funci6 de la seva dinamica estructural i funcional: a ’heterocromatina facultativa
(HF) i a Theterocromatina constitutiva (HC). Aquestes dues formes
d’heterocromatina es poden distingir amb el marcatge de bandes C, que tenyeix
només I'HC (Summer, 2001; Vaquero, 2009).

L’HF, es refereix a regions condensades que es troben transcripcionalment
silenciades pero que es poden descompactar per revertir a eucromatina i permetre
la transcripcié sota determinats contextos especifics. Els contextos especifics que
permeten la reversid a eucromatina es classifiquen en: temporals, com poden ser
fases especifiques del cicle cel-lular o estadis concrets del desenvolupament; en
espacials, com seria el canvi de localitzaci6 a la periféeria del nucli degut a factors
exogens; o0 en parentals, com en el cas de I'expressié genica monoal-lelica. Per tant,
I'HF pot adoptar una amplia varietat d’estats de condensacié de la cromatina,
incloent la fibra d’11nm, estats intermedis i la fibra de 30nm (Craig; 2005; Trojer &
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Reinberg, 2007; Rodriguez & Bjerling, 2013). De manera general aquestes regions
es caracteritzen per ser riques en les marques de metilacié d’histones H4K20mel,
H3K27me3 i H3K9me?2, i en 'ubiquitinitzacié de 'H2AK119ub. També son regions
on es produeix la incorporacié de la variant d’histona macroH2A, a la qual se li
atribueix un paper en la repressio de la transcripcid. Pel que fa a les proteines
associades a I'HF, aquesta és rica en proteines HP1 i també en el complex
Polycomb que és reclutat per dur a terme la trimetilacié6 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’expansi6 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 mamifer; abarcar grans distancies,
com per exemple grups de gens homeotics; 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 genica (Plath et al, 2003; Craig, 2005; Feil &
Berger, 2007; Vaquero, 2009).

D’altra banda, I'HC es refereix a regions fortament condensades que es troben
permanentment silenciades. Ocupa grans porcions del cromosoma i es produeix a
les mateixes regions genomiques en tots els tipus cel-lulars: a les regions
centromeriques, a les regions pericentriques i als telomers. Aquestes regions es
caracteritzen per tenir baixa densitat génica i ser riques en seqiiencies repetitives
d’ADN. Aixi doncs, les regions d’'HC tenen un rol principalment estructural i sén
molt importants pel manteniment de l'estabilitat genomica. L’alteraci6 de
I'estructura d’aquestes regions porta a defectes en la segregacié cromosomica, a
aberracions cromosomiques, dany a ’ADN i desproteccié telomeérica que poden
portar a malalties humanes com cancer i envelliment, entre d’altres (Vaquero,
2009; Carone & Lawrence, 2012, Benayoun 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 metilacié6 d’histones H3K9me3, H4K20me3 i
H3K27mel, i s6n regions on es produeix la incorporacié de les variants d’histones
H2A.Z, CENP-A i H3.3, que estan implicades en l'estructura de les regions
pericentriques, dels centromers i dels telomers respectivament. Pel que fa a les
proteines associades, I'HC és rica en proteines 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 telomeérica (HTC)

L’HTC es localitza als telomers, situats als dos extrems del cromosoma. Els
telomers es troben molt conservats en eucariotes i tenen una longitud de diverses

38



kilobases formades per seqiiencies repetitives curtes d’ADN que poden arribar a
repetir-se de 'ordre de 2000 vegades. L'HTC manté la integritat d’aquests dominis
telomerics, i es troba enriquida en les marques histoniques H3K9me3 i en la
variant d’histona H3.3, que té un paper important a I'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 proteina HP1 amb la qual s’associa.
Defectes a I'estructura de 'HTC poden portar ala desproteccié telomerica que a la
seva vegada pot desencadenar el desenvolupament de cancer 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 centromerica (HCC)

L’HCC es localitza als centromers, que depenent del cromosoma i de
I'organisme poden ser: metacentrics, i situar-se al centre del cromosoma;
submetacentrics, on es situaria a prop del centre, de manera que un dels bragos
cromosomics quedaria més llarg que I'altre; subtelocentrics, on es situaria a prop
d’'un dels telomers, i un bra¢ quedaria molt curt i I'altre molt llarg; o telocentrics,
on es situaria al costat d'un del telomer i per tant, només tindrien un brag
cromosomic practicament. La majoria de cromosomes humans tenen centromers
submetacentrics mentre que els cromosomes de ratoli sén telocéntrics. En ratolins,
aquests centromers tenen una longitud d'unes 600kb i estan formades per
seqiiencies 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 histoniques H3K9me2/3, H4K20me3, H3K27mel i H3K4me2, en la
metiltransferasa Suv39h1, en la proteina HP1 i en la variant d’histona CENP-A,
essencial per l'assemblatge del complex cinetocoric i per la segregacié
cromosomica. Defectes a l'estructura de 'HCC poden portar a defectes en la
segregacié cromosomica, a aberracions cromosomiques i a ultima instancia al
desenvolupament de cancer (Maison & Almouzni, 2004; Gieni et al, 2008; Allshire
& Madhani, 2018; Janssen et al, 2018; Achrem et al, 2020).

2.2.1.3. Heterocromatina constitutiva pericéntrica (HPC)

L’HPC es localitza a les regions pericéntriques o pericentromeriques, situades
al voltant de la regié centromerica i vitals per la formaci6 del cinetocor durant el
procés de segregacié cromosomica. Aquestes regions séon més extenses que els
telomers i centromer, en ratoli tenen una longitud d’'unes 6Mb i estan formades per
seqiiencies repetitives d’ADN anomenades major satellites, cada una de les quals
consta de 234pb i sén riques en els nucleotids A i T. Les seqliéncies repetitives de
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les regions pericéntriques 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 histoniques H3K9me2/3, H4K20me3 i H3K27mel/3, i en la variant
d’histona H2A.Z que té un paper important en la estructura de 'HPC. Les proteines
més importants en aquestes regions son les trimetiltransferases d’"H3K9 Suv39h1 i
d’'H4K20 Suv420h2, iles proteines HP1, totes tres juguen un paper molt important
tant en la formacié com en l'estructura d’aquestes regions. L’ARN estructural
sembla tenir també un paper clau en I'estructura i organitzacié a partir del seu
efecte en la deposici6 d’'HP1 a aquestes regions. I recentment ha estat descrit
també que el remodelador de la cromatina SMARCAD1 és important per assegurar
I'estructura de 'HC (Figura 112) (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; Miiller-Ott et al, 2014;
Matveeva, 2014; Saksouk et al 2015; Janssen et al, 2018, Achrem et al, 2020).
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Figura I12. Estructura de 'HPC a cel-lules de ratoli. L'HPC dels cromosomes murins individuals
s’agrupen i formen focis de cromatina altament condensada anomenats chromocentres, que poden
ser visualitzats al microscopi facilment mitjangant tincié6 amb DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol)
(blau). A la periferia d’aquestes agrupacions pericéntriques es localitzen individualment les regions
centromeriques (verd). Les regions pericéntriques estan formades per repeticions de major
satellites i es troben enriquides en metilacions d’ADN i en les segiients metilacions d’histones:
H3K9me2/3, H4K20me3 i H3K27me1/3. Aquestes regions co-localitzen amb les proteines HP1,

Suv39h1, Suv420h2 (Adaptat de Probst & Almouzni, 2008 i de Matveeva, 2014) .

Alteracions de l'estructura de I'HPC es relacionen amb defectes en la
segregacié cromosomica, aberracions cromosomiques, inestabilitat genomica, i
defectes en el silenciament de gens que succeeix quan els gens de 'eucromatina es
situen adjacents a I'’heterocromatina per reordenament cromosomic o
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transposicio, un fenomen que va ser descrit inicialment a D.melanogaster com a
variegacié per efecte de la posicio. Tots aquestes defectes poden acabar
desencadenant diversos tipus de cancer, com per exemple el cancer epitelial
(Eymery et al, 2009) i els neuroblastomes (Enukashvily et al, 2007). No només aixo
si no que també s’ha vist descondensaci6 de I'HPC en varies malalties genetiques
de progeria 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 cel-lules murines, les regions pericentriques es poden identificar
facilment per la seva forta tincié6 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 pero sén més visibles en nuclis en
interfase, on les regions pericentriques de varis cromosomes s’agrupen i formen
clusters anomenats chromocentres que queden tenyits en forma de focis o punts
(Figura 112 i 113). A les cel-lules humanes no es distingeixen tan bé les regions
pericentriques i per aquesta rad, el nostre model d’estudi sén cel-lules procedents
de ratoli (Maison & Almouzni, 2004; Dambacher et al, 2013; Saksouk et al, 2015;
Allshire & Madhani, 2018; Janssen et al, 2018).

Pericentric

Interphase mouse nucleus
4 heterochromatin

Mitotic mouse nucleus Mitotic cell

Figura I13. Visualitzacio dels chromocentres en cel-lules murines. Imatges dels chromocentres
d’HPC en cél-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 'estabilitat genomica.
Tot i que s’ha avangat considerablement als dltims 30 anys, en alguns aspectes
encara no en tenim prou evidéencies per tenir una perspectiva complerta de la seva
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regulaci6, els components associats, la seva dinamica estructural i la seva
contribucié funcional. Aquesta tesi ha intentat avancar en aquest coneixement
mitjancant el desenvolupament d’alguns d’aquests aspectes especifics.

3. FACTORS CLAU A L’ESTRUCTURA DE L'HPC

3.1. Suv39hi

Suv39h1l (Supressor of variegation 3-9 homolog 1) va ser descoberta a
Drosophila i és la primera metiltransferasa d’histones especifica 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, dona nom a aquesta gran familia
de KMT. Dins de la familia de KMT amb domini SET, Suv39h1 forma part de la
subfamilia SUV39. Suv39h1 és la principal metiltransferasa d’'H3K9me2/3 en
mamifers, i té un paper molt important a l'estructura i a la integritat de
I’heterocromatina, principalment a I’heterocromatina constitutiva pericéntrica i a
telomers, i és per tant, un enzim clau en I'organitzaci6 del genoma. I esta involucrat
en multiples processos cel-lular crucials com en la segregacié cromosomica i en la
progressi6 mitotica (Rea et al, 2000; O’carrol et al, 2000; Peters et al, 2001;
Vaquero et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2011).

Aquesta proteina té un pes molecular d'uns 48kDa i esta 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 cisteina
associades al domini SET, que s’anomenen regions preSET i postSET (Figura 114).

Suv39h1 Chr PRE-SET SET
1 43 88 179 240 370 412

Figura I114. Estructura i dominis de Suv39h1l de ratoli. Representacié esquematica de
I'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 regidé preSET i d’'una regi6 postSET al votant del domini SET
(Bosch-Presegué et al, 2011).

El domini chromo de la part N-terminal és un domini conservat en proteines
reguladores de la cromatina i esta format per uns 50 aminoacids. Aquest domini
realitza varies activitats: és el responsable de la uni6 de Suv39h1 a I’ADN o I’ARN,
juga un paper en el reconeixement d’'H3K9 monometilat i intervé en la localitzacid
de Suv39h1. Es també una regié essencial per l'activitat catalitica de Suv39h1, ja
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que ha estat descrit que la deleci6 d’aquest domini altera 'activitat enzimatica 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 proteines implicades en el control de I'estructura
de la cromatina i de I'expressid genica. S’ha trobat en un gran nombre d’eucariotes
i en alguns bacteris i virus. Es un domini gran que consta d'uns 140 aminoacids i és
el domini catalitic que confereix a Suv39h1 l'activitat metiltransferasa. Aquest
domini es troba envoltat de les regions riques en cisteina preSET i postSET que sén
necessaries per la seva activitat enzimatica (Rea et al, 2000; Peters et al, 2001;
Wang et al, 2012).

Suv39h1l esta regulat per un gran nombre de modificacions
postraduccionals, per proteines reguladores i per factors de transcripcio6. Entre les
proteines que regulen Suv39h1l es troba el supressor tumoral p53. Quan es
produeix dany a I’ADN, p53 s’activa i indueix I'expressié de la demetilasa d’"H3K9
anomenada JMJD2b (Jumonji domain 2) i indirectament redueix l'expressio de
Suv39h1. D’aquesta manera s’aconsegueix la relaxacié de la cromatina per a que
pugui accedir la maquinaria de reparacié de dany a I’ADN (Zheng et al, 2014). Un
altre proteina implicada a la regulacié de Suv39h1 és SirT1. SirT1 interacciona
directament amb Suv39h1 i la desacetila a la K226 del seu domini catalitic SET,
promovent un augment de la seva activitat. Aquest augment de la seva activitat
catalitica és important durant el procés de formacié6 de I'heterocromatina
facultativa i durant el procés de manteniment de I’heterocromatina constitutiva
sota condicions d’estres, 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 regulacié 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 I'activitat de Suv39h1 (Li et al, 2009).

Suv39h1l esta implicat a diverses funcions cel-lulars, com la formacié
d’heterocromatina i organitzacié del genoma, I'estabilitzacié dels telomers, el
silenciament genic, la regulacié del cicle cel-lular, en el desenvolupament i la
tumorigenesi (O’carrol et al, 2000; Peters et al, 2001).

Suv39h1 és crucial tant per la formacié de I'heterocromatina facultativa
com per la formacié de I'’heterocromatina constitutiva pericentrica i telomerica. La
relacié de Suv39h1 és clau per el reclutament d’"HP1 a I'heterocromatina gracies a
la di i trimetilacié6 d’'H3K9. Un cop es recluta Suv39h1 a aquestes regions, aquest di
i trimetila H3K9 que sera reconegut per HP1. A la seva vegada HP1 recluta més
Suv39h1 i d’aquesta manera es propaga i dona lloc a I'’heterocromatina. Aquest
empaquetament de la cromatina per formar heterocromatina esta relacionat amb
el silenciament genic (Fenselfeld & Groudine, 2003; Vaquero, 2009; Chu et al,
2012). Degut a que Suv39h1 és un enzim clau per la formacié de ’heterocromatina
constitutiva pericentrica i telomerica, la deleci6 de Suv39h1l s’ha associat amb
inestabilitat genomica a aquestes regions (Peters et al, 2001; Krouwels et al, 2005)
que en ultima instancia poden portar a una mala segregacié cromosomica (Aagaar
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et al, 1999; Chu et al, 2012), a defectes a la progressié del cicle cel-lular (Melcher et
al, 2000) i a una desorganitzacié dels telomers (Uhlirova, 2010).

Suv39h1 s’ha relacionat amb la tumorigenesi pero el seu paper encara és
subjecte a controversies. D’'una banda se 'ha relacionat amb la formacié d’'un
complexe amb pRb que juga un paper a la inhibici6 d’E2F1. Tenint un paper a
través d’aquestes vies en la supressié tumoral (He et al, 2012). Contrariament,
H3K9me3 mediada per Suv39hl s’ha relacionat amb el silenciament dels gens
supressors de tumors E-cadherina i p15INK4B a la leucemia mieloide aguda (AML)
(Zhao et al, 2013).

3.2. Isoformes d’HP1: HP1a, HP1B i HP1y

HP1 va ser originalment identificada a Drosophila com a supressor
dominant de la variegaci6 per efecte posicié i com a component principal de
I'heterocromatina. La familia de proteines HP1 és troba evolutivament molt
conservada, i s’han trobat membres d’aquesta familia en gairebé tots els
organismes eucariotes, des de S.pombe fins a mamifers. La familia de proteines
HP1 per una classe de gens coneguts com a chromobox (cbx). En mamifers han
estat identificades tres isoformes d’'HP1, cadascuna codificada pel seu propi gen:
HPla es troba codificada pel gen chromobox homolog 5 (cbx5), localitzat al
cromosoma 15 en ratoli ; HP1B pel gen chromobox homolog 1 (cbx1), localitzat al
cromosoma 11; i HP1y 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 seqiiencia d’aminoacids d’aproximadament un 65% (Figura
[15a) (Eissenberg et al, 1990; Singh et al, 2003; Maison & Almouzni, 2004;
Lomberk et al, 2006; Kumar & Kono, 2020).

a

HP1o MGEKTKRT-ADSSSSELEEEYVVEKVLDRRMVEGOVEYLLEWKGFSEEHNTWEPEKNLDC| 59
HP1p MGKKQNKKKVEEVLEEHEEEYVVEKVLDRRVVEGKVEYLLEWKGFSDEDNTWEPEENLDC| 60
HP1y MGEKKONGK-SKKVEEAHPEEFVVEKVLDRRVVNGKVEYFLEWKGETDADNTWEPEENLDC| 59

kkdk kk kkhkkkkkkk Kk khkkhkk hkkhkkdhk  hkhkkkkk kkkk

HP1o [PELISEFMEKYHKMKEGENNKPREKSECNKRKS-SFSNS-ADDIKSKKKREQSNDIARGE| 117
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Figura I15. Dominis de les isoformes d’HP1 de ratoli i interaccié amb diferents factors. A.
Alineaci6 de les seqiiencies aminoacidiques d’'HP1a, HP1B i HP1ly. Els asteriscs indiquen els
aminoacids conservats entre les tres isoformes. Es distingeixen els dos dominis i la regié central: el
chromodomain (vermell), la regi6 hinge (verd) i el chromoshadow domain (blau). B. Es representen
els dominis d’interaccié d’'HP1a i algunes de les proteines amb les que interaccionen importants per
I'estabilitat dels dominis d’heterocromatina (Maison & Almouzni, 2004).

Les tres isoformes d’"HP1 sén proteines petites que tenen pesos moleculars
entorn als 25kD, HP1a de 25kDa, HP1B de 22kDa i HP1ly de 20kDa. Aquestes
proteines estan formades per dos dominis conservats, el chromodomain
(chromatin organization modifier, CD) situat a la part N-terminal de la proteina i el
chromoshadow domain (CSD) localitzat a la part C-terminal. Aquests dos dominis
es troben units per una regié més variable anomenada regi6 hinge (HR) (Figura
[15 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 proteines, moltes de les quals estan implicades a
I'estructura de la cromatina i a I'expressié genica com és el cas de Suv39h1. Aquest
domini consta d’'uns 30-60 aminoacids i és el responsable de la unié6 d’'HP1 a
H3K9me2/3, de manera que aquest domini és molt important per direccionar les
proteines HP1 a I'heterocromatina. A part de dirigir-se a '’heterocromatina a través
de la unié a H3K9me2/3, també interacciona amb H3 i es creu que aquesta unié
representa la fracci6 immobil 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
seqiiencia d’aminoacids 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 duplicacié6 de la seqiiencia d'un d’aquests dominis. EI CDS és
responsable de la homo- i heterodimeritzacié d’HP1, i de interacci6 amb altres
proteines que requereix el motiu consens PXVXL, que sovint es troba també a les
proteines amb les que interacciona. Aquest domini per tant, és responsable de la
unié d’HP1 amb altres proteines 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 regio hinge és la regié més variable, tant entre proteines HP1 de la mateixa
especie com entre especies diferents. Aquesta regié és més curta que el CD i el CSD,
i ha estat postulat que la seva estructura és flexible. Aquesta regi6 conté una
seqiiencia de localitzacié nuclear, i és la responsable de la unié d’'HP1 amb I’ADN i
I’ARN. La regié hinge és susceptible a un gran nombre de modificacions
postraduccionals que poden afectar a la seva localitzacid, interaccions i funcions,
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de manera que podria ser una regi6 de control central de les proteines
HP1(Lomberk et al, 2006; Mishima et al, 2012; Sales-Gil & Vagnarelli, 2020).

La localitzacié de les isoformes d’HP1 pot variar segons la fase del cicle

cel-lular o I'estadi de desenvolupament en que es trobi la ceél-lula. En cel-lules en
interfase, HP1a es localitza majoritariament a heterocromatina, HP1p es troba tant
a heterocromatina com a eucromatina i HP1ly majoritariament a eucromatina
(Figura 116) (Mosch et al, 2004; Maison & Almouzni, 2004; Dyalinas et al, 2007;
Hayawaka et al, 2003). Pel que fa al patr6 de localitzaci6 d’'HPla, B i vy
especificament als focis 'HPC, aquests son ampliament coincidents pero no
completament. HP1la i B es troben enriquides a regions similars de I'HPC,
preferentment al voltant del centre dels foci tot i que la intensitat de la distribuci6
no és identica. HP1y mostra menor grau de correlacié amb les altres isoformes, i
presenta una distribucié més dispersa al foci (Dyalinas et al, 2007; Bosch-Presegué
et al, 2017). Durant la mitosi, una fraccié6 d’'HP1a, pero no d’'HP1f ni d’'HP1y, queda
retinguda a aquestes regions d'HPC, on intervé en funcions importants com en la
formacié del cinetocor. Mentre que la resta de proteines HP1 s’allibera de la
cromatina per permetre I'accés als factors necessaris per mediar la compactacié de
la cromatina a cromosomes i per mediar la correcta segregacié cromosomica.
La localitzaci6é cel-lular de les proteines d’'HP1 pot variar també en funci6 de la
presencia o absencia d’altres proteines importants per l'heterocromatina, per
exemple, la perdua de Suv39hl i Suv39h2 deslocalitza completament a les
proteines HP1 dels focis d’'HPC (Dyalinas et al, 2007; Hayawaka et al, 2003; Kwon
& Workman, 2011).

a-HPla

a-HP1p

a-HP1ly

Figura I16. Localitzaci6 de les isoformes d’'HP1 en cél-lules de ratoli. IF que mostra la
localitzaci6 endogena d’'HP1a, HP1p i HP1y endogenes a cél-lules MEF (Adaptat de Mosch et al,
2004).

Les proteines d’'HP1 es troben ampliament regulades per modificacions
postraduccionals incloent acetilacid, fosforilacid, metilaci6, ubiquitinitzacio i
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sumoilacio, de manera similar a les histones. Cada isoforma d’HP1 es troba
regulada per les seves propies modificacions postraduccionals, que es poden donar
a diferents llocs. Actualment, han estat identificats 35 residus susceptibles a patir
modificacions en HPla, 34 residus en HP1B i 37 en HP1ly (Figura 117). La
modificacié postraduccional més abundant i estudiada en les proteines HP1 és la
fosforilacié. Per exemple, la fosforilacié de quatre residus d’aminoacids (Ser11-
14) a la regio N-terminal d’'HP1a per la quinasa CKII (casein kinase II), té un paper
critic a la uni6 d’HP1la a H3K9me3 i a la seva localitzacié a heterocromatina
(Hirogami-Hamada et al, 2011). HP1p pot ser fosforilada a la Ser89 i a la Ser175
per CKII, pero aquesta fosforilacié sembla no afectar a la seva capacitat per unir-se
a la cromatina (Munari et al, 2014). Altre cas interessant és la fosforilaci6 de la
Ser87 d’HP1y per part de la quinasa PKA (protein kinase A), que defineix una
subpoblacié d’aquesta isoforma exclusivament a eucromatina (Fischle et al, 2005;
Lomberk et al, 2006; Kwon & Workman, 2011, Sales-Gil & Vagnarelli, 2020).

Acstylation @  Phosphorylation @  Ubiquitination @
Methylation © SUMOylation @  Citrullination @

HP1

LNDRY,
[

69 121 174 ik

Figura I17. Modificacions postraduccionals de les isoformes d’"HP1. Es mostren les posicions de
les principals modificacions postraduccionals que tenen lloc a HP1a, HP1B i HP1y. Acetilacié (blau),
metilacié (groc), fosforilacié (verd), sumoilacié (porpra), ubiquitinitzacié (vermell) i citrunilacié
(verd fosc). Es mostren algunes enzimes conegudes que catalitzen modificacions especifiques
(Sales-Gil & Vagnarelli, 2020).
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Les isoformes d’'HP1 sén capaces d’interaccionar amb una gran varietat de
proteines involucrades en una amplia varietat de funcions entre les quals es troben
la regulacié de la transcripcio, la reparaci6 de dany a ’ADN i la replicaci6 cel-lular.
Aquestes interaccions poden ser generals per les proteines d'HP1 o bé especifiques
d’isoforma on HP1q, B iy presenten el seu propi grup especific d'interactors. A més
a més, les interaccions poden dependre de les modificacions postraduccionals
particulars d’'HP1 (Taula [7). Per exemple, les tres isoformes d’HP1 interaccionen
amb H3K9me3 i amb Suv39h1, i aquestes interaccions es troben implicades en el
procés de formacié de I'heterocromatina. Com a altre exemple, també ha estat
descrita la interaccié especifica d'HP1a amb el supressor de tumors pRb (proteina
del retinoblastoma), que té un paper a la repressio de la transcripci6 (Singh et al,
2003; Lomberk et al, 2006; Cann et al, 2011; Siddiqui et al, 2011; Sales-Gil &
Vagnarelli, 2020; Kumar & Kono, 2020).

Protein Hp-1 variant Cromaiin
Transcriptional regulators or chromatin-madifying proteins
Histone HI HFI MND
Hiswzne H3 HPI, HP Mg, HP | M%R, HP | My cD
Methyl K9 Histone H3 Swit, HPI. HP L, HP IR, HP 1+ co
Histone H4 HPI, HP | #mgy Cs0
SUV3IEHI HFl, HPlx, HFIE, HP 1 CsD
Polycomb HP| Higy, HP | Hay CsD
Dnmit3a HP| Mo ND
Dnmic3b HPl o, HPIR MDD
Kap-1/THIR HP o, HPIR, HP |~ C5D
Rb HP| Hiy MDD
HITR HP | Mgy Linker
BRGI HP | Megy CsD
ATRx HP I Mg, HPIMmE CsDr
TAF, 130 HP| Higy, HP | Hay Cs0
Pl HP| Hisy CsD
RMA HP | Mgy, P | My Linker
DMA replication and repair proteins
CAF-1pl50 HPl o, HPIR Cs0
Ku70 HP| Ry, phosphoSB3- HP [Hiy CSD, Linker
QORCI-6 HPI CD, C5D
Orther chromosome-associated proteins
Psc3 Swif cD
INCEMP HP| Higy, HP | Hay Linker
Hsk | /CDCT Swit MDD
Ki-a7 HP | Moy, HP|Mmg, HP | My Cs0
SP100 HPI|Hig, HP IHS[, HP | Fay CsD
Muclear structure proteins
Muclear envelope HF | Mag, HP| M58, HE | Moy CcD
Lamin B receptor HPIHig, HPIHSE, HP 1y CsD
Lamin B HP| M=, cD
LAPZE HP| Mg cD
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Taula I7. Principals interactors de les isoformes d’'HP1. HP1 es refereix a HP1 de Drosophila;
HP1a, HP1B i HP1y es refereix tant a ratoli com a huma a no ser que s’especifiqui (Mm, ratoli o Hs,
huma); ND, no determinat (Lomberk et al, 2006).

Pel que fa a la funcionalitat de les proteines HP1, aquestes juguen un paper
important a l'estabilitat genomica a través de les seves funcions a diversos
processos com la formacié i estructura de l'heterocromatina, la regulacié de
I'expressio genica, la reparacié de ’ADN, la replicaci6 de 'ADN, la divisi6 cel-lular,
la diferenciacio cel-lular i el desenvolupament. Originalment, es considerava que el
paper de les isoformes d’'HP1 era bastant equivalent degut a la conservacié en la
seqiiencia aminoacidica, la seva similar localitzaci6 i la seva redundancia funcional
en alguns processos. Aquesta visié pero, va canviar degut al descobriment de que
cada isoforma era susceptibles de patir un conjunt de modificacions
postraduccionals especific, que cadascuna tenia els seus propis interactors, i que la
deleci6 de les isoformes en ratoli produia fenotips diferents. Actualment han estat
descrites un gran nombre de funcions d’HP1, tant a nivell global de les tres
isoformes, com a nivell especific d'isoforma (Taula 18) (Maison & Almouzni, 2004;
Aucott et al, 2008; Juarez-Vicente et al, 2016; Bosch-Presegué et al, 2017; Kumar &
Kono, 2020).

Establiment HP1pB Interaccié amb H3K9me3, i reclutament de
heterocromatina Suv420h2id’ADN metiltransferases
Manteniment telémers HP1y Interaccié amb TINZ i mantenimentdela
cohesid
Mantenimentregions HP1a,HP1y Interaccié amb Suv39h1 iestabilitzacio
pericéentriques d’aquesta
Respostaaestres HP1a Unié de 53BP1i RAD51 als DSB
HP1p Interaccié amb I’ADN danyat per irradiacié
HP1y Efecte inhibitori a la reparacié mitjan¢ant
recombinacié homologa
Replicacié del’ADN HP1a, HP1B Interaccié amb CAF-1i membresdela
maquinariade reparacid
Regulaciode la HP1y Interaccié amb I’ARN polimerasall
transcripcio
Tumorigenesi HP1a,HP1B,HP1ly  Efectesen I'estabilitat genomica

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

Les proteines HP1 tenen un paper important a 'establiment i propagacié de
I'heterocromatina mitjanant la seva interaccio especifica amb H3K9me3 i Suv39h1.
En aquest sentit, s’ha suggerit que HP1B 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 proteines HP1 actuen també com a
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molecules adaptadores que uneixen factors a I’heterocromatina com ara Suv420h2
o ADN metiltransferases (Taula I8) (Fucks et al, 2003; Hahn et al, 2013).

El manteniment de I'estructura de telomers també esta regulat per HP1. En
aquest sentit, HP1ly sembla tenir un paper en l'estabilitat dels telomers. S’ha
demostrat que en fase S, HP1y es localitza a telomers i interactua amb la proteina
amb funci6 telomerica TIN2 per tal de mantenir la cohesié d’aquests (Canudas et
al, 2011).

Estudis recents del nostre grup descriuen que HP1 regula Suv39hl,
especialment sota condicions d’estres genotoxic, per tal de mantenir la integritat
genomica. Sota condicions d’estres, principalment les isoformes HPla i HP1ly
interaccionen amb Suv39h1l. Aquesta interaccid evita la poliubiquitinitzacié per
part de la E3-ubiquitina ligasa MDM2 i com a conseqiiéncia, es produeix
'estabilitzacié de Suv39h1 i un augment del recanvi a I'HPC per tal d’assegurar el
manteniment d’H3K9me3 i I'estabilitat genomica (Raurell-Vila et al, 2017; Bosch-
Presegué et al, 2017).

Les isoformes d’HP1 també participen a la resposta a estres. Per exemple, la
deleci6o d’'HP1a afecta a la uni6é de 53BP1 i RAD51 als double strand-breaks inhibint
aixi la reparaci6 de I’ADN per recombinacié homologa. La fosforilacié d’'HP1p a la
Thr51 augmenta la seva mobilitat a '’ADN danyat per IR. HP1ly té un efecte
inhibitori a la reparacié del dany mitjancant recombinacié6 homologa (Taula 18)
(Ayoub et al, 2009; Baldeyron et al, 2011; Raurell-Vila et al, 2017).

HP1 juga un paper a la replicacié a la replicacié de I'’ADN, tant HP1a com
HP1B s’associen amb proteines implicades en aquest procés com el factor
d’assemblatge de la cromatina CAF-1 i diversos membres de la maquinaria de
replicacié. Aquesta associacié és molt important per la replicacié de la cromatina
pericentrica (Taula [8) (Moss & Wallrath, 2007; Kwon & Workman, 2011; Soria &
Almouzni, 2013).

Una altra de les funcions associades a HP1 és la regulacié transcripcional.
S’ha demostrat que HP1y col-localitza i interacciona amb I’ARN polimerasa Il
(ARNpolll) als dominis de cromatina actius, i es troba relacionada amb la regulacié
de I'expressio genica (Vakoc et al, 2005, Kwon & Workman, 2011).

Finalment, destacar que HP1 ha estat relacionada amb la tumorigenesi.
Alguns estudis descriuen que la reduccié dels nivells d’'HP1 s’associa amb la
progressio del cancer de mama degut al seu efecte en el manteniment de
'estabilitat genomica. Altres estudis pero, relacionen el increment de I'expressio6
d’HP1B i HP1y amb la incidéncia de cancer de prostata (Taula I8) (Dyalinas et al,
2008).

3.3. Suv420h2

Suv420h2 (Supressor of variegation 4-20 homolog 2) és una KMT de la
familia que contenen dominis SET, que es troba dins de la subfamilia SUV4-20.
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Suv420h2 es molt important per la di i trimetilaci6 d’'H4K20 en mamifers i té un
paper primordial a l'estructura de I’heterocromatina on es troba enriquida
principalment a les regions pericéntriques i a telomers. La unié estable de
Suv420h2 i d’'H4K20me3 a la cromatina és necessaria per al correcte assamblatge
d’'una estructura d’heterocromatina compacta i per la cohesi6é de les cromatides
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 proteina té un pes molecular d’entorn als 52kDa i esta formada per
un unic domini SET localitzat a la regié N-terminal, seguit d’'una regié postSET
d’unié 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 I'activitat metiltransferasa
a Suv42h2 (Figura 118) (Rea et al, 2000; Peters et al, 2001; Wu et al, 2013).

N-domain SET post-SET
SUVA420H2 — — |
1 102 212 249 462

Figura 118. Estructura i dominis de Suv420h2 en huma. Representacié esquematica de
I'estructura de Suv420h2 formada per un Unic domini SET localitzat la part N-terminal. Consta
també d’una regid postSET (Adaptat de Wu et al, 2013).

Suv420h2 té un paper essencial en el manteniment de I'estabilitat genomica
a través dels seu rol a la compactaci6 de I'heterocromatina, la replicacié de 'ADN i
la reparacié del dany (Schotta et al, 2008; Jorgensen et al, 2013). Pel que fa al
paper de Suv420h2 a I’estructura de I’heterocromatina, ha estat descrit que durant
el procés de formaci6 de I'HC a les regions telomeériques i a les regions
pericentriques, HP1 interacciona amb Suv420h2 i el recluta a la cromatina. Un cop
reclutat Suv420h2, aquest catalitzara la trimetilacié d’H4K20 que és necessaria per
la formacié 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 regulacio del cicle cel-lular, intervé al reclutament de les cohesines a través de
els seves interaccions amb multiples proteines i en la cohesié de les cromatides
germanes durant la mitosi. Ratolins deficients en Suv420 mostren reduccié de la
cohesio entre cromatides germanes i defectes en la segregacié cromosomica (Hahn
et al, 2013). També s’ha relacionat Suv420h2 amb la reparacié del dany a 'ADN. De
fet, ha estat descrit que els ratolins deficients en Suv420h presenten un augment
de sensibilitat davant 'estres i una reparacié defectuosa del dany a ’ADN (Schotta
et al, 2008). Estudis recents descriuen que Suv420h2 actua com a regulador
epigeneétic que promou la transicio epitelial-mesenquimatica en cancer pancreatic i
que es troba per tant implicat en el procés de metastasi (Viotti et al, 2018).
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4. FORMACIO DE L’'HPC

L’establiment d’heterocromatina a les regions pericentriques, té lloc a partir
d’'un conjunt d’activitats seqiiencials organitzadores de la cromatina que
estableixen modificacions d’histones especifiques i que porten al reclutament
d’efectors que median la compactacié i organitzacié de la cromatina (Grewal et al,
2007; Dambacher, 2013).

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, les regions pericéntriques no tenen
una gran conservacié de seqiiéncia, i no tenen caracteristiques geniques com
elements promotors que podrien indicar on s’ha de dur a terme la formacié
d’heterocromatina. A nivell de seqiieéncia, I'inica caracteristica conservada son els
motius repetitius de seqiieéncia. Aquestes repeticions son critiques per la formacio
de I'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 formaci6 de 'HPC comenca amb el reconeixement d’aquestes
sequiencies repetitives d’ADN, a les cel-lules de ratoli anomenades major satellites,
per part dels factors de transcripcié Pax3 i Pax9 (Figura 119). L’associaci6
d’ambdds factors de transcripcio a I’ADN és necessaria per reprimir la transcripcié
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 formacié d’'una regié hipoacetilada. Encara que avui dia no es sap
amb certesa quines séon les HDACs implicades, hi ha estudis que suggereixen un
paper de SirT1 al procés de desacetilacié de 'HPC, ja que cél-lules deficients en
SirT1 presenten alts nivells d'H4K16Ac i H3K9Ac a aquestes regions (Terranova et
al, 2005; Bartova et al, 2005, Dambacher et al, 2013). Al segiient punt, les
monometiltransferases d’histones catalitzen la deposici6 d'H3K9mel. Han estat
identificats tres enzims implicats en la monometilacié d’'H3K9 a aquestes regions,
G9a, GLP i SETDB], tot i que hi ha controversia sobre el grau de participacio de
cadascuna (Loyola et al, 2009; Shinkai & Tachibana, 2011; Rivera et al, 2015).
Llavors, els factors de transcripcié Pax3 i Pax9, juntament amb la desacetilacié
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 proteines HP1 reconeixen aquesta marca i s'uneixen. La
sumoilacié d’'HP1 i la seva associaci6 amb I’ARN estructural dels major satellites
podrien tenir un paper en direccionar HP1 a les regions pericéntriques, 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 Suv39hl que catalitzara més
H3K9me3 i aixi consecutivament actuant en cadena. Les proteines HP1 no només
promouen la propagaci6 de I'’heterocromatina si no també el reclutament de
complexos de proteines amb diverses activitats enzimatiques essencials per la
formacié d’aquesta entre els que es troba el remodelador de la cromatina
SMARCAD1. Es va suggerir que la isoforma HP1p actuava com a pont a les fibres de
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cromatina enriquides en H3K9me3 (Bannister, 2001; Lachner, 2001; Rowbotham
etal, 2011; Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016). Les isoformes d’'HP1
promouen també el reclutament de Suv420h2, que catalitzara la trimetilacio
d’H4K20 necessaria per la formacié d’una fibra de cromatina compacta. Cel-lules
deficients en Suv420h presenten defectes a la compactacié de la cromatina i a la
formacié del cromocentre (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). Suv420h2
juntament amb Suv39h1, sén crucials pel reclutament del complex de cohesines
per a tingui lloc la cohesi6 de les cromatides germanes i la correcta segregacio
cromosomica durant la mitosi (Dambacher et al, 2013).

Pax3 and Pax%
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Figura 119. Esquema del procés de formacié de I'HPC. Esquema de 'actuaci6 seqiiencial dels
diferents enzims i factors necessaris per a la formacié de I'heterocromatina constitutiva a les
regions pericéntriques 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, HP1a, HP1f3
i HP1y, es troben involucrades en una amplia varietat de processos incloent la
regulacié de I'’heterocromatina, la regulacié de I'expressié genica, la regulacié del
cicle cel-lular i la reparacio6 del dany a ’ADN. Al llarg del temps s’ha considerat el
paper de les isoformes d’'HP1 bastant equivalent degut a la forta redundancia
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funcional d’aquestes proteines, a la conservada seqiiéncia aminoacidica i a la seva
similar localitzaci6. Actualment pero, aquesta perspectiva ha canviat i, han estat
descrites multiples funcions especifiques 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 genomica,
pero el seu paper especific a I'estructura i organitzacié de I'HPC no esta clar.
Estudis del nostre grup han descrit rols especifics de les isoformes d’'HP1 a 'HPC,
on principalment les isoformes HPla i HP1ly interaccionen amb Suv39hl i
'estabilitzaven per mantenir l'integritat gendomica, especialment sota condicions
d’estres (Raurell-Vila et al, 2017; Bosch-Presegué et al, 2017). Pel que fa al patré
de distribucié de les tres isoformes d’'HP1 a I'HPC, HP1la i HP1B es troben
enriquides a regions similars, preferencialment al voltant del centre dels foci. Pero
la intensitat de la distribucié no és idéntica. HP1y mostra menor grau de correlacié
amb les altres isoformes, i presenta una distribucié més dispersa al foci (Figura
[20) (Dyalinas et al, 2007; Bosch-Presegué et al, 2017).
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Figura 120. Localitzacié d’'HP1a, B i y als focis d’"HPC. Histogrames 2D que mostren la intensitat
de la distribucié de les isoformes d’"HP1. Els colors representen la freqiiencia observada en escala
logaritmica, les linees negres mostren la regressié lineal de les dades. La comparaci6 de la intensitat
per parelles entre les isoformes indicades (a dalt) i la intensitat de cada isoforma d’HP1
representada enfront a la posicié radial s’indiquen amb un valor de 0 (centre del chromocentre) i
d’1 (periferia) (Bosch-Presegué et al, 2017).

Resultats previs del nostre grup relacionen la pérdua de la isoforma HP1a,
pero no d’'HP1B ni d’HP1y en MEFS, amb un significant enriquiment de les marques
associades a I'heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a ’'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 compactaci6 als
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focis d'HPC, de fet és necessaria per a que es doni el correcte assamblatge de les
fibres de cromatina (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015). La perdua de
cadascuna de les tres isoformes d’"HP1 produeix una suau disminucié d’'H3K9me3, i
un increment dels nivells de la marca associada a eucromatina H3K4me3 a ’'HPC,
confirmant d’aquesta manera que son redundants pel que fa a la deposicid
d’aquestes dues modificacions d’histona (Figura 121) (Bosch-Presegué et al, 2017).
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Figura I121. Relacio entre les isoformes d’HP1 i les modificacions postraduccionals d’histones
a ’'HPC. Grafics de la quantificacié de la intensitat de fluorescencia de H3K9me3 (A), H4K20me3
(B), H3K27me3 (C) i H3K4me3 (D) en MEFS WT, HP1a/-, HP1B-/- i HP1y"/- als focis de 'PCH per IF
(Bosch-Presegué et al, 2017).

Assaigs de compactaci6 de la cromatina per digesti6 amb nucleasa
microccocal relacionen la perdua d’'HP1a en MEFS, amb una significant disminuci6
de l'accessibilitat tant a nivell de focis d’'HPC com a nivell global de la cromatina,
indicant per tant un augment de la compatacid. Mentre que, la perdua d’'HP1B i en
menor mesura d’HP1y, indueix un suau increment de I'accessibilitat (Figura 122)
(Bosch-Presegué et al, 2017).
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Figura 122. Analisis in vitro de la compactacié de la cromatina en cél-lules WT i HP1 KO.
Imatge representativa de la digesti6 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 grafics mostren la quantificaci6 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'organitzacié de I'HPC, on HP1a es trobaria
relacionada de manera més intima amb les marques de I’heterocromatina
H3K27me3 i H4K20me3, i tindria un paper a la compactaci6 de la cromatina.
Encara no entenem completament el mecanisme d’acci6, les relacions funcionals
amb els enzims implicats en la deposicié d’aquestes marques ni la contribucio6 de
cadascuna de les isoformes a I'estructura de les regions d’'HPC. La primera linia
d’estudi del meu projecte s’ha centrat en aprofundir en el paper especific de les
isoformes d’HP1 a I’estructura de I'HPC.

6. MANTENIMENT DE L’HPC SOTA CONDICIONS D’ESTRES: PAPER
DE SIRT1

Un cop formades les regions d’"HPC, les cel-lules necessiten mantenir aquestes
regions especialment sota condicions d’estres per assegurar I’estabilitat genomica,
ja que I'acumulaci6 d’alteracions al genoma és un factor clau al desenvolupament
de tumorigenesi i envelliment. De manera que les cel-lules han desenvolupat
mecanismes de resposta a l'estres per tal d’assegurar l'estabilitat genomica i la
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supervivencia cel-lular (Papamichos-Chronaki & Peterson, 2013; Bosch-Presegué
& Vaquero, 2014).

Durant els ultims 20 anys, les sirtuines han emergit com a factors clau en el
manteniment de la integritat genomica. Poden actuar com a sensors de
determinades formes d’estres, com 'estres oxidatiu, metabolic i genotoxic ja que
detecten canvis en la proporci6 de NAD+/NADH i coordinar respostes cel-lulars
per fer-li front. La funcié basica de les sirtuines és promoure la comunicacio6 entre
I'ambient i la ceél-lula per adaptar-se a estres oxidatiu, metabolic i genotoxic a
través de la regulaci6 tant a nivell d’estabilitat genomica com d’adaptacio6
metabolica. A més també participen al sistema endocri, promovent la comunicaci6
entre cel-lules a nivell sistémic. Les sirtuines controlen principalment I'estabilitat
genomica mitjancant quatre mecanismes generals: el primer, la regulacié de
I'estructura de I'’heterocromatina facultativa i constitutiva, que és el tema en que
ens centrarem; el segon, el control de la progressio del cicle cel-lular; el tercer, la
seva participacid en la senyalitzacié del dany a 'ADN i en reparacio; i el quart, la
regulacié de funcions mitocondrials, al qual participen de manera més indirecta
(Figura 123) (Guarente & Picard, 2005; Papamichos-Chronaki & Peterson, 2013;
Bosch-Presegué & Vaquero, 2014).
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Figura I123. Sirtuines i mecanismes d’estabilitat genomica en condicions d’estres. Les sirtuines
participen en multiples mecanismes per mantenir I'estabilitat genomica sota condicions d’estrés: 1.
Regulacié de I'estructura de la cromatina i dels nivells d’expressio; 2. Control del cicle cel-lular; 3.
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Reparaci6 de I'’ADN; 4. Funcions mitocondrials que promouen proteccié genomica. Es representen
els principals nivells regulatoris de cada mecanisme (Bosch-Presegué & Vaquero, 2014).

6.1. Estructura, regulacio i funcions de SirT1

SirT1 és la sirtuina millor descrita, interacciona amb una amplia varietat de
factors i es troba implicada en una gran diversitat de vies cel-lulars importants
(Davenport et al, 2014).

SirT1 esta codificada al cromosoma 10 tant en huma com en ratoli, i és una
proteina gran d’'un pes molecular entorn als 110kDa, que esta formada per: un
domini catalitic central dependent de NAD* que es troba conservat a la resta de
sirtuines, i dues extensions N-terminal i C-terminal que serveixen com a
plataformes per interaccionar amb altres proteines reguladores i substrats. Tot i
ser una proteina nuclear, conté dos senyals de localitzacié nuclear (NLS) i dos
senyals d’exportacié nuclear (NES). I el balan¢ d’aquestes senyals determinara la
seva localitzacio que tot i ser majoritariament nuclear, pot trobar-se a citoplasma
segons el tipus cel-lular i les etapes del desenvolupament (Figura 124) (Guarente &
Picard, 2005; Tanno et al, 2007; Cant6 & Auwers, 2012; Davenport et al, 2014).
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Figura I124. Dominis i senyals de localitzacié de SirT1 en huma. Representacié esquematica de
I'estructura de SirT1 on s’indica la posicié del domini catalitic central conservat a les sirtuines
Sirtuin homology domain, i les posicions de les dues senyals NLS i de les dues senyals NES (Adaptat
de Cant6 & Auwerx, 2012).

SirT1 es troba involucrada a una amplia varietat de processos per tal de
mantenir la integritat gendmica sota condicions d’estres. Els principals processos
es poden dividir en la regulacié de l'estructura de la cromatina, el control de la
progressio del cicle cel-lular, la reparaci6 de d’ADN i la regulacié6 de funcions
mitocondrials, tot i que sén molts altres els processos en els que es troba
involucrada la sirtuina 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
formacié de I'heterocromatina facultativa i al manteniment de I'’heterocromatina
constitutiva (Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). Respecte al seu paper a la
formaci6 de I'HF, en condicions d’estres, 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 compactacié de la cromatina. Aquests efectes s’acompanyen de la
propagacid de les marques de les regions d’heterocromatina com serien H3K9me3
i H4K20mel, i d’'una disminucié dels nivells de la marca de cromatina activa
H3K79me3. SirT1 promou I'spreading de H3K9me3 a través de Suv39hl, SirT1
interacciona directament amb Suv39h1l i el desacetila a la K226 del seu domini
catalitic SET, promovent un augment de l'activitat de Suv39h1, que trimetilara
H3K9 a aquestes regions. H3K9me3 a la seva vegada reclutara HP1, i es
desencadenara la propagaci6 d’heterocromatina que resultara en la formacié de la
fibra de cromatina compacta (Figura [25) (Vaquero et al, 2004; Vaquero et al,
2007; Vaquero, 2009; Bosch-Presegué & Vaquero, 2014). SirT1, través de la
formacié d'HF, ajuda a regular I'expressié en resposta a l'estres de nombrosos
factors de transcripcio entre els quals es troben NF-kB, p53, HIF-1a, E2F1, FOXOs, i
HSF1 (Luo et al, 2001; Muth et al, 2001; Fulco et al, 2003; Takata et al, 2003). I
promou el silenciament epigenetic de les dianes regulades per aquests factors en
col-laboraci6 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 formaci6 d’HF induida per SirT1 sota
condicions d’estres en gens ribosomals. D’aquesta manera es produeix la repressié
de l'expressié d’aquests gens ribosomals i disminueix la produccié cel-lular de
proteines per tal de mantenir la integritat genomica (Imai et al, 2000; Murayama et

al, 2008).
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Figura I125. Model de la formaci6é d’'HF mediada per SirT1. Esquema del procés de propagacio6 de
I'HF iniciada pel reclutament de SirT1 per factors de transcripci6, seguit de la desacetilacié
d’histones per part de SirT1 i el reclutament d’'H1 i de Suv39h1. Suv39h1 promoura la trimetilacié
d’H3K9, que a la seva vegada sera reconegut per HP1 desencadenant d’aquesta manera la
propagacio6 de 'heterocromatina (Vaquero, 2009).

Respecte al seu paper en el manteniment de I'HC, SirT1 es troba implicada
tant en el manteniment de 'heterocromatina constitutiva telomerica com de la
pericentrica (Peters et al, 2001; Garcia-Cao et al, 2004; Vaquero et al, 2007; Bosch-
Presegué & Vaquero, 2014). El paper de SirT1 al manteniment dels telomers en
mamifer encara roman subjecte a controversies: d’'una banda, hi ha evidencies que
suggereixen que SirT1 inhibeix I'activitat de la telomerasa a través del seu paper a
la regulacio de l'estabilitat de la subunitat catalitica TERT (Narala et al, 2008).
D’altra banda, la delecié de SirT1 es tradueix en un increment de la inestabilitat
genomica i de les aberracions telomeériques suggerint un paper estabilitzador de
I’heterocromatina telomerica (Harley el al, 1990; El ramy et al, 2009). El paper de
SirT1 en les manteniment de les regions pericentriques esta ben definit i el
comentarem amb detall al segiient apartat.

A nivell de control de la progressi6 del cicle cel-lular, ha estat descrit que
SirT1 actua a diferents nivells. D’'una banda, SirT1 regula les proteines Rb
(retinoblastoma) i E2F1, que es troben relacionades amb aquesta transici6 de fase
G1 a fase S i d’aquesta manera indueix la progressié del cicle cel-lular. SirT1
desacetila també Rb, cosa que promou la fosforilaciéo d’aquest i la proliferacié
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 desacetilaci6 de FOX03 i FOX04
(Furukawa-Hibi et al, 2005; Bosch-Presegué & Vaquero, 2011).

SirT1 també intervé a la reparacié de dany a ’ADN, tant de SSB (single-strand
break) com de DSB (doble-strand break). SirT1 és reclutat als llocs de I’ADN on s’ha
produit dany, i modula I'expressi6 de gens que intervenen en el procés de
reparaci6 de 'ADN. Com a exemple, SirT1 desacetila la proteina Ku70, que esta
involucrada en la via de reparaci6 de NHE] promovent la reparacié dels DSB de
I’ADN (Wang et al, 2007). SirT1 també modula la senyalitzacié dels DSB a través de
la formacié de y-H2A.X, BRCA1, Rad51 i NBS1 sota y-irradiaci6 per que pugui
activar-se la maquinaria de reparacié (Yuan & Seto, 2007; Yuan et al, 2007). I
participa en la reparaci6 de SSB a través de la via de reparacié NER (reparaci6 per
excissié de nucleotids) induits per radiacié 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 homeostasi de lipids
i la sensibilitat a la insulina (Boutant & Canté, 2014). Alguns d’aquests beneficis
son deguts, en part, a que SirT1 regula l'activitat de factors de transcripcio i
reguladors clau a través de la desacetilaci6 d’aquests, entre els quals es troben
LKB1 (Lan et al, 2008), AceCS1 (Hallows et al, 2006), FOXO1 (Frescas et al, 2005) i
PPARa (Picard et al, 2004). La rellevancia de SirT1 a aquest nivell va més enlla ja
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que també participa directament a la senyalitzacié endocrina, com per exemple a la
via IGF (insulin like growth factor) (Lemieux et al, 2005).

Entre els mecanismes moleculars que regulen l'activitat biologica de SirT1 es
troben els relacionats amb el control de I'expressié génica. L’expressio de SirT1
generalment és més elevada en situacions d’estres, i esta controlada per
nombrosos factors de transcripcié implicats a la regulacié del cicle cel-lular i
apoptosis, entre d’altres (Milner, 2009; Rajendran et al, 2011; Cant6 & Auwers,
2012). Per exemple, el factor de transcripcié E2F1, el qual indueix la progressié del
cicle cel-lular de fase Gi a fase S, s’'uneix directament al promotor de SirT1 i
incrementa la seva expressid. A la seva vegada, I'activitat de desacetilaci6 de SirT1
inhibeix l'activitat transcripcional d’E2F1 (Wang et al, 2006; Rajendran et al,
2011). Com a altre exemple, I'associacio dels repressors transcripcionals CtBP i
HIT1, que es produeix en resposta a canvis metabolics, promouen una reducci6 de
CtBP al promotor de SirT1 i la derepressio de la seva expressio genica (Kumar et al,
2002). Un altre cas interessant és, sota condicions de privaci6 de nutrients, quan el
factor de transcripcié FOX03a forma un complex amb el supressor tumoral p53,
que s’uneix directament al promotor de SirT1 augmentant aixi la seva expressio
(Nemoto et al, 2004; Cant6é & Auwers, 2012).

Una altre manera de regular l'activitat biologica de SirT1 és a través del
control de la seva activitat catalitica, que es pot donar mitjancant 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 regulacié de l'estabilitat de la proteina. Ambdues so6n reguladors clau de
funcions biologiques com la progressio del cicle cel-lular i la supervivencia (Ford et
al, 2008; Zschoerning & Mahlknecht, 2009). Multiples residus conservats
susceptibles de fosforilaci6 han estat identificats en SirT1 els quals sén 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
fosforilaci6 de tirosina DYRK1A i DYRK3, que juguen papers importants al
creixement corporal i a la fisiologia cerebral, promouen la supervivencia cel-lular
mitjancant la fosforilacié de SirT1 que augmenta l'activitat catalitica d’aquesta
(Guo et al, 2008). Altre exemple seria el cas de la sumoilaci6 de SirT1, que ha estat
demostrat que indueix un augment de las seva activitat desacetilasa. L'exposicid a
diversos tipus d’estres, com la irradiacié UV o el peroxid d’hidrogen, resulten en la
sumoilacié de SirT1 mediada per la desumoilasa SENP1 (sentrin-specific protease
1) i en la inactivacié de la seva activitat desacetilasa. Com a conseqiiéncia es
promou l'apoptosi cel-lular (Rajendran et al, 2011). No només es pot controlar
l'activitat catalitica de SirT1 a partir de modificacions postraduccionals, si no que
I'associaci6 de SirT1 amb diferents complexos proteics també pot induir a un
increment o a una disminuci6 de la seva activitat. Com a exemple d’inhibicio, la
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proteina DBC1 (deleted in breast cancer-1) forma un complex estable amb el
domini catalitic de SirT1 i inhibeix l'activitat de SirT1 (Milner, 2009). D’altra
banda, l'associaci6 de SirT1 amb AROS (active regulator of SirT1) augmenta
'activitat catalitica de SirT1(Milner, 2009). Finalment, I’activitat catalitica de SirT1
pot ser regulada per la disponibilitat de NAD+* a les cel-lules, ja que son enzims que
requereixen NAD* per realitzar les seves funcions. De manera que, la privacié de
glucosa i canvis en el metabolisme associats a la restriccié calorica alteren la
proporcié de NAD*/NADH incrementant l'activitat de SirT1 (Cant6 & Auwery,
2012).

6.2. Paper de SirT1 en el manteniment de I'HPC

El manteniment de I'HPC és crucial per la preservaci6 de l'estabilitat
genomica, especialment sota condicions d’estrés. Alteracions de I'estructura de
I'HPC es relacionen amb defectes en la segregacié cromosomica, amb aberracions
cromosomiques, i amb inestabilitat genomica, que a ultima instancia poden portar
al desenvolupament de cancer (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
I'estructura de I'HPC a través de Suv39hl. Sota condicions d’estrés oxidatiu i
metabolic, les cel-lules activen el programa de resposta a I'estrés i s’'incrementen
els nivells de SirT1. SirT1 interacciona per la seva regié N-terminal amb la regié N-
terminal i el chromodomain de Suv39hl. Aquesta interacci6 evita Ila
poliubiquitinitzacié de la K87 del chromodomain de Suv39h1 per part dMDM?2,
una E3-ubiquitina ligasa, prevenint aixi la seva degradaci6 proteosomica. Com a
conseqiiencia, es produeix l'estabilitzacié de Suv39h1, un increment considerable
de la vida mitjana i un augment dels nivells de la proteina. Aquest increment de la
disponibilitat de Suv39h1 en el nucli, s’associa amb un augment del recanvi i de la
mobilitat de Suv39h1l a I'HPC, assegurant el manteniment d’H3K9me3 i
augmentant aixi la proteccié genomica a aquestes regions d’PCH (Figura 126)
(Vaquero et al, 2007; Vaquero, 2009; Bosch-Presegué et al, 2011; Bosch-Presegué
& Vaquero, 2014).
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Figura 126. Model del manteniment de ’'HPC mediat per SirT1. Esquema dels dominis de SirT1 i
Suv39h1 que interactuen, i de la funcionalitat de SirT1 sota condicions d’estrés en el manteniment
de les regions d’'HPC per tal de preservar l'estabilitat genomica (Adaptat de Bosch-Presegué et al,
2011).

D’aquesta manera, la pérdua de SirT1 a cel-lules embrionaries de ratoli
(MEFs) es relaciona amb nivells més baixos de Suv39h1, amb una deslocalitzaci
d’H3K9me3 a les regions d'HPC, i degut a que la marca H3K9me3 recluta HP1 a
I’'HPC, també es relaciona amb la deslocalitzaci6 d’'HP1 a aquestes regions (Figura
[27). Com a conseqliencia d’aquests esdeveniments, en les MEFs SirT1-/- es
produeix una condensacié cromosomica reduida, inestabilitat genomica, defectes
en la segregaci6 cromosomica i aneuploidies (Vaquero et al, 2007; Wang et al,
2008; Bosch-Presegué et al, 2011).
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Figura I27. Alteracié de I'organitzacié de ’'HPC en MEFS de SirT1-/-. A. Comparacié per IF de la
localitzaci6 d’'H3K9me3 i d’'HP1a en MEFs SirT1-/- i WT; B. IF de tubulina que mostra cromosomes

incomplets i desigual segregacié mitotica en MEFs de SirT17/- en comparacié amb les cél-lules WT
(Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2008).

6.3. Estructura, regulacioé i funcions de PARP-1

PARP-1 és el membre fundador de la familia de proteines PARP (poly (ADP-
ribose) polymerases), i ha sigut el més estudiat. Aquesta familia es troba molt
conservada evolutivament en eucariotes i actualment, han estat descrit 17
membres en mamifer. La proteines PARP es troben implicades a la reparacié dels
trencaments de cadena de I’ADN (DNA-strand breaks) i al control de I'estructura i
la integritat de la cromatina en resposta al dany a I’ADN, per tal de mantenir
'estabilitat genomica. De manera que en resposta a DNA-strand breaks, les
proteines PARP catalitzen la unié covalent de multiples ADP-ribosa al grup y-
carboxil de residus Glu de la proteina acceptora, utilitzant com a cofactor NAD*. El
polimer resultant consisteix en un polianio 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 I’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 proteina nuclear que té un pes molecular d’'uns 116 kDa. Esta
formada per tres dominis: el domini N-terminal, que és el domini d’'uni6 a ’ADN; el
domini central, que és el domini d’automodificacio; i el domini C-terminal, que és el
domini catalitic (Figura 128) (Schneider et al, 2006).
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Figura 128. Estructura i dominis de PARP-1 en mamifer. Representacié6 esquematica de
I'estructura de PARP-1 on s’indica la posicié dels seus tres dominis, el domini d'unié a I’ADN, el
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domini d’automodificaci6 i el domini PARP. Es mostra també la posici6 de diferents moduls com el
modul WGR, NLS, BRCT i els dits de Zn (Schreider et al, 2006).

El domini d’'unié a ’ADN, es caracteritza per la preséncia de dos dits de zinc i d'una
senyal de localitzacié nuclear (NLS). Els dos dits de zinc formen I'anomenat motiu
de detecci6 de trencaments d’ADN (DNA-break-sensing motif), que juga un paper
crucial en el reconeixement dels trencaments de I’ADN. La interacci6 de PARP-1
amb I'’ADN danyat és necessaria per a que tingui lloc el plegament del domini
catalitic i per l'activaci6 de la seva activitat enzimatica de poli(ADP)ribosilacié
(Rouleau et al, 2004Schneider et al, 2006; Alemasova & Lavrik, 2019). El domini
d’automodificaci6, conté un modul BRCT que esta involucrat a la mediacié de les
interaccions de PARP-1 amb multiples proteines. Aquest domini es troba també en
nombroses proteines involucrades en la resposta al dany a I’ADN i als checkpoints
del cicle cel-lular. L’automodificacié6 de PARP-1 pot regular tant les interaccions
entre PARP-1 i 'ADN com de PARP-1 i proteines, de manera que es podria
considerar com un domini regulador (Quénet et al, 2009; Alemasova & Lavrik,
2019). El domini catalitic és un domini molt conservat a la familia de proteines
PARP i es troba a tots els membres que en formen part. Aquest domini és el
responsable de dur a terme la reaccié de poli(ADP)ribosilaci6 a les proteines 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 reparacié del dany a I’ADN, la regulaci6 de la longitud dels telomers, la
regulacio dels centromers i formacié del fus mitotic, la regulacié de la transcripcid i
el metabolisme energetic (Taula 19) (Rouleau et al, 2004; Schneider et al, 2006).

Detecci6 de SSBs, reclutamentde XRCC11i dels enzims

Reparaci6 de'ADN dereparacié del dany
Regulacio de telomers ADP-ribosilacié detelomersi estabilitzacio

Interaccié amb CENP-A, CENP-B i Bub3, estabilitzacid

Regulacio de centromers .o . L, s
U de cromatides i formaci6 del fus mitotic

Regulacio de la transcripcio  Regulacio del complex de pre-iniciacio de’ARN pol II
Metabolisme energétic Interaccié amb PPARy, FOXO01iER

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 I'organitzacié espacial i temporal de la reparacié del
dany a 'ADN. Es un sensor de DNA-strand breaks i al unir-se a aquests la seva
activitat catalitica pot incrementar-se fins a 500 vegades. Un cop PARP-1 detecta
SSBs (single-strand-DNA breaks), la sintesi de poli(ADP)ribosa a I’ADN danyat
porta al reclutament immediat de la proteina plataforma de reparaci6 dels SSBs
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(SSBR) anomenada XRCC1 i a la relaxaci6é de la fibra de cromatina a través de la
poli(ADP)ribosilacié de les cues de les histones H1 i H2B. D’aquesta manera es
facilita la uni6 a I’ADN danyat dels enzims implicats en la reparacié que interactuen
amb XRCC1 (Taula 19) (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. Aixi
doncs, PARP-1 esta involucrat a la regulacié de la longitud dels telomers. Ha estat
descrit que tant PARP-1 es localitza a telomers i que la poli(ADP)ribosilacié a
aquestes regions ajuda a mantenir ’ADN telomeric. A més a més, s’ha trobat una
seqiencia d'unié a poli(ADP)ribosa dins del domini catalitic de TERT, el
component enzimatic de la telomerasa responsable de I'’elongaci6 dels telomers.
S’ha especulat que PARP-1 podria unir-se i regular la seva activitat enzimatica, tot i
que encara no ha estat comprovat (Taula 19) (Pleschke et al, 2000; Cook et al,
2002; Chan & Blackburn, 2002). A més, PARP-1 també intervé en la regulacio dels
centromers. Ha estat localitzat a centromers, on interacciona amb les proteines
centromeriques CENP-A, CENP-B i Bub3. Aquestes proteines centromeriques sén
poli(ADP)ribosilades per PARP-1 durant la inducci6é de dany a ’ADN per irradiacio6
i ha estat descrit que promouen a una disminucié dels trencaments de cromatides
centromeriques. No només aixo, tant PARP-1 com PARP-2 sén requerits per
I'organitzacié del cinetocor i per la formacié del fus mitotic durant la divisio
cel-lular (Rouleau et al, 2004; Schneider et al, 2006; Saxena et al, 2002; Saxena et
al, 2012). PARP-1 es distribueix ampliament no només pels centromers si no
també per les regions pericentriques, i s’ha especulat que podria ajudar a mantenir
I'estructura d’aquestes regions a través de les seves interaccions amb altres
proteines (Taula 19) (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 proteines reguladores. Pel que fa a la regulacié de l'activitat
de PARP-1 per interaccié amb proteines reguladores, han estat descrits multiples
casos. Per exemple, la interaccié de la variant d’histona macroH2A1.1 amb PARP-1
produeix una disminucié de la seva activitat catalitica com a mecanisme de
regulacio de la transcripcio6 del gen Hsp70.1 i per al silenciament del cromosoma X
inactiu (Ouararhni, 2006; Nusinow et al, 2007). La interacci6 del supressor
tumoral p53 amb PARP-1 estimula l'activitat de PARP-1 i aquesta activacio es
troba relacionada amb la regulacié de Cdck per I'arrest del cicle cel-lular (Masutani
et al, 1999). Altre exemple és el cas de la interaccié de la proteina XPA, important
en la reparacio de dany a ’ADN a través de la via NER (nucleotide excision repair), i
PARP-1 que incrementa I'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 enzimatica de PARP-1, incloses la mono(ADP)ribosilacié, la
fosforilacid, la metilacié i l'acetilacié. La metilaci6 de PARP-1 al seu residu K508
per SET7/9, estimula la seva activitat catalitica. Aquest residu es troba situat al
domini d’automodificaci6 i la seva modificaci6 pot estabilitat aquest domini
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catalitic i estimular l'activitat d’auto(ADP)ribosilacié (Alemasova & Lavrik, 2019).
Altre exemple d’interes és el cas de la regulacié de PARP-1 per la quinasa ERK2,
que fosforila PARP-1 i I'activa de manera independent de la unié a I’ADN (Cohen-
Armon, 2007).

6.4. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en el
manteniment de I'HPC

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, SirT1 té un paper important en el
manteniment de I'HPC sota condicions d’estrées. La perdua de SirT1 en MEFS afecta
de manera dependent de Suv39h1 a la localitzaci6 d’'H3K9me3 als focis d’"HPC, i
aix0 elimina també la localitzaci6 d’'HP1 a aquests focis. Aquests fenomens
condueixen a una alteracié de l'organitzacio de 'HPC i a defectes cromosomics
(Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2007).

Ha estat descrit un antagonisme funcional entre les proteines SirT1 i PARP-1
en el control del manteniment de 'HPC. Aquests estudis mostren que, la pérdua de
SirT1 en MEFS produeix una localitzaci6 anormal d’ H3K9me3 als focis de I'HPC
(Figura 129A), i la localitzaci6 d'HP1 també es veu alterada als focis
d’heterocromatina (Figura [29B), consistent amb les dades publicades.
Curiosament, l’addicional perdua de PARP-1 en un allel o en ambdoés
sorprenentment rescata la localitzacié6 d’'H3K9me3 (Figura 129A) i d’"HP1 (Figura
[29B) observada a les cel-lules WT(El ramy et al, 2009).

A Parp-1**:SirT1*"* Parp-1*"*.SirT1"" Parp-1*".SirT1" Parp-1".SirT1™"

B Parp-1++:SirT1** Parp-1**:SirT1*Parp-1**:SirT1"* Parp-1":SirT1"
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Figura 129. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en 'organitzacié de 'HPC. Imatges
representatives de la distribucié (A) d’'H3K9me3 i (B) d’'HP1a per IF en MEFs PARP-1+/+, SirT1+/+;
PARP-1+/+, SirT1-/-; PARP-1+/-, SirT1-/~; i PARP-1-/-, SirT1-/- (El ramy et al, 2009).

En linia amb aquestes observacions, la perdua de SirT1 correlaciona amb una
major incidencia de figures mitotiques anormals mostrant configuracions de
metafases aberrants. Pero, I'addicional delecié de PARP-1 en un al-lel o en ambdos,
rescata el fenotip mitotic normal (Figura 130) (El ramy et al, 2009).
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Figura I30. Antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 en la regulacié de la divisié mitotica.
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 I'HPC. Pero tot i haver-se descrit aquesta relaci6
funcional, encara no es coneix el mecanisme d’accié ni les relacions funcionals
entre els factors implicats. En funci6 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 regulacio per part d’aquestes dues proteines respecte Suv39h1, degut a I'efecte
de SirT1 dependent de Suv39h1 a les regions HPC. La segona linia 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. LIMITACIO DE L’EUCROMATINA I L’'HETEROCROMATINA PER
LES REGIONS FLANQUEJANTS

A la deécada 1950, va ser postulada l'existencia 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 propagacié de '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 limit per evitar que l'heterocromatina repressiva es
propagui al domini vei. La segona, permetre la formaci6 de bucles tridimensionals
de les regions genomiques al promoure contactes entre insulators, per tal de
d’organitzar la cromatina en globuls fractals. I la tercera, bloquejar la funcié dels
enhancers (potenciadors de la transcripcié genica) 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
I'acci6 dels enhancers (Herold et al, 2012; Wang et al, 2014; Kim et al, 2015;
Arzate-Mejia, 2018).

Les primeres seqiiencies identificades com a flanquejants va ser les
sequiencies 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 B-
globulina (Chung et al, 1993). Aquestes seqliéncies flanquejants tenen com a
caracteristiques comunes que sén seqiiencies nucleotidiques curtes i que
presenten el cor invariable CCnnnnGnnGGC (Ohlson et al, 2010; Herold et al, 2012,
Kim et al, 2015).

A aquestes seqiiencies s’'uneixen factors associats als boundary elements,
que intervenen en la funcié aillant d’aquestes regions. La primera proteina
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 especies eucariotes on actua com a regulador principal de I'arquitectura
de la cromatina, definint els limits entre '’eucromatina i ’heterocromatina. CTCF
s'uneix a les regions flanquejants i s’associa amb la lamina 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 son 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 depleci6 de nucleosomes que podria estar regulada per la
maquinaria de remodelacié 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 [31) (Ohlson et al, 2010;
Herold et al, 2012; Bastiaan & Laat, 2013).
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Figura I31. Caracteristiques dels boundary elements. Els boundary elements o CTCF elements
s’associen amb caracteristiques especifiques de la cromatina com: la deplecié del nucleosomes;
marques de cromatina activa com seria la metilacié d’"H3K4; la incorporacié de variants d’histones
com H2AZ; i 'augment de cohesines. Aquests boundary elements es troben entre dominis amb
patrons de modificacions contraries corresponents a estats de transcripcié oposats (Herold et al,
2012).

CTCF, el mestre regulador de I'arquitectura tridimensional de la cromatina,
és una proteina nuclear gran d’aproximadament 130kDa. Aquesta proteina esta
formada per tres dominis: el domini N-terminal, el domini C-terminal i el domini
central que conté 11 dits de zinc (Figura 132) (Kim et al, 2015; Yin et al, 2017,
Arzate-Mejia et al, 2018).

DMA-binding domain

C-terminal domain

N-terminal domain

Figura I32. Estructura i dominis de CTCF. Representacié esquematica dels dominis N-terminal, el
domini C-terminal i el domini central que conté 11 dits de Zn (Arzate-Mejia et al, 2018).
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Els 11 dits de zinc del domini central cooperen entre ells i sén els responsables de
la uni6 de CTCF a 'ADN. Aquests es troben altament conservats degut a la seva
importancia i confereixen a CTCF la capacitat d’unir-se a 55.000-75.000 seqiiéncies
flanquejants al genoma de mamifers, de les quals un 50% formen part de regions
intergeéniques, un 35% de regions intragéniques 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 seqiiencia ja que li confereixen flexibilitat, dinamica d’estructura i
adaptabilitat. Tots tres dominis de CTCF poden interactuar amb una gran varietat
de proteines estructurals, de remodeladors de la cromatina, i factors de
transcripcio, i també amb ARN, i son susceptibles de patir modificacions
postraduccionals que poden modular la interaccié de CTCF amb I’ADN, amb I’ARN
o amb altres proteines (Ohlson et al, 2010; Kim et al, 2015; Yin et al, 2017; Arzate-
Mejia et al, 2018).

La variant d’histona H2A.Z és molt abundant a les regions flanquejants i
també intervé en la formacié dels limits cromatinics. Ha estat descrit que H2A.Z
(HTZ1 a llevat) es troba enriquida a regions d’eucromatina i que actua
sinergicament amb les regions flanquejants per prevenir la propagacio ectopica de
I’heterocromatina en Saccharomyces. De manera que, s’ha vist que es produeix la
propagacié ectopica dels patrons de modificacié d’histones associades a
I'heterocromatina en cel-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 uni6 de CTCF a aquestes regions en ESC de ratoli. Els
resultats d’aquest estudi mostren que H2A.Z esta enriquit als nucleosomes
desembolicats en comparaci6é amb els nucleosomes canonics, i que podria tenir un
paper en la regulacié genica i en la regulacié de la uni6 de CTCF mitjangant la
modulacié dels estats de desenrotllament dels nucleosomes (Wen et al, 2020).

8. IMPORTANCIA DE L’ESTABILITAT GENOMICA

El manteniment de les regions d’HPC és de vital importancia especialment
sota condicions d’estres oxidatiu, genotoxic o metabolic. Aquestes formes d’estres
poden alterar l'estructura i el grau de compactacié de les regions d’HPC. I
conseqiientment amb aquesta relaxacié de la cromatina, es produeix la induccié de
la transcripcié dels major satellites (Jolly et al, 2004; Rizzi et al, 2004; Bouzinba-
Segal et al, 2006, Hall et al, 2012). Mentre que a les cel-lules sense estres es troben
nivells basals de transcrits de major satellites, 'acumulacié d’aquests transcrits
porta a defectes mitotics com malformacions del fus mitotic, pérdua de cohesi6
entre cromatides germanes, aberracions cromosomiques, defectes a la segregacio
dels cromosomes i aneuploidies (Bouzinba-Segal et al, 2006; Hall et al, 2012).
L’alteraci6 del grau de compactacié de les regions d’HPC juntament amb
I'expressio de major satellites, produeixen 'acumulaci6 d’alteracions cel-lulars que
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porten a inestabilitat gendomica, un factor clau en el desenvolupament de moltes
patologies humanes com el cancer, les malalties neurodegeneratives, els trastorns
cardiovasculars i els trastorns endocrins, entre d’altres. A més a més, la
inestabilitat genomica 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 sindrome ICF1
(type 1 imunodeficiency, centromeric region instability, facial anomalies) és una
malaltia que encaixa en l'escenari de defectes relacionats amb I'HPC. Aquesta
patologia és una malaltia que es manifesta com a autosomica recessiva i es
caracteritza per immunodeficiencia severa, anomalies craniofacials i inestabilitat
genomica. El sindrome ICF1 esta causa per mutacions a DNMT3B, responsable de
I’hipometilaci6 de satellites 11 i IIl 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 cancer de prostata. La baixada de
KDM?2 resulta en la perdua d’HP1 a les regions d’HPC, i en una induccié de la
transcripcié de major satellites tant en cél-lules humanes com de ratoli. Es més,
I'expressi6 de KDM2A a cancer de prostata, és inversament proporcional al grau
de severitat i pronostic (Frescas et al, 2008; lotti et al, 2011; Ting et a, 2011).

BRCA1 (breast cancer 1) és una proteina que es troba mutada a determinats
tipus de cancer de mama i d’ovari hereditaris. Recentment ha estat descobert que,
BRCA1 participa en el manteniment de les regions pericéntriques i
centromeriques. Quan es deleciona BRCA1, es produeix un increment global tant
de major satellites com de minor satellites en cel-lules de ratoli, i d’alfa satellites en
cél-lules humanes. I aquest increment es relaciona amb defectes del fus mitotic i
amb trencaments de I’ADN de cadena doble (Zhu et al, 2011; Ting et al, 2011; Hall
etal, 2012).

Com a altre cas, la metilaciéo dels satellites es troba relacionada amb
'estabilitat genomica i amb la correcta segregacié cromosomica. En un gran
nombre de cancers humans ha estat descrita la hipometilacié dels satellites 11 del
cromosoma 1 i 16 que s’associa al grau tumoral i al risc de recaiguda. Un dels tipus
de cancers que presenten hipometilaci6 i reordenaments dels satellites II
pericentrics del cromosoma 1 sén les neoplasies hematologiques com és el cas del
limfoma de no Hodgkin i de multiples mielomes que tenen pertorbada
'organitzacié 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'organitzacié d’aquestes regions participa a I’estabilitat genomica i
ens permet avancar en el coneixement de com la seva desregulacié intervé en
I'aparicié d'un gran nombre de malalties humanes, entre les quals es troben les
dues malalties amb major taxa de mortalitat al mon, les malalties cardiovasculars i
el cancer. L’aprofundiment en aquest camp pot ampliar la visi6 sobre possibles
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perspectives terapeutiques i la versatilitat de metodes per millorar la terapia
genica (Hall et al, 2012, Fioriniello et al, 2020).
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L’estudi de 'estructura i el manteniment de les regions d’"HPC és vital per
entendre els mecanismes que participen al manteniment de I’estabilitat genomica
(Hall et al, 2012). Tot i que s’ha avancat considerablement als ultims 30 anys,
encara no en tenim una perspectiva complerta dels components associats a la seva
estructura, la seva regulacio, la seva dinamica estructural i la seva contribucié
funcional. Aquesta tesi ha intentat avancar en aquest coneixement mitjancant el
desenvolupament d’alguns d’aquests aspectes especifics que es detallen a
continuacio:

1. Determinar el paper especific de les isoformes d'HP1 a l'estructura i
organitzacié de I'HPC.

Al llarg del temps s’ha considerat el paper de les isoformes d’HP1 si
més no equivalent degut a la forta redundancia funcional d’aquestes
proteines en alguns aspectes concrets, a la conservada seqiiéncia
aminoacidica i a la seva similar localitzaci6. Actualment pero, aquesta
perspectiva ha canviat, i han estat descrites multiples funcions especifiques
de les isoformes d’"HP1. Pero tot i aixi, la contribucié especifica d’HP1a, HP1B
i HP1y a 'HPC no esta clara. Estudis previs del grup han relacionat la pérdua
de la isoforma HPla amb un significant enriquiment de les marques
associades a heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a I'HPC, i amb un
augment de la compactacio de la cromatina. La primera part d’aquesta tesi
s’ha centrat en I'estudi de la relaci6 de les isoformes d’'HP1 amb les principals
marques histoniques associades a I'heterocromatina, les seves relacions
funcionals amb els enzims i proteines associades a aquestes regions, i el seu
paper especific a I'estructura i organitzacié de 'HPC, i com a conseqiiencia el
seu impacte en l'estabilitat genomica.

2. Estudiar el paper de PARP-1 en el control del manteniment de I'HPC mediat
per SirT1 i Suv39hl.

Estudis del nostre grup descrivien que SirT1 té un paper clau al
manteniment de I'estructura de 'HPC sota condicions d’estres. La perdua de
SirT1 afecta de manera dependent de Suv39h1 a la localitzacié d’'H3K9me3
als focis d’'HPC, i afecta també la localitzaci6 d’'HP1 a aquests focis. Aquests
fenomens porten a una alteracié de l'organitzaci6 de 'HPC i a defectes
cromosomics que condueixen a la inestabilitat genomica (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 I'HPC (El Ramy et al, 2009). Pero tot i haver-se
descrit aquesta relacié funcional, encara no es coneix el mecanisme d’accié 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 ratoli (MEFs) immortalitzats

e Les MEFs HP1 WT, HP1a/-, HP1B/- i HP1y”/- provenen del laboratori del Dr.
Singh Prim (Aucott et al, 2008; Brown et al, 2010; Maksakova et al, 2011).

e Les MEFs noKO i reKO d’'HP1a obtingudes a partir de la linea MEFS HP1a/-
provenen també del laboratori del Dr. Singh Prim (Brown et al, 2010). La
sobreexpressio de la recombinasa Cre (R1) a les MEFs HP1a”/- deleciona el
cassete de Neomicina d’aquestes i restaura el gen d’'HP1a, donant lloc a les
MEFs noKO (WT). Subseqiientment, la sobreexpressio de la recombinasa FLP
(R2), resulta en una deleci6 parcial del gen d’'HP1a i en la generadi d’'una
forma truncada curta, generant les MEFs reKO.

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

e Les MEFs PARP-1 WT i KO provenen del laboratori de la Dra. Francoise
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), aminoacids no essencials (Glicina, L-Alanina,
L-Asparagina, Acid L-Aspartic, Acid L-Glutamic, L-Prolina, L-Serina) (GIBCO), 1mM
piruvat sodic (Sigma S8636) i 10% de sérum bovi fetal (GIBCO). Han estat
cultivades a 372C i 5%CO2.

1.2. Linies cel-lulars

e HEK293F: Linia cel-lular derivada de cél-lules renals embrionaries humanes.

e NIH3T3: Linia cel-lular establida a partir de fibroblasts embrionaris de ratoli.

e H3K293T: Linia que procedeix de les HEK293F i que conté 'antigen SV40 T.
Utilitzada per la generacié de lentivirus.

Aquestes linies cel-lulars han estat crescuts i mantinguts en Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (GIBCO) suplementat amb un 10% de serum bovi fetal
(GIBCO). Han estat cultivades a 372C i 5%COx.

2. PROCEDIMENTS CEL-LULARS
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2.1. Transfeccio de plasmids

Les cel-lules van ser transfectades amb els diferents plasmids d’expressié
utilitzant polietilenimina (PEI) (Polysciences Inc 23966). Es va utilitzar una mescla
de 4yl de PEI 1mg/ml per 1ug de DNA en DMEM sense serum i es va incubar 5
minuts a temperatura ambient abans d’afegir-les a les cel-lules en cultiu. A les 6h
es va substituir el medi de cultiu. Les cel-lules van ser cultivades a 372C i 5%CO>
durant unes 24h-48h més.

Els plasmids utilitzats en les transfeccions son els seglients:

pEGFP-C1-HP1a,B,y (cedit pel Dr. Peter Hemmerich)
pcDNA4/T0-HP1a,B,y-RFP
pcDNA4/T0-HP1a,B,y-HA
pcDNA4/T0-FLAG-HP1a,B,y

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 Lléres)
mCherry-C1-H2B (cedit pel Dr. David Lleres)
pcDNA3.1-myc-Suv39h1

pcDNA4/T0-FLAG-SirT1

pEGFP-N1-PARP-1

Taula M1. Plasmids utilitzats a les transfeccions cel-lulars.

2.2. Transfeccio de siRNA

Les cel-lules van ser transfectades amb els siRNA utilitzant lipofectamina
3000 (Invitrogen L3000-001). Es va utilitzar una mescla de 3ul de siRNA 20uM
(per tenir una concentracid final de 150nM) i de 3ul de lipofectamina 3000 en
200ul de DMEM sense serum. Es deixa 15 min a temperatura ambient i s’afegeix a
les cél-lules en cultiu. A les 6h es canvia el medi i es deixen cultivar a 372C i 5%CO>
durant unes 24h més.

Els siRNA emprats son els segiients: siRNA Universal Negative Control #1
(MISSION Millipore S1-001) i siRNA H2AFZ Mouse (Dharmacon M-042994-01-
0005).
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2.3. Infeccio lentiviral

Les cel-lules HEK293T van ser transfectades amb 7.5ug del plasmid psPAX2,
2ug del plasmid pMD2.G i 10ug del plasmid d’interes utilitzant PEI (apartat 2.1). A
les 24h de la transfeccio es va recol-lectar el medi, es va substituir per medi nou i
24h més tard es va tornar a recol-lectar. La suspensié virica recollida (medi de
cultiu) va ser filtrada utilitzant un filtre de xeringa de 0,45um de diametre. Les
cél-lules a infectar van ser incubades amb la suspensi6 virica durant 48h. Les
cél-lules infectades es seleccionen amb 2ug/ml de puromicina durant 72h.

Els plasmids utilitzats en les infeccions sén: 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. Discriminacio de la fase del cicle cel-lular

Es van sembrar les cel-lules en cubres de grossor 1.5 (0.16-0.19mm) i es va
permetre la seva adhesié6 durant 24h. Es varen tractar amb 10mM de BrdU
(Bromodesoxiuridina) (Amersham) durant 10min, un analeg de la timidina que
s’'incorpora a I’ADN acabat de sintetitzar i que permet detectar les cel-lules en fase
S. Seguidament les cél-lules van ser fixades amb 4% paraformaldehid durant
10min a temperatura ambient. Es va seguir el protocol d'IF (apartat) utilitzant
I'anticos a-BrdU conjugat a FITC (BD Pharmigen) un temps de 30min.

2.5. Tractament amb ciclohexamida

Les cel-lules van ser tractades a les 24h d’haver-les sembrat amb 200pug/ml
de ciclohexamida (CHX) (Sigma 01810). La ciclohexamida interfereix en l'activitat
peptidil transferasa de la subunitat ribosomal 60S i bloqueja 'elongacid, inhibint
d’aquesta manera la sintesi proteica. Les cel-lules van ser recollides a les Oh, 2h, 6h,
8hi 24h.

3. PROCEDIMENTS AMB ADN I ARN

3.1. Tagging endogen per CRISPR/Cas9
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El tagging endogen de Suv39h1 amb flag en cél-lules NIH3T3 es va dur a
terme a partir de la tecnica 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 utilitzacié 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
sequiencia del gRNA. La Cas9 es direccionara per el gRNA a la seqliéncia genomica
de Suv39h1l 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
copies del tag FLAG, la seqiiencia P2A i un gen de resistencia a Neomicina.
Flanquejant aquesta seqiiencia van ser clonats els bragos d’homologia que
corresponen a la part final de la seqiiéncia genomica de Suv39h1l (HOM1) i a la
seqiiencia que hi ha darrera (HOM2). Aquest vector servira com a donador de la
reparacio del DSB per recombinaci6 homologa (HDR). Com a resultat s’obtindria la
proteina Suv39h1 taggejada a la part C-terminal.

3.1.1. Clonatge del vector pSpCas9 (BB)-2A-GFP

El disseny de la seqiiencia del gRNA es va realitzar utilitzant el programa
http://crispr.dbcls.jp/, al qual se li van introduir les seqiiencies de lligaci6 al
vector:

5'- CTTCTAGCCCTGAGAAGTCT-3’
3’-CGAAGATCGGGACTCTTCAGA -5’

Taula M2. Primers utilitzats per clonar el gRNA.

Es va procedir a I'annealing del gRNA a partir de la reaccié segiient: 5ul 10x
tamp6 d’annealing (100mM Tris pH 7.5, 1M NaCl, 10mM EDTA), 5ul oligo sense
100uM, 5ul oligo antisense 100uM i 35pul d’aigua PCR grade. Es va deixar 5min a
952(C. El vector PX458 va ser digerit amb I'’enzim Bbsl (NEB, R0539S) en tampd
NEB Buffer 2.1 i es va deixar 1h a 372C. I es va realitzar la lligacié 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 purificaci6 de plasmids d’ADN (Omega D694 2). Es va seqiienciar per tal de
comprovar que estigués ben incorporada la seqliéncia amb el primer PX458seq: 5'-
GAGGGCCTATTTCCATGATTCC-3".

3.1.2. Clonatge del vector pFETCH_Donor
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El disseny dels primers per amplificar els 700pb dels bracos d’homologia es
va dur a terme seguint el protocol detallat a la publicaci6 (Savic et al, 2015). I se li
van afegir les seqliencies de lligacio al vector:

HOM Arm1 Forward:

5- CCTCCTTCACCTTCCTTGTTCTG-3’
HOM Arm1 Reverse:

5- GAAGAGATATTTTCGGCAAGCC-3’
HOM Arm?2 Forward:

5- CTGAAGGGGCCTGAAGCCACC-3’
HOM Arm?2 Reverse:

5- CAGCCTTATCTCCCAGCTCTG-3’

Taula M3. Primers utilitzats per clonar els bracos d’homologia.

Es va extreure I’ADN genomic de les cél-lules NIH3T3 (apartat 3.2) i es va
realitzar una PCR per tal d’amplificar els bracos d’homologia utilitzant els primers
dels HOM Arml1 fw i rv i els de 'HOM Arm2 en la reaccid6 que es detalla a
continuacié: 1.25ul del primer 10uM fw, 1.25ul del primer 10uM rv, 50ng de '’ADN
genomic i 12.5ul de la polimerasa Phusion high Fidelity (NEB M0531S). El resultat
de la PCR es va correr en un gel d’agarosa a I'1,5%, les bandes van ser tallades del
gel i purificades amb el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel). A
continuacié es va procedir a la digestié del vector pFETCH_Donor amb els enzims
Bsal i Bbsl (NEB, R0539S) 2h a 372C. I es va dur a terme la reaccié d’ensamblatge
dels bracos 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-a, que es van seleccionar amb antibiotic.
Després es va purificar el vector amplificar utilitzant el Kit de purificacié de
plasmids d’ADN (Omega D6942). Es va seqiienciar per tal de comprovar que
estigués ben incorporada la seqiiencia amb els primers SEQ.HA1l: 5’-
ACGCCTGTGAAACCGTACTA-3’, SEQ.HAZ: 5’-GGCCGCTTTTCTGGATTCAT-3’,
SEG.P2A: 5’-CAGCAGGCTGAAGTTAGTAGC-3’ i SEQ.4: 5'-
GACGGCCAGTGAATTGGAG-3'.

3.1.3. Seleccio de les cel-lules

Un cop obtinguts els dos vectors es van transfectar en proporci6 1:1 seguint
el protocol de transfecci6 de plasmids (apartat 2.1). Es van tractar les cel-lules amb
5um de L755507 (Sigma), que augmenta l’eficiencia de I'HDR . Es va seleccionar les
possibles cel-lules positives amb 1000pg/ml de G418 (Thermo Fisher) durant 7
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dies, substituint el medi cada 48h. Amb el Sorter Moflo-XDP es van separar en p96
pous les cel-lules individuals. Aquestes cel-lules es van fer créixer durant 3
setmanes i es van analitzar els clons.

3.2. Obtencioé de 'ADN genomic

Es va obtenir el pellet de les cél-lules NIH3T3 i de les NIH3T3 Suv39h1-flag
obtingudes per CRISP/Cas9. Es va afegir a la mostra tampé de lisis (10mM Tris pH
8.0, 5mM EDTA, 100mM NaCl), un 1% d’SDS i 50pg de proteinasa K (Thermo
Scientific). Es va deixar incubar 1h a 652C. Es va afegir NaCl a una concentracié
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 Smin. Després d’assecar es
va resuspendre en aigua fins a obtenir una concentraci6 de 100ng/pl
Posteriorment es va utilitzar com a substrat de la PCR.

3.3. PCR

La PCR (polymerase chain reaction) utilitzada per I'amplificacié dels bracos
d’homologia (700pb) a partir de '’ADN genomic de les cel-lules NIH3T3 es va dur a
terme utilitzant els primers dels HOM Arm1 fwirviels de 'THOM Arm2 detallats a
la taula de primers (Taula M3). La reacci6 va ser la segiient: 1.25ul del primer
10uM fw, 1.25ul del primer 10uM rv, 50ng de I’ADN genomic i 12.5ul 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 cérrer a un gel
d’agarosa al 1.5%.

Per 'amplificaci6 de la part final de Suv39h1+Gly-Ser+3Xflag+P2A linker+la
part inicial del gen de resisténcia a neomicina (400pb), a partir de ’ADN genomic
en les cel-lules NIH3T3 Suv39h1-flag per CRISPR/Cas9 es van utilitzar els primers
segiients, primer forward: 5’-GGACATGGAGAGTACCCGAATGGAC-3’ i primer
reverse: 5’-CGATTGTCTGTTGTGCCCAGTC-3’, i la Phusion high Fidelity. El resultat
de la PCR es va correr a un gel d’agarosa al 1.5%.

3.4. Purificacio de I’ARN i sintesi de cDNA

La purificacié de I’ARN es va fer amb Trizol (Sigma). Les cel-lules es van
resuspendre en 1ml de Trizol i es va incubar 5min a temperatura ambient. Es va
afegir 200ul de cloroform i es va barrejar i deixar incubar 5min més. Es va
centrifugar a 12.000g a 42C durant 15 min i es van obtenir tres fases. Es va recollir
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la fase superior que contenia '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 I’ARN va ser avaluada en un gel d’agarosa al 1.5%.

A partir de 1000ng d’ARN es va sintetitzar el cDNA mitjancant
retrotranscripci6 utilitzant el Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche)
segons les seves especificacions i utilitzant primers hexameérics aleatoris.

3.5. RT-qPCR

La PCR quantitativa a temps real (RT-qPCR) es va realitzar utilitzant la
QuantStudio™ 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 I'mRNA es va barrejar 0.2l dels primers 10uM (Taula M4), 5ul de cDNA i 5pl de
SYBR Green MM per pou. L’expressi6 génica relativa es va determinar mitjancant el
metode del 2-2ACT ytilitzant 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.

RT-qPCR d’expressio

forward  5-CTGTAGAGGGTTCTCAGC-3’

reverse 5’-GCTGAGAACCCTCTACAG-3’

forward  5-GCAGGTGTACAACGTATTCATAGAC-3’
reverse 5-TCATCCTTGTAATCTCCAGAACCAC-3’
forward  5-TGTCAGTCATCGCCATGTG -3’

Suv39h1

Suv39h1-flag

EEF2 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
forward  5-TGGAATATGGCGAGAAAACTG-3’
reverse 5’-AGGTCCTTCAGTGGGCATTT-3’
forward  5’- ACTGCGGTACATAGGGAAGC-3’
reverse 5-TGTGATCCACTCACCAGAGG-3’
forward  5-ACCTGGACGAAATGGACAAA-3’
reverse 5’-CATCTGGTCCTGGGCTTTT-3’
forward  5-GCTGTTATGTGCAACAAGGG-3’

MAJOR SAT

LINE L-1 Promoter

LINE L-1 ORF2

BRI (B K reverse 5-AAGTTGGCAGCATTTGGGC-
forward 5-CGCAATCGATTTTGCTGCCACC-3’

H19-ICR1 reverse 5-AAGTTGGCAGCATTTGGGC-3’

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

H19-ICR-2Kb reverse  5-GTCAGTGTTCTATTGCTGTGG-3'

Taula M4. Llistat de primers utilitzats a les RT-qPCR. Pel disseny dels primers de les RT-qPCR
d’expressio s’ha fet servir el métode de '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 0.2ul dels
primers 10uM (Taula 4), 5ul dels inputs del CHIP diluits 1:10/5pl de les elucions
del CHIP i 5ul de SYBR Green MM per pou. L’analisi es va realitzar utilitzant el
software de la QuantStudio 5 (Thermo Fisher). Els resultats obtinguts de 1’analisi
es van ajustar de la segiient manera: primerament es va calcular I'Input ajustat (Cq
inputs-6.644) i després es va calcular el Percent input (100*eficiencia del CHIP
(Input ajustat-Cq elucid)), que és el resultat final.

4. PROCEDIMENTS AMB PROTEINES

4.1. Extractes proteics totals i fraccionament subcel-lular

Per I'extraccié total de proteines 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 citoplasmatics i nuclears van ser preparats seguint una
modificacié del metode estandard Dignam (Dignam et al, 1983). El pellet cel-lular
va ser resuspes en Buffer A (10mM Tris pH 7.8, 10mM KCI, 1.5mM MgClz, 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 4°C durant 1min. El sobrenedant es va recollir com a
fracci6 citoplasmatica i el pellet va ser resuspes en Buffer C (10mM Tris pH 7.8,
1.25mM MgClz, 0.42mM NaCl, 25% glicerol, 0.2ZmM EDTA, 0.5mM DTT i 0.1mM
PMSF) i incubat 20 min en gel. Es va vortexar i centrifugar I’extracte a 13.000rpm a
4°C durant 1min. Es va recollir el sobrenedant com a fraccié soluble nuclear. Per
obtenir I'extracte cromatinic de la fracci6 de proteines unides fortament a la
cromatina, es va afegir 50U de Benzonasa (Millipore) per cada 5-10° cel-lules i es
va incubar 4h en agitaci6 a 49C. Es va centrifugar a 13.000 5min i es va recollir el
sobrenedant com a fraccié cromatinica.

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% acid deoxicolic i
0.1% SDS) amb 50 U de Benzonasa per cada 5-10° cel-lules i es van incubar durant
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4h a 4°C. 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 B-mercaptoetanol i bullits a 952C durant Smin. Es va dur a terme la
electroforesi de les mostres en gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic
(SDS-PAGE) de diferent percentatge d’acrilamida en funci6 del tamany de les
proteines a detectar aplicant un voltatge de 200V. Després de I'electroforesi, les
proteines van ser transferides del gel a la membrana de nitrocel-lulosa (GE
Healthcare) en tamp6 de transferéncia (500mM glicina, 50mM Tris-HCI, 0.01%
SDS, 20% metanol) a 400mM durant 1h. Les membranes es van bloquejar durant
30 minuts en 5% de llet desnatada en PBS-Trit6 0.1%. Es van rentar en tampd
fosfat sali amb 0.1% Tween (PBS-Tween 0.1%) i van ser incubades amb I'anticos
primari adequat diluit en PBS-Tween 0.1% (Taula M5) durant 1h a temperatura
ambient o durant la nit a 42C. Les membranes es van rentar 3 cops amb PBS-Tween
0.1% durant 5 minuts, seguit de la incubacié amb els anticossos secundaris
conjugats amb peroxidasa HRP (Horseradish peroxidase) (Taula M5) diluits 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 Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP
Substrate (ECL). Els analisis densiometrics es van realitzar utilitzant el programa
Quantity One de BIO-RAD.

a-HPla 1/1000 Euromedex 2HP-2G9
a-HP1pB 1/1000 Euromedex 1MOD-1A9
a-HP1y 1/1000 Euromedex 2ZMOD-1G6
a-H4K20me3 1/1000 Abcam ab9053
a-H3K9me3 1/1000 Millipore 07-523
a-H2A.Z 1/1000 Abcam ab4174

a-CTCF 1/1000 Abcam ab70303
a-HZ2A 1/3000 Cell Signaling D603A
a-H3 1/3000 Cell Signaling 9715
a-H4 1/3000 Cell Signaling 2935
a-Suv39h1 1/500 Millipore D11B6
a-SirT1 1/1000 Millipore 07-131
a-PARP-1 1/3000 Cell Signaling 46D11
a-actina 1/5000 Sigma A5316

a-HA 1/3000 Sigma H6908

a-myc 1/1000 Cell Signaling 9B11
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a-Flag 1/1000 Sigma F7425

a-GFP 1/1000 Millipore MAB2510
a-rabbit 1/10000 Sigma A0545
a-mouse 1/10000 Sigma A9044
a-rat 1/10000 Sigma A9037

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

4.3. Co-immunoprecipitaci6 de proteines i pull-downs

Les co-immunoprecipitacions es van realitzar amb extractes totals o amb
extractes de les fraccions nuclears i cromatiniques obtinguts segons el metode
estandard Dignam modificat (apartat 4.1). Aquests extractes es van incubar amb
reina d’agarosa a-HA (Sigma A2095) o a-Flag (Sigma A2220), o bé amb reina
magnetica de proteina A/G (Pierce 26132) a les quals se li va unir l'anticos
endogen d’'H2A.Z (4ul/10ul beads, Abcam ab4174), tota la nit en agitaci6é suau a
4°C. Després de la incubacié, la reina 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 KCI, 10mM Tris pH 7.8, 0.5mM EDTA, 10% glicerol,
0.1mM PMSF i 0.1mM DTT). Les proteines unides a la reina es van eluir mitjancat
'alteracié del pH amb 0.2M de glicina a pH 2.3 durant 5 minuts a temperatura
ambient. Les proteines eluides 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 deteccio.

Els assajos de peptide pull-down es van realitzar en extractes nuclears
obtinguts en dues condicions diferents, en la primera s’ha utilitzat el metode
Dignam i en la segona el tamp6 RIPA, molt més astringent. Aquests extractes es van
incubar amb reina H3K9me3 o H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada,
preparada a partir de la incubacié de 100mg dels péptids 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) ambreina estreptavidina-agarosa (Pierce 26132).
Les proteines unides a la reina es van eluir i van ser carregades en un gel
d’electroforesi per a la seva deteccio.

4.4. CHIPsireCHIPs

Per dur a terme els experiments de CHIP (chromatin immunoprecipitation) es
van crosslinkar les cel-lules amb 1% de formaldehid (VWR 15686) a temperatura
ambient i en agitaci6 durant 15 min, i es va parar la reacci6 afegint 125mM de
glicina durant 10 min més. Es van rentar les cel-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
citoplasmatic). 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 diluides 10 vegades en
buffer de diluci6 (150mM NaCl, 20mM Tris pH 8.1, 2ZmM EDTA i 1% trit6) per
facilitar les interaccions entre proteina-anticos. Es van utilitzar 60ug de la mostra
de cromatina digerida per cada CHIP i es fa fer un pre-rentat afegint reina
magnetica de proteina A/G chip grade (Pierce, 26162) 30 minuts en agitaci6 a 4°C.
Posteriorment, les mostres de cromatina pre-rentada van ser incubades amb els pg
dels anticossos primaris especificats (Taula M6) durant tota la nit en agitacio a 42C,
seguit d'una incubaci6é de Zh amb 30ul de reina magnetica de proteina A/G. Es van
rentar la reina 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 reines van ser eluides i descrosslikades amb RC buffer (NaHCO3
01IM +1% SDS) a 652C durant una nit. Es va degradar 'RNA afegint 40ug/ml de
RNAsa (Merk 11119915001) i incubant 30 min a 372C. Van ser afegits: 2ul EDTA
0.5M pH 8, 4pl Tris 1M pH 8 i 2ul de proteinasa K 10mg/ml per tal de degradar la
proteina. 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 perd el primer CHIP s’ha eluit amb 10mM Tris-EDTA
i 20mM DTT i s’ha diluit 20 cops amb buffer de dilucié (0.01% SDS, 1.1% Trit6 X-
100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl 8.1, 167 mM Na(l, i inhibidors de proteases)
abans de realitzar el segon CHIP.

Els CHIPs de les cel-lules NIH3T3 amb siRNA scr i d'H2A.Z, degut al baix
nombre de cel-lules disponibles, es van realitzar utilitzant el Kit de CHIP LowCell de
proteina A (Diagenode C01010072) seguint el protocol detallat del Kit.

a-H3K9me3 5 Abcam ab8898
a-H4K20me3 10 Abcam ab9053
a-H3K27me3 7.5 Cell Signaling 9733
a-CTCF 25 Cell Signaling 2899
o-H2A.Z 7.5 Abcam ab4174
a-H2A 7.5 Cell Signaling D603A
o-HP1la 12.5 Abcam ab77256
a-HP1B 12.5 Abcam ab10478
a-HP1y 12.5 Abcam ab10480
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a-HA 7.5 Sigma H6908

a-Flag 7.5 Sigma F7425
a-CTCF 10 Cell Signaling 2899
a-H4K20me3 4 Abcam ab9053
a-H3K27me3 3 Cell Signaling 9733
a-H3K9me3 2 Abcam ab8898
a-H3K4me3 2 Abcam ab8580

Taula Mé6. Llistat d’anticossos emprats en CHIPs i reCHIPs.

4.5. Purificaciéo de Suv39h1-FLAG de cél-lules NIH3T3 taggejades
endogenament

La proteina Suv39h1-FLAG va ser purificada de cel-lules NIH3T3 taggejades
endogenament per CRISP/Cas9. Es va seguir el protocol d’extraccié de Dignam
(apartat 4.1) per obtenir els extractes citoplasmatics i nuclears. I es va afegir a
I'extracte nuclear 50U de Benzonasa per cada 5-10° cel-lules (apartat 4.1) per tal
d’obtenir la fraccié cromatinica. Finalment es van ajuntar els extractes per tal
d’obtenir l'extracte proteic total. L’extracte total es va incubar amb la reina
d’agarosa a-FLAG (Sigma A2220) durant tota la nit a 42C. Posteriorment, la reina
es va rentar tres cops amb BC100 (100mM KCIl, 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
proteines van ser eluides per competicio utilitzant 0.2mg/ml de peptid FLAG i
incubant 20 min en agitaci6 a 4°C. La proteina purificada es pot guardar a -80°C
per a futurs experiments.

4.6. Assaig de metilaci6 d’histones in vitro

Per l'assaig de metilaci6 d’histones in vitro es va incubar 15-25ul de la
metiltransferasa Suv39h1-FLAG purificada de cél-lules NIH3T3 (apartat 4.5) amb
2ul del cofactor SAM fred (4ug/ml) i 2ul de core histones comercials en 3.5ul de
buffer de metilaci6 (500mM Tris pH 8.7, 50mM MgClz, 40mM DTT) en un volum
final de 35ul, durant 1.5h a 302C. La reacci6 es va parar amb PLB5X, i el resultat de
la reacci6 es va carregar en gels d’acrilamida per analitzar-ho mitjancant Western
Blot.
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4.7. Immunofluorescencia

Les cél-lules es van sembrar en p12 pous amb un cobreobjectes de grossor
1.5 (0.16-0.19um) 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 cél-lules fixades es van rentar dues vegades més amb
PBS i van ser permeabilitzades amb Buffer B (3% BSA, 0.2% Trit6 en PBS) durant
10 minuts i posteriorment bloquejades amb Blocking Buffer (PBS-BSA 3%) durant
tota la nit en agitaci6 a 4°C. Els cobreobjectes van ser incubats amb l'anticos
primari adequat diluit 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'anticds secundari corresponent diluit 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 cel-lules es van
tenyir amb DAPI 1pg/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
immunofluorescencies (IF) van ser adquirides en un Microscopi Confocal Leica TCS
SP5 2 en stacks entre 0.2-0.5pm. Els stacks d’imatges adquirides van ser
processades pel software de deconvolucié Huygens (Scientific Volume Imaging), i
les reconstruccions tridimensionals i la visualitzacié generada per '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 5um
es va incloure en una imatge representativa de tots els analisi.

La discriminaci6 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 Suv39hl-flag en les cel-lules NIH3T3 taggejades
endogenament, el pas de permeabilitzacié precedeix el de fixacié i s’afegeix un pas
addicional d’exposicio d’antigen (antigen retrieval) . Aquesta diferéncia és importat
per a descartar la fracci6 soluble i només detectar la fracci6é unida a la cromatina, i
per exposar els antigens que podrien trobar-se emmascarats i augmentar aixi la
seva deteccié a través dels anticossos. Després dels dos rentats inicials amb PBS
fred, es va procedir a la permeabilitzacié amb Buffer B durant 10 minuts a 4°C.
L’antigen retrieval es va dur a terme tractant amb 1.5M (4.6%) d’HCI durant 10
minuts a 372C. Seguidament, es va rentar dos cops amb PBS fred i la fixaci6 es va
realitzar amb paraformaldehid al 4% durant 7 minuts. Els segiients passos es van
realitzar seguint el protocol d'IF general citat a dalt.

a-H4K20me3 1/300 Abcam ab9053
a-H3K27me3 1/500 Cell Signaling 9733
a-H3K9me3 1/500 Abcam ab8898
a-HP1la 1/200 Euromedex 2HP-1H5
a-HZ2A.Z 1/100 Cell Signaling 2718
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a-H2A 1/250 Cell Signaling D603A

a-CTCF 1/300 Cell Signaling 3418
a-BrdU-FITC 1/200 BD Pharmigen MAB3262F
a-CREST 1/500 Invitrogen PA5-30500
a-tubulina 1/500 Sigma DM1A

a-Flag 1/200 Sigma F7425

a-GFP 1/200 Millipore MAB2510
a-RFP 1/500 Invitrogen MA5-15257
a-rabbit 488 1/1000 Alexa Fluor A11008
a-rabbit 555 1/1000 Alexa Fluor A21428
a-rabbit 647 1/1000 Alexa Fluor A21244
a-mouse 488 1/1000 Alexa Fluor A11001
a-mouse 555 1/1000 Alexa Fluor A21422
a-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 transferencia d’energia entre fluorofors que es troben molt propers i es
van portar a terme co-transfectant una proteina amb EGFP que actuara com a
donadora i una altre amb RFP que actuara com a acceptora (apartat 2.1). El metode
emprat és el de acceptor photobleaching, que consisteix en cremar l'acceptor, 'RFP,
amb una intensitat de laser 561 del 100% sense cremar el donador. Si es produeix
FRET a la zona cremada, el donador tindra una intensitat més alta de la que tenia a
I'inici ja que no hi haura transferéncia 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 (laser 488) i de I'acceptor (laser 561); la
imatge bleach del donador i de I'acceptor, un cop s’ha cremat I'acceptor amb laser
561 al 100% realitzant 7 passades del laser a la regi6o d'interes (ROI); i la imatge
post-bleach del donador i acceptor en les mateixes condicions que en pre-bleach. La
quantificacié de la intensitat de fluorescencia de donador es va fer amb el
programa Fiji i I'eficiéncia del FRET es va calcular segons la formula: (Frrp post-Frrp
pre)/FRFP post'loo-

4.9. Experiments de FRAP

En els experiments de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) in
vivo es van realitzar en cel-lules NIH3T3 transfectades amb el plasmid Suv420h2-
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EGFP (apartat 2.1). Aquests experiments consisteixen en fotodestruir la regié
d’interes, que en el nostre cas eren els focis d’'HPC, i mitjangant la recuperacid de la
intensitat de EGFP a aquesta regid es pot quantificar el temps mitja d’intercanvi de
Suv420h2-EGFP, la fraccié mobil i la fraccié6 immobil. Es va utilitzar un Microscopi
Confocal Zeiss LSM 510 Meta amb una camera d’incubacié a 37°2C, 5% CO21i 95%
d’humitat relativa (Carl Zeiss) per mantenir les cel-lules ja transfectades vives. El
bleaching es va realitzar en una area circular de 1um de diametre utilitzant el laser
488 a una intensitat del 100% durant 25.6ps. La recuperacio6 de la fluorescencia es
va mesurar amb un laser d’argé 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'area
d’interes on s’ha efectuat el bleaching; BASE RO, que és el fons sense cel-lules; i la
REFERENCIA RO, que és la disminuci6 de la fluorescencia a tot el nucli a causa del
photobleaching. A partir d’aquests analisis es va aplicar una doble normalitzaci6 als
experiments de FRAP (Phair et al, 2004), i les intensitat de fluorescencia relatives
dins de I'area del bleaching es van representar en funcié del temps produint les
corbes de recuperacié del FRAP. A partir de les corbes de recuperacié es va
calcular el valor de la vida mitjana (temps necessari per arribar a la meitat de la
recuperacio total) utilitzant una macro de calcul 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 resolucio
tant temporal (nanosegons) com espacial (nanometres) i ens van permeten
mesurar el grau de compactaci6é als focis d’'HPC a l'expressar la histona H2B
fusionada a dos fluorofors diferents, GFP i RFP. Aixi doncs, una major compactacié
de la cromatina correlaciona amb una major eficiencia de FRET entre H2B-GFP
(proteina donadora) i H2B-RFP (proteina acceptora), el que resulta en una vida
mitja més baixa de la molecula donadora H2B-GFP (FLIM) (Lléres et al, 2009). Es
van transfectar les cél-lules NIH3T3 amb els plasmids H2B-GFP i H2B-RFP (apartat
2.1). Es va utilitzar un Microscopi Confocal Leica TCS SP5 2 equipat amb una
plataforma de deteccié6 de molécules individuals i electronica 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’excitacié de dos fotons de la molecula donadora (H2B-GFP) va ser realitzat a
950nm amb un laser Mai Tai Ti: Saphire (Spectra Physics) amb una velocitat de
repeticié de 80MHz. Els fotos individuals van ser detectats amb conteig de fotons
individuals fotodiodes (PicoQuant) amb un filtre de pas de banda de fluorescéncia
de 500-550nm limitat a la detecci6 de la fluorescencia del donant només. Es va
realitzar en 10 camps diferents a partir dels quals es van extreure els ROI als focis
de 'HPC i les corbes de desintegracio de la fluorescencia van ser analitzades amb el
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software SymPhoTime pixel per pixel a una elevada resolucié espacial. A partir de
les corbes es va calcular la vida mitja del fluorofor del donant i es van mapejar per
pseudocolor pixel per pixel a tota la imatge. Els valors d’eficiencia de FRET (E), es
van calcular a partir de E=-1-(tAD/tD), on tAD és 'amplitud de la vida mitja de la
fluorescencia del donant (EGFP) en presencia de I'acceptor (RFP) i tD és la vida
mitja de la fluorescéncia del donant sol.

4.11. Analisis mitotics

Es van cultivar les cel-lules MEFS HP1a /-, -/-iy/- en creixement exponencial
i es van fixar amb paraformaldehid al 4%, permeabilitzar amb PBS-Trit6 0.5% i es
van marcar amb els anticossos primaris a-CREST i a-tubulina, i contratenyits amb
DAPI (apartat 4.7). Les imatges van ser adquirides amb un Microscopi Confocal
LSM 510 Meta. Per la quantificaci6 de les aberracions mitotiques, 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 minim de 100 camps
analitzats. Per 'obtencié de les imatges representatives, es va utilitzar un objectiu
C Apochromat 63X 1.2NA.

5. ANALISI BIOINFORMATICS

5.1. Analisi de correlaciéo de CHIP-seq

Les dades del CHIP-seq van ser descarregades de GEO dels seglients estudis:
HPla GEO:GSM13759 (Bulut-Karslioglu et al, 2014), HP1f 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 seqiiencies sobrerepresentades es van
eliminar de les lectures sense processar. Les seqliéncies retallades es van mapejar
al genoma de ratoli (compilaci6 GRCm38/mm10) utilitzant el programa Bowtie2
v.2.0.5 agafant només les lectures alineades Uniques 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 parametres
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.

96



5.2. Analisi estadistic

L’analisi estadistic es va realitzar utilitzant un test multivariant ANOVA
(analisi de CHIP-seq i de FLIM-FRET) o un test T-Student (resta d’analisi). Els
valors dels grafics representen els valors mitjans de minim tres experiments i
inclouen l'error estandard (SE) excepte en el cas del CHIP-seq que inclou la
desviacid estandard (SD). Les n especifiques i els p valors s’'indiquen a les llegendes
de les figures corresponents. L’analisi de correlacié6 de CTCF i 'HPC s’ha efectuat
amb el coeficient de correlacié de Pearson.

97



98



RESULTATS



100



1. PAPER ESPECIFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A LESTRUCTURA I
ORGANITZACIO DE L’'HPC

La contribuci6 especifica d'HP1a, HP18 i HP1y a I'estructura de I'HPC no esta
del tot clara. Considerant la importancia d’aquestes regions a I'organitzacio i a la
integritat del genoma (Hall et al, 2012), I'estudi de la contribucié diferencial de les
isoformes d’HP1 a l'estructura de I'HPC és vital per entendre com aquestes regions
participen al manteniment de I’estabilitat genomica.

La primera part d’aquesta tesi s’ha centrat en aprofundir en I'estudi del paper
especific de les isoformes d’'HP1 a I'estructura i organitzacié de I'HPC mitjancant
I'estudi de la relaci6 de les isoformes d’'HP1 amb les principals marques
histoniques associades a I'heterocromatina, les seves relacions funcionals amb els
enzims i proteines associades a aquestes regions, i el seu paper especific a
I'estructura i organitzacié de I'HPC, i com a conseqiiéncia, el seu impacte en
I'estabilitat genomica.

1.1. HP1la controla la propagaciéo d’H4K20me3 i d’H3K27me3 als
focis d’HPC

Tal i com he mencionat, estudis previs del nostre grup relacionaven la pérdua
de la isoforma HP1la, pero no d’HP1B ni d’'HP1ly en MEFS, amb un significant
enriquiment de les marques associades a I'’heterocromatina H4K20me3 i
H3K27me3 als focis d’HPC a partir d’experiments d'immunofluorescencia (IF), i de
manera independent a la fase del cicle cel-lular. Amb la finalitat de confirmar
aquests canvis en el patré de modificacions d’histones als focis d’'HPC associats a la
perdua de les isoformes d’HP1, varem realitzar experiments d'immunoprecipitacio
de la cromatina (CHIP) de les marques H3K9me3, H4K20me3 i H3K27me3 en
MEFS HP1 WT, MEFS HPla/-, /- i y/-. Els resultats obtinguts mostren un
enriquiment de les marques H4K20me3 i H3K27me3 als major satellites de 'HPC a
les MEFS HPla/- en comparacié amb les cel-lules WT, mentre que es troben
disminuides en el cas de les MEFS HP13-/-i y/-. La perdua de cadascuna de les tres
isoformes d’HP1 produeix una disminuci6 d’H3K9me3 als major satellites,
confirmant d’aquesta manera que s6n redundants pel que fa a la deposicié
d’aquesta modificaci6 d’histones (Figura R1). Aquests resultats doncs, corroboren
que la perdua d’'HP1a indueix un enriquiment d’'H4K20me3 i d’'H3K27me3 a I'HPC
tal i com s’havia observat previament. No només aix0 si no que mostren també
que, la perdua tant d'HP1B com d’HP1ly, produeix una disminucié dels nivells
d’ambdues marques histoniques a 'HPC. Semblaria doncs, que les isoformes
d’'HP1 tenen diferents papers pel que fa a la regulaci6 de les marques de
I'heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a les regions d’'HPC, mentre que la
perdua d’HPla produeix un enriquiment d’aquestes marques, HP1p i HP1ly
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tindrien un efecte contrari. L'efecte d’"HP1 en la deposici6 d’'H4K20me3 ja havia
estat definit en el procés de formacié de I'HPC, on HP1 té un paper al reclutament
de proteines amb diverses activitats enzimatiques essencials per la formacié
d’aquesta com és el cas de Suv420h2, que trimetila H4K20 i promou d’aquesta
manera la formaci6 d'una fibra de cromatina compacta. A més a més, s’havia
suggerit que podria ser la isoforma HP1B qui actués en la deposici6 d’aquestes,
estudis que es troben en linea amb els resultats que em obtingut (Rowbotham et al,
2011; Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016).
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Figura R1. La pérdua d’'HP1a indueix un enriquiment d’H4K20me3 i d’'H3K27me3 a I’'HPC.
CHIP d’'H3K9me3, H4K20me3 i H3K27me3 als major satellites en les a les MEFS HP1la/-, 3/-1y/-.
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001.

Per tal de demostrar que l'efecte d’'HPla respecte aquestes dues
modificacions, H4K20me3 i H3K27me3, era directe varem realitzar experiments
d’'IF d’'ambdues marques a les linies cel-lulars MEFS HP1a/-(KO), noKO i reKO.
Aquestes linies sén obtingudes a partir de la linia MEFS HP1a/-, que té incorporat
un cassete de neomicina al mig del gen HP1a que impedeix I'expressié del gen. A
partir de la sobreexpressié de la recombinasa Cre (R1) a aquesta linia cel-lular, es
depleciona el cassete de Neomicina i es restaura I'expressio del gen d’'HP1a, donant
lloc a la linia noKO (WT). Subseqlientment, la sobreexpressié de la recombinasa
FLP (R2), resulta en una deplecié parcial del gen d’'HP1la i en la generacié d’'una
forma truncada curta d’'HP1a, que ddna lloc a la linea reKO (Figura R2A i B). Els
resultats d’aquests experiments mostren que, tal com esperavem, la re-expressio
d’'HP1la endogen a les cel-lules noKO restaura els nivells basals d’ambdues
marques als focis d’'HPC. Curiosament, la re-deleci6 d’HP1a a les cel-lules reKO
torna a induir un enriquiment d’'H3K27me3 als focis d’'HPC pero no d’'H4K20me3,
suggerint que el mecanisme de deposici6 d’ambdues marques als focis d’'HPC és
diferent. Aixi mentre que en les cel-lules KO, el KO ha estat present durant tot el
desenvolupament adaptant-se a la falta d’'HP1a, 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 cel-lules a diferent fases del cicle cel-lular i
mostren que HPla controla de manera directa l'enriquiment d’'H4K20me3 i
H3K27me3 als focis d’'HPC de manera independent del cicle.
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Figura R2. HP1a regula directament I'enriquiment d’'H4K20me3 i d’'H3K27me3 a I’'HPC. A)
Generaci6 de les linees noKO i reKO a partir de la linea MEFS HP1a:/- (KO). Els nivells de proteina
s’han determinat a partir d’'IF i de B) WB. C) IF d’'H4K20me3 i H3K27me3 en les cél-lules HP1a KO,

noKO i reKO. D) Quantificacié de la intensitat de fluorescéncia relativa de les IF mostrades en C als
focis d’'HPC, **p<0.01.

Pero tot i aixi, varem realitzar experiments d’'IF d’ambdues marques
H4K20me3 i H3K27me3 en MEFS HPla/- i en MEFS HPla/- on varem
sobreexpressar ectopicament HP1a, per tal de corroborar aquests resultats. Els
resultats obtinguts mostren que la sobreexpressié d’'HP1la 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 HP1a controla
de manera directa I'spreading d’'H4K20me3 i H3K27me3 als focis d’'HPC.
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Figura R3. Efecte directe d’HPla respecte H4K20me3 i d’H3K27me3 a I'HPC A) IF
d’H4K20me3 en cel-lules MEFS HP1a/- sota I'expressié ectdpica d'un vector buit o d’'HP1-RFP. B) IF

d’H3K27me3 a les mateixes cel-lules. C) Quantificaci6é de la intensitat de fluorescéncia relativa de
les IF mostrades en A i B als focis d’HPC ***p<0.001.

1.2. HP1B 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 varem decidir estudiar la relacié
funcional d’aquestes isoformes d’HP1 amb la marca H4K20me3 i amb I'enzim
Suv420h2, responsable de la deposicié 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 coimmunoprecipitacié (colP) en extractes nuclears
enriquits en cromatina insoluble digerida, de Suv420h2 i d'HP10a,B,y taggejat amb
FLAG, mostren una interaccié preferencial de Suv420h2 amb HP1B (Figura R4).
Per tant, sota condicions estrictes en extractes nuclears enriquits amb cromatina
digerida insoluble podem observar una unid especifica de Suv420h2 i d’'HP18, tot i
que també es detecta interacci6 amb HP1la en aquestes condicions. Aquesta colP
s’ha realitat amb HP1a,B,y taggejat amb FLAG que per tal de minimitzar 'efecte de
I'ts d’anticossos diferents per detectar les isoformes d’HP1 i poder comparar el
grau d’interacci6 entre elles.
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Figura R4. Interaccié preferencial de Suv420h2 i HP1B en extractes nuclears enriquits en
cromatina. Interaccié entre Suv420h2-HA i les isoformes FLAG-HP1 a partir d’experiments de colP
amb reina HA en cél-lules HEK293F.

Amb l'objectiu de comprovar si la interacci6é preferencial entre Suv420h2 i
HP1 tenia lloc a les regions d’"HPC varem realitzar experiments in vivo de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre Suv420h2 i les isoformes d’HP1.
Aquesta técnica es basa en la transferéncia d’energia entre fluorofors, que en el
nostre cas son EGFP i RFP, emprant la proteina de fusi6 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 transferéncia d’energia a I'acceptor a
diferents temps. La transferéncia d’energia només pot passar quan les dues
proteines es troben molt properes, a una distancia inferior a 10nm, distancia prou
curta per que les interaccions moleculars succeeixin (Figura R5A). Per tal de posar
a punt aquesta técnica s’han d’efectuar controls negatius de FRET utilitzant només
la proteina donadora, Suv420h2-EGPF, o utilitzant una proteina donadora que
s'uneixi a la cromatina perod que no interaccioni, com SirT6-EGFP i la proteina
acceptora HP1-RFP (Figures R5B i C). A partir de les observacions de FRET entre
Suv420h2 i les isoformes d’HP1, podem confirmar la unié preferencial de
Suv420h2 amb HP1pB als focis d’'HPC in vivo en comparaci6 amb HPla i HP1ly
(Figures R5D i E). De manera que aquests resultats semblen indicar una relacid
més estreta entre Suv420h2 i HP1B, que respecte les altres isoformes. Tal i com he
comentat, HP1 té un paper en el reclutament de proteines essencials per la
formacié d’aquesta, com és el cas de Suv420h2. El fet que la isoforma HP1B
interactui preferencialment amb Suv420h2 als focis de 'HPC, podria indicar que
aquesta isoforma és la que es troba més implicada al reclutament de Suv420h2 a
les regions d’"HPC per la formacié d’'una fibra de cromatina compacta, tal i com
havia estat suggerit préviament (Grewal et al, 2015).
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mecanisme de funcionament del FRET (Xu et al, 2013). B) Controls negatius de FRET utilitzant la
molécula donadora Suv420h2-EGFP i la molécula donadora SirT6-EGFP que no interacciona amb
HP1 als focis d’HPC en NIH3T3. C) Quantificacié6 de n=3 de la intensitat de fluorescencia relativa
dels experiments de FRET com a B. D) FRET de Suv420h2-EGFP i d'HP1-RFP als focis d’'HPC en
NIH3T3. E) Quantificacié de la intensitat de fluorescéncia relativa dels experiments de FRET
mostrats a D.

Per tal d’estudiar si les isoformes d’'HP1 modulen la dinamica 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-laboracié amb el laboratori de la Dra.
Lourdes Serrano. Els experiments de FRAP consisteixen en fotodestruir la regié
d’interes, que en el nostre cas son els focis d’HPC, i mitjancant la recuperacio de la
intensitat de EGFP a aquesta regi6 es pot quantificar el temps mitja d’'intercanvi de
Suv420h2-EGFP, la fraccié mobil i la fraccié immobil (Figura R6A). Els experiments
de FRAP es van realitzar en les MEFS WT, HP1a/-, HP1B/- i HP1y/- on es va
estudiar la dinamica de Suv420h2-EFGFP als focis d’"HPC. Els resultats mostren que
la pérdua d’'HP1B, disminueix el recanvi de Suv420h2 a ’'HPC i no altera la fraccié
mobil, mentre que la perdua d’'HP1a, augmenta l'intercanvi de Suv420h2 a I'HPC
en comparacio amb les cel-lules WT. La pérdua d’"HP1y produeix un efecte intermig
(Figura R6B i C). La disminucié de l'intercanvi de Suv420h2 associat a la perdua
d’HP1B contrasta amb l'increment de I'intercanvi associat amb la pérdua d’HP1a,
indicant un paper antagonista d’HP1a i d'HP1B en el control de la dinamica de
Suv420h2. Tenint en compte el conjunt de resultats obtinguts, suggerim que
probablement HP1p tingui un efecte més directe en la dinamica de Suv420h2. Una
vinculacié funcional estreta entre HP1B i Suv420h2 podria també explicar la
disminuci6 dels nivells dH4K20me3 observat en les MEFS HP1B-/-.
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Figura R6. Modulacié de la dinamica de Suv420h2 especifica d’isoforma d’HP1 in vivo a
I’'HPC. A) Esquema del mecanisme de funcionament de FRAP. B) Intensitat de fluorescéncia relativa
dels experiments de FRAP als foci d'HPC de Suv420h2-EGFP en MEFS WT i HP1a, B i y KO. C)
Quantificacié dels analisis de FRAP mostrats en B del temps mitja d'intercanvi de Suv420h2-EGFP
(Suv420h2 t1/2) i de la fraccié mobil (Suv420h2 Mobile) *<0.05, **<0.01 ***p<0.001.

En aquest punt, varem voler obtenir suport bioquimic de la relacié entre les
isoformes d’HP1 i H4K20me3. Per aquest motiu vam portar a terme experiments
de purificacié per afinitat d’hemaglutina (HA) de les isoformes HA-HP1a,(,y.
Aquests assaigs han estat realitzats a partir de la transfeccié6 d’ HA-HP1a,3,y en
cél-lules HEK293F, es digereix la cromatina de la fraccié nuclear amb benzonasa i
es duu a terme la purificacié per afinitat utilitzant reina HA. Aquestes experiments
mostren que la cromatina que immunoprecipita la isoforma HP1 esh enriquida
en H4K20me3 en comparacié amb HP1la i 3, mentre que H3K9me3 es detecta a
nivells similars amb les tres isoformes (Figura R7A i B). Aixi doncs, aquests
resultats donen suport a la vinculacié funcional d'HP1B amb Suv420h2, ja que la
cromatina que immunoprecipita sembla estar enriquida en H4K20me3.
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Figura R7. HP1p s’associa amb cromatina enriquida amb H4K20me3. A) Nivells
d’H4K20me3/H4 i d'H3K9me3/H3 de la purificacid per afinitat d’'HA de HA-HP1q,B,y en extractes
cromatinics de HEK293F. B) Quantificacié de n=3 experiments com en A i representacid relativa a
HPla *<0.05, ***p<0.001.

A continuacié vam estudiar la capacitat de cada isoforma per unir-se
directament a H4K20me3 en comparaci6 amb H3K9me3 en experiments de
peptide pull-down utilitzant fraccions nuclears que contenen les isoformes d’HP1
marcades amb HA. Per realitzar aquests experiments varem transfectar cel-lules
HEK293F amb HA-HP1a,B iy, a continuaci6 obtinguérem els extractes nuclears i es
duu a terme el peptide pull-down a partir de la utilitzacié6 de reina H3K9me3 o
H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada. Els pull-down han estat realitzats
sota dos condicions diferents, en la primera s’ha utilitzat el tampé Dignam que és
un tampo suau, i en la segona el tampé RIPA que és molt astringent. En la primera
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condici6, amb tamp6 Dignam, vam observar que les tres isoformes d’'HP1 s’unien
fortament al peptid H3K9me3 pero que només HP1p s’unia al peptid H4K20me3.
En canvi en la segona condicid, amb tamp6 RIPA, nomeés varem observar que les
tres isoformes d’HP1 s’unien al peptid H3K9me3. La uni6 d’HP1B a H4K20me3
sembla ser més labil que la unié6 a H3K9me3, ja que en condicions fortament
astringents queda abolida (Figura R8). Aquests resultats suggereixen que HP1p
uneix H4K20me3.
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HA-HP1a, B, v Extract

Peptide Pulldown

| Unm K9me3 Unm K20me3
HP1-HA o B v afByapyapyaopy

Dignam P- bs -
RIPA | | [ — m ,

a-HA

Figura R8. HP1B presenta major afinitat d'uni6 per H4K20me3. Pull-down
d’H3K9me3/H4K20me3-estreptavidina-agarosa-biotinilada en extractes nuclears de HEK293F que
contenen HA-HP1a, B, y obtinguts en condicions suaus (Dignam) i en condicions astringents (RIPA).

A continuaci6, per comprovar aquesta relaci6 especifica entre H4K20me3 i
HP1B vam realitzar experiments de reCHIP de les isoformes d’HP1 endogenes
(primer CHIP) i d’'H3K9me3 o H4K20me3 (segon CHIP) als major satellites de
I'HPC. A partir d’aquesta tecnica, podem estudiar si hi ha co-enriquiment a la
cromatina de dues proteines mitjanc¢ant la realitzacié de dos CHIPs consecutius
contra les nostres dues proteines d’interes. Conseqlientment amb els resultats que
haviem obtingut, els experiments de reCHIP mostren que el ratio
H4K20me3/H3K9me3 en el cas del reCHIP d’HP1p és significativament major que
en el cas dHPla i y (Figura R9). Aquests resultats indiquen que hi ha més co-
enriquiment d’'H4K20me3 i HP1B als major satellites que d’'H4K20me3 i les altres
isoformes d’'HP1. Per tant, H4K20me3 sembla estar més vinculat amb la isoforma
HP1B a nivell de foci d’'HPC. Mentre que, la isoforma HP1ly és la que presenta
menor co-enriquiment amb H4K20me3 a aquestes regions.
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Figura R9. Enriquiment d’'H4K20me3 i HP1B a major satellites. Experiments de reCHIP de les
isoformes d'HP1 endogenes (1r CHIP) i d’H3K9me3 o H4K20me3 (2n CHIP) als major satellites en
cél-lules NIH3T3. Es mostra el ratio 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-localitzacio entre HP1B i H4K20me3 no és exclusiva de les
regions d’'HPC. A partir d’experiments de sequienciaci6 de CHIP (CHIP-seq) en
cél-lules mare embrionaries de ratoli (ESCs) publicats, varem analitzar la
correlacié de co-localitzacié d’'HP1a o HP1B amb H4K20me3 a tot el genoma, i els
resultats obtinguts confirmen una correlacié més forta entre HP1p i H4K20me3 en
comparacié amb HP1a (Figura R10).
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Figura R10. Correlaci6 de la co-localitzacié d’'HP1a o HP1B amb H4K20me3 a tot el genoma
en ESCs de ratoli. Boxplot del logaritme de reads d'H4K20me3 en regions ocupades per HP1a o
HP1B d’experiments de CHIP-seq publicats préviament.
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1.3. HP1lai CTCF cooperen en I'organitzacio de ’'HPC

La marca H4K20me3 ha estat directament relacionada amb els nivells de
compactacié als focis d’'HPC, de fet és necessaria per a que es doni el correcte
ensamblatge de les fibres de cromatina (Dambacher, 2013; Saksouk et al, 2015).
D’acord amb aixo0, assaigs de compataci6 de la cromatina per digestié amb nucleasa
microccocal per mesurar el grau de compactaci6 associat a la pérdua de les
isoformes d’HP1, van demostrar que la perdua d’'HPla en MEFS indueix una
significant disminuci6 de l'accessibilitat tant a nivell de focis d’"HPC com a nivell
global de la cromatina, indicant per tant un augment de la compatacio.

L’efecte diferencial de la perdua d’HPla sobre H4K20me3 i sobre la
compactacié d’aquestes regions ens va portar a considerar un possible efecte
d’'HP1la sobre el control de les regions flanquejants o boundary elements de
I'heterocromatina pericentromerica. Aquestes elements sén regions que
estableixen els limits entre els diferents dominis cromatinics per tal de mantenir-
les separades i evitar la propagaci6 de I'’heterocromatina per preservar
I'eucromatina adjacent (Arzate-Mejia, 2018). CTCF té un paper molt important a
les regions flanquejants on actua com a regulador principal de I'arquitectura de la
cromatina, definint els limits entre I'eucromatina i '’heterocromatina (Cuddapah et
al, 2009). Ha estat descrit que CTCF s’associa a aquestes regions flanquejants pero
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 vinculacié de CTCF a I'HPC, vam hipotetitzar que HP1a
podia tenir un paper conjuntament amb CTCF en el control de I'spreading de les
marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3, i en organitzaci6 de
I'estructura interna de les regions d’'HPC. Primerament, varem testar les
interaccions entre CTCF i les isoformes d’"HP1 a partir d’experiments de colP d’'HA
en extractes de HEK293F que expressen HA-HP1aq, B iy, per tal de poder comparar
el grau d’interaccié entre elles. Segons les dades obtingudes podem observar que,
CTCF s’uneix especificament a HP1a, pero no a les altres isoformes en les nostres
condicions d’estudi (Figura R11).
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Figura R11. Interaccié de CTCF i HP1a a nivell global. Interaccié entre CTCF-GFP i les isoformes
HA-HP1 a partir d’experiments de colP amb reina HA en extractes de cel-lules H3K293F.

A continuacié vam estudiar si la unié entre CTCF i HP1la tenia lloc a les
regions d’HPC in vivo mitjancant 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 HP1a és major que en cas de les altres isoformes, on arriba a
ser dues vegades major que per CTCF i HP1B (Figures R12A i B). Aquests resultats
semblen indicar que la unié preferencial entre CTCF i la isoforma HP1a té lloc no
només a nivell global si no també a nivell de les regions d’'HPC.
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Figura R12. Interaccié preferencial de CTCF i HP1a in vivo a 'HPC. A) FRET de CTCF-EGFP i

d’HP1-RFP als focis d’'HPC en cél-lules NIH3T3. B) Quantificacié de la intensitat de fluorescéncia

relativa dels experiments de FRET mostrats en A **p<0.01.
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Per tal d’estudiar si la perdua de les isoformes d’'HP1 produia algun canvi en
la localitzacié de CTCF, varem dur a terme experiments d'IF de CTCF-EGFP en
MEFS HP1 WT, MEFS HP1a/-, B/-iy/-. Els resultats obtinguts mostren que CTCF és
significativament més escas als focis dHPC a les MEFS HP1a™ (Figura R13),
suggerint que HP1a es troba directament relacionada amb la localitzacié de CTCF a
les regions d’'HPC. De manera contraria, la pérdua d’HP1B indueix, en un 45% de
les cel-lules analitzades, un enriquiment fortament pronunciat de CTCF a les
regions d’'HPC, el que suggereix que la perdua d’"HP1p produeix una propagacié de
CTCF més enlla dels seus llocs de localitzacié habituals. Aquests resultats doncs,
donen suport al paper antagonista d’'HP1a i d’"HP1p a les regions d’"HPC.
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Figura R13. Paper de les isoformes d’HP1 en la localitzaci6 de CTCF. IF de CTCF-EGPF als nuclis
de les MEFS WT i HP1 KO.
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Aquest enriquiment tant pronunciat de CTCF a les regions d’HPC associat a la
perdua d’'HP1B en MEFS, correlaciona amb un augment global dels nivells de
proteina CTCF a aquestes mateixes cel-lules en experiments de WB (Figura R14),
sense alteraci6 de la seva expressio genica. Aquesta observaci6é concorda amb una
propagacié de CTCF més enlla dels seus llocs de localitzaci6 en les MEFS HP1B-/, i
el fet de que no es vegin canvis en la seva expressio génica pot portar a pensar que
aquest augment dels nivells de CTCF podria ser degut a canvis en la estabilitzaci6
de la proteina.
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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 I'objectiu de corroborar el paper de les isoformes d’HP1 en la deposicio
de CTCF varem realitzar CHIPs de CTCF a les MEFS HP1 WT, MEFS HP1a/-,3-/-iy-/-.
Conseqiientment vam observar que, tot i que els nivells de CTCF als major satellites
de 'HPC semblen molt baixos a les cel-lules WT, a/- i y/, es va detectar un
enriquiment significatiu, de més de set vegades, de CTCF a les MEFS HP1B-/-, en
concordanga al que haviem observat en els resultats d’IF. En canvi no es va trobar
enriquiment en minor satellites, que son les seqiiencies repetitives que formen part
de les regions centromeriques (Figura R15A). Addicionalment, es va detectar
enriquiment anormalment alt CTCF a la regié de control d’imprinting H19 (H19-

113



ICR) en les MEFS HP1B-/-, que s6n regions on s’uneix CTCF per duu a terme el seu
paper en el control de I'imprinting. Una altra dada rellevant a aquests estudis és
que, es va detectar CTCF fora del lloc d’'unié a H19-ICR en MEFS HP1B-/-, entre 11 2
kb downstream del lloc d’'uni6 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 céel-lules HPlB'/'(Figura R15A). El
conjunt d’aquestes evidencies corroboren un paper antagonic d'HP1a i dHP1p a la
distribucié de CTCF, on HP1a es trobaria relacionat amb la deposicié de CTCF a les
regions d’'HPC i HP1B tindria un paper més relacionat amb evitar la propagacio
massiva de CTCF a les regions d'HPC i a altres regions del genoma.
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Figura R15. Paper de les isoformes d’HP1 a I'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 grafics representen I'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'uni6 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 esta present a I'HPC,
sobretot en absencia d’HP1B. No obstant, la preséncia de CTCF a I'HPC en
condicions normals no s’havia demostrat fins ara d’'una forma convincent. Per
donar suport a les nostres observacions, vam realitzar un analisis detallat de co-
localitzaci6 de la senyal endogena de CTCF a les regions d’'HPC per tal de confirmar
la preséncia de CTCF a aquestes regions (Figura R16). Els resultats obtinguts
d’aquest analisi mostren un coeficient de correlaci6 de Pearson de 0.8, el que indica
que hi ha una correlacié positiva entre CTCF-HPC. Aquests analisis s6n 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 distribuci6 enddgena de CTCF en
cél-lules MEFS WT. L’analisi de correlacié de CTCF i HPC s’ha efectuat mitjangant el coeficient de
correlaci6 de Pearson que dona un valor de 0.8, la a co-localitzaci6 positiva de la senyal de CTCF
amb els focis d’"HPC es mostra en blanc.

Per acabar de completar aquesta part, varem decidir estudiar I'efecte de la
perdua de CTCF sobre les marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3 a
les regions d’'HPC. A partir de shRNA (short hairpin RNA) varem disminuir els
nivells de CTCF, tal i com es mostra a la segiient immunofluorescencia (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 disminucié dels nivells de CTCF sembla no afectar a la localitzaci6 d’'HP1o.
Aixi doncs, mentre que HP1la sembla tenir un paper en la deposicié de CTCF a
I'HPC, els nostres estudis indiquen que CTCF no afecta a la localitzaci6 d’'HP1o.
Mitjancant IF d’'H4K20me3 i d’H3K27me3 en cel-lules NIH3T3 amb shRNA scr o de
CTCF varem observar que, com en el cas de la perdua d’'HP1a, la disminucié de
CTCF indueix un enriquiment significatiu d’'H3K27me3 (2.6 vegades) als focis
d’'HPC. Pero, en aquest cas, no s’observen canvis en els nivells d'H4K20me3 (Figura
R17B). El conjunt de totes aquestes evidencies suggereix que, HP1la tindria un
paper en la deposicié de CTCF a I'HPC, i que ambdues proteines col-laborarien per
tal de definir els dominis cromatinics i organitzar 'HPC.
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Figura R17. Efecte de CTCF respecte H4K20me3 i H3K27me3. A) IF de CTCF i d'HPla en
cél-lules NIH3T3 shRNAscr, shCTCF#1 i shCTCF#2. B) Quantificaci6 de la intensitat de
fluorescencia relativa de les IF d’'H4K20me3 i d’H3K27me3 als focis d’'HPC en cel-lules NIH3T3
shRNAscr i shCTCF ***p<0.0001.

1.4. H2A.Z interactua preferentment amb HP1p als focis d’'HPC

La variant d’histona H2A.Z és una proteina fonamental a les regions d’"HPC.
S’ha postulat que H2A.Z probablement actui controlant la localitzaci6 d’'HP1a a
aquestes regions d’'HPC i que és per tant, una proteina necessaria pel correcte
assemblatge de la cromatina (Pusarla & Bhargava, 2005; Matsuda et al, 2010). En
suport a aixo, la deleci6 d’"H2A.Z.1 redueix la unié d’'HP1a a ’ADN tant a les regions
pericentriques com a les centromeriques (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 formaci6 dels limits cromatinics per prevenir la propagacio ectopica
de 'heterocromatina (Meneghini et al, 2003). Un estudi molt recent descriu que,
H2A.Z regula el desempaquetament dels nucleosomes i la unié de CTCF a aquestes
regions en ESC de ratoli. Els resultats d’aquest estudi mostren que H2A.Z esta
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enriquit als nucleosomes desembolicats en comparacié amb els nucleosomes
canonics, i que podria tenir un paper a la regulacio genica i a la regulacié de la unié
de CTCF mitjancant la modulacié dels estats de desenrotllament dels nucleosomes
(Wen et al, 2020).

A partir d’aquestes evidéncies, vam hipotetitzar que H2A.Z podria trobar-se
implicada en cooperacié amb HP1a i amb CTCF en |'estructura i organitzacio de les
regions d'HPC a partir del control de Ispreading de les marques
heterocromatiniques. Aixi doncs, una possibilitat seria que H2A.Z controlés la
localitzaci6 d’'HP1a a les regions d’'HPC tal i com han descrit estudis previs. HP1a a
la seva vegada controlaria la localitzacié de CTCF a I'HPC, i d’aquesta manera
controlarien l'organitzacié de la cromatina com suggereixen els nostres estudis. A
més a més, podria ser que H2A.Z també tingués un paper a la regulacié de la
localitzacié 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 comencar a aprofundir en la relaci6 de les isoformes d’'HP1 amb la
variant d’histona H2A.Z, varem decidir estudiar si hi ha havia una interaccié
diferencial entre HP1a,B,y i H2A.Z tant a nivell global com a nivell d’"HPC. Per
estudiar la interaccié a nivell global, varem realitzar experiments de colP utilitzant
reina HA de HA- HP1a, 3 i y sobreexpressat per tal de poder comparar el grau
d’interacciéo entre isoformes, i d'H2A.Z-GFP en extractes nuclears de ceél-lules
HEK293F. Els resultats obtinguts mostren un major grau d’interaccié d’'H2A.Z amb
HP1B (Figura R18A). Experiments de colP amb reina HA de les isoformes HA-HP1 i
H2A.Z endogen en extractes nuclears de la mateixa linea cel-lular confirmen
aquests resultats on la isoforma que més interacciona amb H2A.Z és HP1B, i en
menor mesura HP1y i HP1a (Figura R18B).
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Figura R18. Interaccié preferencial d’H2A.Z i HP1B en extractes nuclears. A) Interacci6 entre
H2A.Z-GFP i les isoformes HA-HP1 a partir d’experiments de colP amb reina HA en extractes
nuclears de cél-lules HEK293F. B) Interacci6 entre H2A.Z enddgen i les isoformes HA-HP1 a partir
d’experiments de colP com a A.
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També varem realitzar experiments de colP de les isoformes d’HP1
endogenes i d’'H2A.Z endogen utilitzant reina crosslincada amb anticos H2A.Z en
extractes nuclears de cel-lules H3K293F, per tal de comprovar si érem capacos de
detectar la interaccié de les proteines endogenes. A partir dels resultats obtinguts
podem observar que H2A.Z mostra una clara interaccié6 amb HP1B i amb HP1y, i
sembla interaccionar també amb HP1la, confirmant que aquestes interaccions
tenen lloc també a nivell endogen. Pero en aquest cas, no podem ser categorics
amb el grau d’interaccio entre elles degut a la utilitzaci6 de diferents anticossos per
detectar les isoformes d’'HP1 (Figura R19). Aquest conjunt d’observacions
suggereixen que H2A.Z interacciona preferencialment amb HP1p a nivell global.
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Figura R19. Interaccié endogena d’H2A.Z amb les isoformes d’HP1 en extractes nuclears.
Experiments de colP amb reina crosslincada amb H2A.Z d’ H2A.Z i les isoformes d’HP1 a extractes
nuclears de cel-lules HEK293F.

Amb l'objectiu de comprovar si la interacci6 preferencial entre H2A.Z i HP1B
tenia lloc a les regions d’"HPC varem realitzar experiments in vivo de FRET entre
H2A.Z i les isoformes d’HP1 als focis de 'HPC en cél-lules NIH3T3. Per realitzar
aquests experiments de FRET varem 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 HP1B és major que en cas de les altres
isoformes (Figures R2Z0A i B). Aquests resultats semblen indicar que la uni6
preferencial d’'H2A.Z i la isoforma HP1 té lloc no només a nivell global si no també
anivell de les regions d’"HPC.
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Figura R20. Interacci6 preferencial d’'H2A.Z i HP1 in vivo a 'HPC. A) FRET d’"H2A.Z-EGFP i
d’HP1-RFP als focis d’'HPC en cél-lules NIH3T3. B) Quantificaci6 de la intensitat de fluorescéncia
relativa dels experiments de FRET mostrats en D **p<0.01.

Per confirmar la interaccié preferencial d’'H2A.Z i HP1( a les regions d’"HPC,
vam realitzar experiments de reCHIP d’'H2A.Z endogen (primer CHIP) i de les
isoformes sobreexpressades HA-HP1 (segon CHIP) per estudiar el seu enriquiment
als major satellites de I'HPC. Conseqiientment amb els resultats obtinguts
mitjancant FRET, els experiments de reCHIP mostren que hi ha un enriquiment
d’'HP1B i H2A.Z als major satellites de 'PCH (Figura R21A). Com a control de
I'especificitat de l'’enriquiment d’'HP1B i H2A.Z, s’ha realitzat reCHIP d’H2A
endogen (primer CHIP) i de les isoformes sobreexpressades HA-HP1 (segon CHIP)
i els resultats mostren que la histona canonica H2A es troba més enriquida
juntament amb HP1a a major satellites de 'HPC, corroborant 'especificitat d’HP1f
i d'H2A.Z a aquestes regions (Figura R21B). Aquests resultats corroboren doncs, la
unié preferencial d’"H2A.Z amb HP1p a les regions d’"HPC.
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Figura R21. Enriquiment d’H2A.Z i HP1B a major satellites de I'HPC. Experiments de reCHIP (A)
d’H2A.Z endogen o (B) d’'H2A (primer CHIP) i de les isoformes sobreexpressades HA-HP1 (2n
CHIP) als major satellites en cél-lules NIH3T3 *p<0.01.

1.5. HP1a controla la propagacio d’H2A.Z als focis d’"HPC

Llavors varem decidir estudiar si la pérdua de les isoformes d’HP1 produia
canvis en la localitzaci6 d'H2A.Z a les regions d'HPC, per veure si estaven
implicades en el control de la seva localitzaci6. Aixi doncs, vam dur a terme
experiments d'IF d'H2A.Z-EGFP sobreexpressat en MEFS HP1 WT, MEFS HP1a /-, 3
/-iy/-. Els resultats obtinguts mostren un enriquiment d’"H2A.Z als focis de 'HPC a
les MEFS HP1a/- en comparaci6é amb les cel-lules WT, similar al que es va observar
en el cas d’H4K20me3 i d’'H3K27me3 en aquesta mateixa linea cel-lular (Figura
R22).
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Figura R22. La pérdua d’HP1a indueix un enriquiment d’H2A.Z sobreexpressat a I'HPC. IF
d’'H2A.Z-EGFP en els nuclis de les MEFS HP1 WT, HP1a /-, B-/-iy-/-.

Varem passar a estudiar la localitzacié endogena 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 HP1a/-, pero en aquest cas les diferencies sén
més petites. Tot i aixi, al grafic es mostra la quantificacié d’"H2A.Z als focis d’PCH en
les diferents linees cel-lulars i podem veure que les diferencies s6n molt
reproduibles i per tant, significatives (Figura R23B).
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Figura R23. La pérdua d’HP1a indueix un enriquiment d’'H2A.Z endogen a ’'HPC. A) IF d’'H2A.Z
en els nuclis de les MEFS HP1 WT, HP1a/+, B/- i y/- . B) Grafic que mostra la quantificacié dels
nivells de fluorescencia relativa d'H2A.Z als focis d’'HPC en les MEFS HP1 WT i KO. Es van analitzar
20 cel-lules de cada condicié ****p<0.0001.

Amb la finalitat de confirmar I’enriquiment d'H2A.Z endogen a les regions
d’HPC associats a la perdua de la isoforma HP1a, varem realitzar experiments de
CHIP d’H2A.Z a les MEFS d’HP1. Conseqiientment, les dades obtingudes mostren
un enriquiment important d’'H2A.Z als major satellites de 'HPC en les MEFS HP1a/-
(2.1 vegades) en comparaci6 amb les cel-lules WT, i també s’observa un
enriquiment suau en les MEFS HP1y”/- (Figura R24). Aquests resultats doncs,
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suggereixen el paper d’'HP1la en el control de la propagaci6 d’'H2A.Z als focis de
I’'HPC, mostrant un paral-lelisme amb |'observat amb H4K20me3 i H3K27me3.
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Figura R24. Paper d’HP1a en I'enriquiment d’H2A.Z a I'HPC. CHIP d’'H2A.Z als major satellites de
I'HPC en les a les MEFS HP1la/, B/-iy/. *p<0.05, **p<0.01.

Per tal de demostrar que I'efecte d’'HP1a respecte I'enriquiment d’'H2A.Z era
directe varem realitzar experiments d’'IF d’'H2A.Z a les linees cel-lulars MEFS HP1a-
/-(KO), noKO i reKO. Els resultats d’aquests experiments mostren que, tal com
esperavem, la re-expressio d’'HP1a endogen a les cel-lules noKO restaura els nivells
basals d’'H2A.Z als focis d’'HPC. Mentre que, la re-delecié d'HP1a a les cel-lules reKO
torna a induir l'enriquiment d’H2A.Z als focis d’'HPC (Figura R25A). El grafic
mostra la quantificacié dels nivells de fluorescencia relativa d'H2A.Z als focis d"HPC
en les tres linees cel-lulars (Figura R25B). El conjunt d’aquests experiments
demostren que HP1a controla de manera directa 'enriquiment d’'H2A.Z als focis
d’'HPC i que per tant, sembla estar implicada en el control de la propagacié
d’aquest, tal i com haviem vist per H4K20me3 i H3K27me3.

122



A)

DAPI H2AZ-555 HPla-488

KO HP1ax

NO KD HP1a

RE KO HP1ax

B)

H2AZ guantification at HPC foci

- - s
B - b -~ s
i

3 KO nokO reko

Figura R25. HP1a controla de manera directa I'enriquiment d’H2A.Z a I’'HPC. A) [F d’'H2A.Z en
les cél-lules HP1a KO, noKO i reKO. B) Quantificaci6 de la intensitat de fluorescéncia relativa de les

IF mostrades en A als focis d’HPC. Han estat analitzades 15 cél-lules de cada condicio, **p<0.01,
***p<0.001.

1.6. H2A.Z col-labora en el control de I'organitzaci6 de I'HPC

A continuaci6 varem estudiar si H2A.Z controlava la localitzaci6 d’HP1la 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
localitzaci6 de CTCF a I'HPC, o bé directament mitjancant el control del
desenrotllament dels nucleosomes com s’havia descrit recentment a les regions
flanquejants (Wen et al, 020). Aixi doncs, H2A.Z col-laboraria juntament amb HP1a
i amb CTCF en el control de I'spreading de les marques heterocromatiniques i en el
'organitzacié de I'estructura de d’"HPC.
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Amb l'objectiu de comprovar si la perdua d’H2A.Z produia canvis en la
localitzacié d’'HP1a i de CTCF a ’'HPC, varem realitzar CHIP endogen d’'HP1a i de
CTCF en cel-lules NIH3T3 transfectades amb un siRNA (small interferint RNA) scr i
d’'H2A.Z (Figura R26A). Degut al baix nombre de cél-lules de les que desponiem per
I'ts dels siRNA, aquests CHIPs han estat realitzats a partir d’'un Kit especific de
CHIP per LowCells tal i com es detalla a I'apartat de materials i meétodes.
Malauradament no vam aconseguir obtenir resultats del CHIP d'HPla,
probablement degut a una baixa compatibilitat del Kit de CHIP fet servir amb
I'anticos d’'HP1a. Aquests resultats ens haguessin donat una visié més complerta a
I'hora d’analitzar els resultats, pero tot i aixi s’estan realitzant experiments en
aquesta direccio6 per tal de desxifrar si H2A.Z té un paper en la localitzaci6 d'HP1a
en les regions d’"HPC. Respecte el CHIP de CTCF, observem uns resultats diferents
als que ens haguéssim imaginat on la pérdua d’H2A.Z sembla produir un
enriquiment de CTCF a major satellites suggerint no tant un paper d’'H2A.Z a la
regulaci6 de la deposicié de CTCF a I’'HPC si no més bé un paper al control de la
propagacié de CTCF a aquestes regions (Figura R26B). Per tal de corroborar
I'efecte d’'H2A.Z en la localitzaci6 d’'HP1la i de CTCF, s’estan posant a punt IF
d’aquestes dues proteines en les NIH3T3 transfectades amb siRNA scr i d’H2A.Z
per acabar de tenir una idea més clara. Encara pero, queda molt per aprofundir en
la relaci6 d’aquestes tres proteines H2A.Z, HPla i CTCF a les regions
pericentriques.
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Figura R26. H2A.Z a la localitzaci6 de CTCF a 'HPC. A) WB d’H2A.Z en NIH3T3 amb siRNA scr i
d’H2A.Z on s’ha carregat dues quantitats creixents de proteina total. B) CHIP de CTCF als major
satellites de I'HPC en cél-lules NIH3T3T siRNA scr i siRNA H2A.Z n=4 experiments independents
*

p<0.05.

Per tal d’estudiar si H2A.Z, com HP1a i CTCF, esta implicat en el control de la
propagacié de les marques heterocromatiniques a I’'HPC varem realitzar CHIP de
les marques associades a I'’heterocromatina H4K20me3, H3K27me3 i H3K9me3, i
de la marca relacionada amb activacié de la transcripci6 H4K3me3 com a control a
les linees cel-lulars NIH3T3 transfectades amb siRNA scr i d’'H2A.Z. A la segiient
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figura podem veure que la baixada d’'H2A.Z produeix un enriquiment de les
marques especifiques d’heterocromatina H4K20me3 (Figura R27A), H3K27me3
(Figura R27B) i H3K9me3 (Figura R27C) a major satellites de 'HPC. Cosa que no
succeeix en marques no relacionades a ’heterocromatina com H3K4me3 (Figura
R27D). Aquests resultats suggereixen que la baixada d’'H2A.Z, produeix també
I'spreading de I'PCH similar al que passava amb la perdua d’HPi, pero en el cas
d’H2A.Z no només es va observar la propagaci6 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 relacié d’'H2A.Z respecte HP1la 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 propagacié i de I'organitzaci6é de les regions
d’'HPC.
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Figura R27. H2A.Z col-labora al control de I'spreading de 'HPC. A) CHIP d’H4K20me3 als major
satellites en cel-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. Laperdua d’HP1a indueix hipercompactacio in vivo de 'HPC

La marca H4K20me3 es troba relaciona directament amb els nivells de
compactacié de les regions d’'HPC (Hahn et al, 2013). D’altra banda, hem vist que
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perdua d’'HP1la produeix la propagacié d’'H4K20me3 a aquestes regions. Per tant,
un aspecte interessant era estudiar si es produien canvis en els nivells de
compactacié de I'HPC associats a la perdua d’'HP1a. Assaigs de compataci6 de la
cromatina in vitro realitzats pel grup relacionen la pérdua d’HP1a en MEFS, amb
una significant disminucié de I'accessibilitat tant a nivell d’'HPC com a nivell global
de la cromatina, indicant un augment de la compatacié d’aquestes regions. Mentre
que, la pérdua d’HP1B i en menor mesura d’HP1y, induia un suau increment de
l'accessibilitat.

A partir d’aquestes observacions ens vam adrecar a estudiar si la perdua
d’HP1a induia un augment de la compactaci6 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 tecnica proporciona una elevada
resoluci6 tant temporal (nanosegons) com espacial (nanometres), i ens va
permetre mesurar el grau de compactacié als focis d’'HPC en cel-lules vives a
I'expressar la histona H2B fusionada a dos fluorofors diferents, GFP i RFP. Aixi
doncs, una major compactacié6 de la cromatina correlaciona amb una major
eficiencia de FRET entre H2B-GFP (proteina donadora) i H2B-RFP (proteina
acceptora), el que resulta en una vida mitja més baixa de la molécula donadora
H2B-GFP (FLIM) (Lleres et al, 2009) (Figura 28A). Els analisis obtinguts de FLIM-
FRET demostren que la pérdua d’'HP1a produeix una disminucié en la vida mitja
del GFP com a conseqiliencia d'un augment de FRET de 1.8 vegades. De manera
contraria, la perdua d’'HP1p i d’'HP1y no mostraven canvis en la vida mitja de GFP
indicant que no es produeix FRET. Aquests resultats demostren que la perdua
d’HP1la indueix una hipercompactacio in vivo de I'HPC, mentre que la perdua
d’'HP1B i d’'HP1y sembla produir una disminuci6 de la compactacié a aquestes
regions (Figura R28B i C). Aixi doncs els resultats de FLIM-FRET confirmen els
resultats obtinguts en estudis previs in vitro, i indiquen que HP1a és una proteina
clau en l'organitzacié global de I'HPC a través de la regulacié del seu grau de
compactacio.
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Figura R28. La perdua d’HP1a indueix hipercompactacio in vivo de 'HPC. A) Esquema de la
metodologia del FLIM-FRET utilitzada per I'analisi de compactacié de la cromatina in vivo basat en
la co-expressié d’H2B-GFP i d’H2B-mCherry. Una vida mitja més curta de GFP significa un major
nivell de FRET i una major compactacié de la cromatina. B) FLIM-FRET a les MEFS HP1 WT, MEFS
HP1a/, - i HP1y”". Es mostren imatges de la intensitat del GFP i del promig de vida del fluorofor
GFP. C) Quantificacié relativa de la compactacié de la cromatina (%FLIM-FRET) a les MFFS d’HP1.
*p<0.05, ***p<0.001.

1.8. Anormalitats mitotiques associades a la perdua de les
isoformes d’'HP1

Els nostres resultats indiquen que, a part d'una funcié redundant comu de les
tres isoformes d’'HP1, HP1a i HP1B tenen funcions uniques especifiques d’isoforma
implicades en 'estabilitat del genoma. Per tal de confirmar-ho varem estudiar la
freqiiencia d’anomalies mitotiques en MEFS HP1 WT, HPla/, B/- i y/- en
col-laboraci6 amb el laboratori de la Dra. Lourdes Serrano. Aquests resultats
mostren que les MEFS HP1a/- i 3/- presenten una major freqiiencia d’aberracions
mitotiques en comparacié amb les MEFS HP1 WT i y/-. Les aberracions trobades a
les MEFS HP1a/- eren sorprenentment diferents a les trobades en les MEFS HP1 f3-
/-, mentre que la perdua d’'HP1a va resultar en un augment del nombre de defectes
d’'uni6 merotelica i sintelica, la pérdua d’HP1f va resultar en una augment de la
formacié de fus mitotics multipolars. Curiosament, la perdua d’'HP1y va resultar en
una menor freqiiencia d’aberracions mitotiques, que eren una barreja de les
trobades en les MEFS HPla/- i B/, el que indica que comparteix alguna
redundancia amb les altres isoformes (Figura R29A i B). De manera que, aquests
resultats corroboren que HP1a i HP1B tenen funcions especifiques implicades a
I'estabilitat del genoma.
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Figura R29. Anormalitats mitotiques associades a la pérdua de les isoformes d’'HP1. A) IF
representatives dels defectes mitotics en les MEFS d’HP1. Es mostra DAPI (blau), marcador de
centromer CREST (verd) i tubulina (vermell). B) Analisi dels defectes mitotics mostrats en A.

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

Estudis previs del grup demostraven que SirT1 té un paper clau en el
manteniment de l'estructura de I'HPC, especialment sota condicions d’estres. En
aquestes condicions, es produeix un increment dels nivells de SirT1, que
interacciona amb Suv39h1l i l'estabilitza incrementant la seva vida mitjana i
augmentant els nivells de proteina. L'increment de la disponibilitat de Suv39h1 en
el nucli, s’associa amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat a 'HPC,
assegurant el manteniment d’'H3K9me3 i d’'HP1, augmentant aixi la protecci6
genomica a les regions d’PCH. Aixi doncs, la pérdua de SirT1 en MEFS es
relacionava amb nivells més baixos de Suv39hl i amb una deslocalitzacio
d’'H3K9me3 i d’'HP1 a les regions d’HPC, que conduia a inestabilitat genomica,
defectes en la segregaci6 cromosomica i aneuploidies (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 I'HPC. Sorprenentment,
I'addicional perdua de PARP-1 en MEFS rescata la localitzacié d’'H3K9me3 i d’'HP1
observada a les cel-lules WT i el fenotip mitotic normal (El Ramy et al, 2009). Pero
tot i haver-se descrit aquesta relacié funcional, encara no es coneix el mecanisme
d’acci6 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 SirT1l i PARP-1 respecte
H3K9me3 a I’'HPC
Tal i com he mencionat, estudis previs a partir d'IF mostraven que la pérdua
de SirT1 en MEFS produeix una localitzacié anormal d’H3K9me3 als focis de 'HPC,
pero que l'addicional perdua de PARP-1 en un al-lel o en ambdés rescatava la
localitzaci6 d’H3K9me3 observada a les cel-lules WT (El ramy et al, 2009).
Primerament, amb la finalitat de confirmar aquestes observacions, varem 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
deslocalitzacié al patré d’'H3K9me3 als focis d’HPC en comparaci6é amb les cél-lules
WT, mentre que I'addicional perdua de PARP-1 rescata la localitzacié d'H3K9me3

als focis d’"HPC. La perdua de PARP-1 per si sol no sembla produir cap efecte
(Figura R30B). Aixi doncs, aquests resultats confirmen I'antagonisme funcional de

SirT1 i PARP-1 respecte el control d'H3K9me3 a ’'HPC.
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Figura R30. Antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 a ’'HPC. A) WB de
SirT1 en les MEFS WT i PARP-1-/- amb shRNA scr i de SirT1. B) IF d’'H3K9me3 en les cel-lules
mostrades en A.

2.2. SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagonica els nivells de
Suv39hil

En funcié d’aquests resultats, vam hipotetitzar que 'antagonisme funcional
de SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 podria ser degut a una regulacié per part
d’aquestes dues proteines envers Suv39h1, ja que I'efecte de SirT1 sobre H3K9me3
a les regions d’HPC té lloc a través de Suv39h1. Per tal d’esbrinar si I'antagonisme
d’aquestes dues proteines respecte H3K9me3 succeia envers Suv39hl, vam
realitzar experiments de sobreexpressié de Suv39h1, SirT1 i PARP1 en dues linies
cel-lulars, en HEK293F i en NIH3T3. Aquests experiments mostren que la
sobreexpressid de SirT1 produeix un increment en els nivells de Suv39hl,
resultats que ja havien sigut observats pel nostre grup, perd a més a més,
observem que I'addicional sobreexpressio de PARP-1 neutralitza aquest increment
de Suv39h1 causat per SirT1. La sobreexpressié de PARP-1 sol no sembla produir
cap efecte significatiu en els nivells de Suv39h1l (Figura R31A i B). Aquestes
resultats doncs, indiquen que SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagonica els
nivells de Suv39h1, SirT1 té un paper a l'estabilitzacié i augment dels nivells de
Suv39h1l, mentre que PARP-1 sembla tenir un paper compensatori d’aquest
increment causat per SirT1. Aix{ doncs, I'antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1
respecte H3K9me3 sembla ser degut a la regulaci6 per part d’aquestes dues
proteines dels nivells de Suv39h1, 'HMT responsable de I'establiment d’H3K9me3
ales regions d’"HPC.
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Figura R31. SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagonica els nivells de Suv39h1. A) WB de
myc, flag i GFP en cél-lules HEK293F transfectades amb myc-Suv39h1, flag-SirT1 i GFP-PARP-1. Es
mostren dues carregues de la quantitat de proteina total per cada. El grafic indica la quantificacié
dels nivells relatius de myc-Suv39h1l en n=5 experiments independents. B) WB com en A en
cél-lules NIH3T3 **p<0.01, ***p<0.001.

Amb l'objectiu d’aprofundir en la relacié6 de SirT1 i PARP-1 respecte
Suv39h1, varem decidir estudiar els nivells endogens de Suv39h1 per WB en MEFS
WT i SirT1-/-, i en MEFS WT i PARP-1-/-. Es important comentar que les MEFS de
SirT1 de les que desponiem provenen de ratolins amb background genetic
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 s6n menors que a les
cél-lules WT (Figura R32A), tal com esperavem degut a I’efecte estabilitzador de
SirT1. Sorprenentment pero, en les MEFS PARP-1-/- els nivells de Suv39h1 sén
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 relacié funcional entre
SirT1 o PARP1 respecte Suv39h1 és més complicada del que pensavem.
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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 Suv39h1i SirT1 a les MEFS WT i PARP-1-/-.

Per tal d’esbrinar si les diferéncies en els nivells de Suv39h1 que haviem
vist a les MEFS de PARP-1 eren degudes a una diferent transcripci6, varem
estudiar els nivells de mRNA de Suv39h1l a aquestes cel-lules per RT-PCR. Els
resultats obtinguts indiquen que no hi ha diferencies en els nivells de transcripcié
de Suv39hl a les MEFS de SirT1 ni en les de PARP-1 (Figura R33A). Aix0 ens va
portar a pensar que les diferencies en els nivells de Suv39h1 a les MEFS de PARP-1-
/-respecte les WT podien venir donades a una diferent estabilitzacié de la proteina,
tal i com passava a les MEFS de SirT1. Per aquest motiu es van dur a terme estudis
d’estabilitat proteica, on varem tracten les cel-lules amb ciclohexamida (CHX), un
inhibidor de la sintesi proteica, i vam estudiar els nivells de Suv39h1 endogen al
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llarg del temps en les diferents MEFS. En aquests experiments es va corroborar
que en les MEFS WT, Suv39h1l és més estable que a les MEFS SirT1-/-. En
concordang¢a amb els nivells més elevats de Suv39h1 en les cel-lules WT respecte
les PARP1-/-, varem observar que Suv39h1l 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 anticos fiable de Suv39h1
que funcioni per estudiar la localitzaci6 mitjangant IF o l'enriquiment a la
cromatina mitjancant CHIP. En aquest punt, varem decidir crear una nova linea
cel-lular per sobrepassar aquests inconvenients.

A] mRNA Suv39h1 levels
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Figura R33. Transcripcio i estabilitat de Suv39h1 a les MEFS de SirT1 i de PARP-1. A) RT-PCR
dels nivells de transcripcié de Suv39h1 en les MEFS de SirT1 i de PARP-1. B) Experiment de CHX
de Suv39hl a les mateixes cel-lules. Es mostra el temps de vida mitja de Suv39hl a les
corresponents MEFS.

2.3. Generacido del tagging endogen de Suv39h1l en cél-lules
NIH3T3 a partir de la tecnica CRISPR-Cas9

Per poder estudiar I'antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1l en
detall necessitariem poder mirar si aquest antagonisme produeix també canvis a la
localitzacié de Suv39h1 als focis de 'HPC a partir d’IF, o si produeix canvis en
I'enriquiment de Suv39h1 als major satellites de 'HPC a partir de CHIP. Degut a que
avui dia no existeix cap anticos 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 linea
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cel-lular de ratoli que tingués taggejat el gen Suv39hl. Per aquest motiu vam
realitzar un tagging endogen de Suv39h1 amb flag en cel-lules NIH3T3 utilitzant la
tecnica 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 immunitaria adaptativa que
posseien els procariotes per tal de protegir-se de les infeccions per bacteriofags, a
partir del qual reconeixien i tallaven els acids nucleics dels virus invasors. Aquest
sistema procariota es va adaptar per tal de donar lloc a la tecnica CRISPR-Cas9, que
avui dia és una de les tecniques més potents d’edicié del genoma, i que permet tant
'eliminacio de gens, la incorporacié de nous gens o seqiiencies, com 'activacié o la
repressio genica. En el nostre cas varem utilitzar un sistema de dos vectors: un
vector que contenia 'RNA guia (gRNA) i la endonucleasa associada al CRISPR
(Cas9). ElI gRNA és una seqiiencia curta d’'uns 20 nucledtids necessaria per que
s'uneixi la Cas9 i que la direccionara a la seqiiéncia diana genomica a modificar, per
tal que aquesta produeixi un tall a la doble cadena d’ADN. El segon vector conté la
plantilla de reparacié de I’ADN, aquesta plantilla ha de contenir la seqliéncia
homologa upstream i downstream del lloc diana del tall aixi com la seqiiencia a
incorporar. De manera que, quan es produeixi el DSB (doble-strand break), en
<10% dels casos es pot donar la reparacio dirigida per homologia (HDR) utilitzant
la plantilla de reparacié de ’ADN i produir-se 'edicié precisa (Figura R34A). A
partir de la utilitzacié d’aquesta tecnica, finalment hem aconseguit taggejar el gen
Suv39h1 en cel-lules NIH3T3, hem incorporat a la part C-terminal de Suv39h1 una
seqiiencia linker de Gly-Ser per tal de donar flexibilitat i no impedir el correcte
plegament de la proteina, seguit de 3 copies del tag FLAG, seguit d’'un linker P2A
per que es talli el polipeptid per aquesta regid, i finalment d’'un gen de resisténcia a
Neomicina per tal de poder seleccionar les cel-lules taggejades (Figura R34B).
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Figura R34. Generacié del tagging endogen de Suv39h1 en NIH3T3 a partir de la tecnica
CRISPR-Cas9. A) Representacié esquematica del procés de CRISPR-Cas9 per l'obtencié dun

tagging per HDR. B) Representacié esquematica de la seqiiéncia incorporada.

Un cop generada aquesta nova linea cel-lular taggejada per Suv39h1 varem
passar a caracteritzar-la. Primerament, varem realitzar una PCR amb primers que

amplifiquen la part final de Suv39h1l i la seqiiencia incorporada incloent els

3xFLAG utilitzant I’ADN gendmic 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 amplificacié6 d’aquest fragment a la nostra

linea NIH3T3 Suv39h1-FLAG indicant que esta taggejada (Figura R35). No només
aixo si no que per estar segurs de que el gen de Suv39h1 estigués intacte i de que la

seqiiencia s’hagués incorporat correctament, vam amplificar i seqlienciar tots els
exons de Suv39hl i del tagging en aquesta nova linea. A més a més, varem
comprovar tots els possibles off-targets, per assegurar-nos que no hi havia hagut

cap canvi en altres posicions del genoma.
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Figura R35. Caracteritzacié a nivell genomic de la linea cel-lular NIH3T3 Suv39h1-flag

obtinguda mitjanant CRISRP/Cas9. PCR que mostra I'amplificaci6 de la part final del gen Suv39h1
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i de la seqiiéncia incorporada en cél-lules NIH3T3 Suv39h1-flag, NIH3T3 (control negatiu) i vector
PFETCH Donor (control positiu).

Un cop estudiat a nivell genomic, varem passar a comprovar si aquest gen
taggejat es transcrivia. De manera que a partir de I'extraccié de I'RNA i de la sintesi
a cDNA, varem estudiar si hi havia hagut transcripcié6 de Suv39h1-FLAG utilitzant
primers que amplificaven la part final de Suv39h1 i els 3x-FLAG mitjancant RT-
PCR. Els resultats obtinguts mostren que Suv39h1-FLAG es transcriu correctament
(Figura R36).

mRNA Suv39h1-FLAG

*F F

1,2

D T
NIH3T3 NIH3T3 Suv39h1-
flag CRISPR

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

Per tal d’estudiar a nivell de proteina I'expressié de Suv39h1-FLAG, vam
realitzar WB utilitzant anticds de Suv39h1 i de FLAG en cel-lules NIH3T3 com a
control i en les NIH3T3 Suv39h1-FLAG. Els resultats obtinguts utilitzant I'anticos
de Suv39h1 mostren que en la linia NIH3T3 Suv39h1-FLAG no desapareix la banda
endogena de Suv39h1l (50kDa) si no que apareix una nova banda que concorda
amb el pes molecular de Suv39h1 taggejat (Figura R37A), indicant que aquesta
linea cel-lular sembla estar taggejada en un al-lel. Els resultats obtinguts utilitzant
I'anticos 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 linia
cel-lular expressa Suv39h1-FLAG.
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Figura R37. Caracteritzacié a nivell proteic de la linea cel-lular NIH3T3 Suv39h1-FLAG
obtinguda mitjanant CRISRP/Cas9. A) WB de Suv39h1 en cel-lules NIH3T3 i en NIH3T3 Suv39h1-
FLAG. B) WB de flag en les mateixes cél-lules.

No només aix0 si no que també varem comprovar si podiem
immunoprecipitar Suv39h1 en la nostra linia, ja que els anticossos comercials de
Suv39h1 descrits per IP no funcionen del tot bé. Varem realitzar experiments d’'IP
utilitzant reina FLAG en cel-lules NIH3T3 com a control i en la linia NIH3T3
Suv39h1-FLAG. Els resultats obtinguts mostren que ara si podem
immunoprecipitar Suv39h1 de manera senzilla a partir de la utilitzacié de ’anticos
flag (Figura R38).
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Figura R38. IP de flag en cel-lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG. S’ha utilitzat I'anticos de
flag i de Suv39h1 per detectar la proteina immunoprecipitada.

Quan s’incorporen seqliéncies a una proteina, a vegades aquestes poden
afectar al correcte plegament i interferir d’aquesta manera a I'activitat catalitica de
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la proteina. A partir d'un assaig metiltransferasa d’histones in vitro utilitzant la
nostre proteina Suv39h1-FLAG purificada, core histones comercials i el cofactor
SAM varem comprovar que la nostra proteina Suv39h1-FLAG era activa, i que
incrementava els nivells de metilaci6 d’"H3K9me3 (Figura R39).
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Figura R39. La proteina Suv39h1-FLAG és cataliticament activa. Assaig metiltransferasa de la
proteina Suv39h1-flag purificada de les cel-lules NIH3T3 taggejades i com a control positiu proteina
myc-Suv39h1 purificada en NIH3T3 sobreexpressades. S’han utilitzat core histones comercials i el

cofactor SAM per dur a terme 'assaig.

Un dels principals motius pels que varem decidir generar una linia cel-lular
que tingués taggejat Suv39h1 era poder estudiar canvis en la localitzaci6 endogena
de Suv39h1 per tal d’explorar I'antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39hl a
les regions d’'HPC. Per comprovar que a la linia cel-lular NIH3T3 Suv39h1-FLAG
poguéssim estudiar la localitzacié6 de endogena de Suv39hl vam realitzar IF
utilitzant 'anticos flag a aquesta linia i com a control a les NIH3T3. Els resultats
obtinguts de la IF de FLAG mostren que aquesta linia taggejada ens permet
detectar la localitzacié de Suv39h1, que es localitza al nucli, principalment als foci
d’'HPC tal i com esperariem (Figura R40). Aixi que, la linia cel-lular obtinguda on
s’ha taggejat el gen Suv39h1 és un bon model per estudiar la localitzaci6 endogena
de Suv39h1 mitjancant IF de FLAG.
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Figura R40. Les NIH3T3 Suv39h1-FLAG sé6n un bon model per estudiar la localitzaci6
endogena de Suv39h1. IF de flag en les cel-lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG obtingudes per
CRISPR/Cas9.

Un altre dels motius principals pels que voliem taggejar Suv39h1 era per
poder estudiar si es produien canvis en I'enriquiment de Suv39h1l als major
satellites de les regions d’'HPC, deguts a la perdua o expressié ectopica de SirT1 i
PARP-1. Varem realitzar CHIP de FLAG a les ceél-lules NIH3T3 Suv39h1-FLAG i tal i
com s’observa a la segiient figura, es pot chipejar Suv39h1 i el trobem enriquit als
major satellites de I'HPC a la nostra linia, tal i com esperariem (Figura R41). La
linia cel-lular obtinguda per tant, és també un bon model per estudiar enriquiment
endogen de Suv39h1 a la cromatina mitjangant CHIP de FLAG.
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Figura R41. Les NIH3T3 Suv39h1-FLAG sé6n un bon model per estudiar enriquiment endogen
de Suv39h1l a la cromatina. CHIP de flag en les cél-lules NIH3T3 i NIH3T3 Suv39h1-FLAG
obtingudes per CRISPR/Cas9 als major satellites, n=4 experiments independents ****p<0.0001.

Aixi doncs la linia NIH3T3 Suv39h1-FLAG és una eina molt potent que ens
permetra estudiar aspectes que no haguéssim pogut investigar. Un cop generada i
caracteritzada aquesta linia, varem intentar obtenir el KO de SirT1, de PARP-1i el
doble KO pero no vam ser capagos d’obtenir el KO de SirT1. Per aquest motiu
varem decidir utilitzar un shRNA de SirT1 i de PARP-1 per crear les nostres linies
model a través del qual comencar a estudiar en detall la relacié antagonica de
SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 (Figura R42A). D’aquesta manera hem obtingut
les quatre linies 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 relacié de SirT1 i de PARP-1 envers Su39h1 (Figura R42B)
Malauradament, no hem tingut temps d’obtenir resultats encara pero hi ha
experiments en marxa encaminats a estudiar 'antagonisme entre SirT1 i PARP-1,

entre d’altres tenim a punt experiments de WB per comprovar els nivells de
Suv39h1, la seva localitzacié a les regions d’'HPC i I'enriquiment a major satellites a

les nostres linies model.
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Figura R42. Obtencio de les linies cel-lulars model per a I'estudi de 'antagonisme funcional

de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1. A) WB de SirT1 en les linies cel-lulars NIH3T3 scr, shRNA
SirT1#1 i shRNA SirT1#2 i WB de PARP-1 en les linies cel-lulars NIH3T3 scr, sShRNA PARP-1#1 i

shRNA PARP-1#2. B) Representaci6 esquematica de les linies cel-lulars model
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1. PAPER ESPECIFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A LESTRUCTURA I
ORGANITZACIO 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 redundancia funcional d’aquestes proteines en alguns
aspectes concrets. Actualment pero, aquesta perspectiva ha canviat, i han estat
descrites multiples funcions especifiques de les isoformes d’HP1. HP1 és una
proteina estructural fonamental a les regions d’'HPC, pero tot i la seva importancia,
quan es va iniciar aquest projecte la contribucié especifica de les seves isoformes
HP1a, HP1B i HP1y 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 contribuci6
distintiva en l'estructura i organitzaci6 de I'HPC. HP1la sembla tenir un paper
directe en la restriccié de les marques d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3.
El nostre treball suggereix un paper d’aquesta isoforma en l'establiment dels
dominis cromatinics per tal d’evitar la propagaci6 de I’heterocromatina a
I'eucromatina adjacent, en conjuncié amb CTCF i amb H2A.Z. Mentre que HP1
actua de manera contraria 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 dinamica. HP1y sembla tenir un efecte
intermig entre les altres isoformes, el que suggereix una funcié més redundant.
Una de les observacions més sorprenents del nostre treball és que la pérdua
d’HP1a indueix una hipercompactacié de I'HPC, mentre que la perdua d’'HP1 i
d’HP1y sembla produir una disminucié de la compactacié a aquestes regions. Aix{
doncs, els nostres estudis generen diversos resultats que es discuteixen a
continuaci.

1.1. Paper delaisoforma HP1a al’estructura de 'HPC

Els nostres resultats mostren que la perdua de la isoforma HP1a produeix un
enriquiment significatiu de les marques associades a ’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 cel-lules KO d’'HP1a, noKO i reKO i en cel-lules KO
d’'HP1a sobreexpressades ectopicament amb HP1a (Figura R2 i R3) hem vist que la
relacié entre la perdua d’HP1 i I'enriquiment d’aquestes marques és directe. Els
nostres resultats indiquen doncs, que HP1a té un paper directe en la restriccié
d’H4K20me3 i d'H3K27me3 a 'HPC.

A més, el nostre treball indica que la relaci6 entre H4K20me3 i H3K27me3
amb HP1a és diferent. L’augment dels nivells d’H3K27me3, pero no d’H4K20me3,
que vam observar al re-delecionar HP1a a les cel-lules reKO suggereix que la
regulaci6 especifica d’'H4K20me3 es pot restringir a una fase de desenvolupament
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anterior abans de I'especificaci6 del llinatge dels fibroblasts (Figura R2). En suport
a aquesta idea, I'establiment d’'HP1la i d’'H4K20me3 sembla tenir lloc al mateix
moment durant el desenvolupament tarda (Wong-tawan et al, 2011). Altres
estudis suggereixen que HPla 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-expressi6 d’HP1la a les cel-lules KO d’'HP1a
restableix els nivells basals d’H4K20me3, pero la seva re-delecié no produeix cap
efecte clar (Figura R2 i R3).

Hem observat que la perdua d’'HP1a, perd també d’'HP1B i d’'HP1y, produeix
una disminucié d’'H3K9me3 a I'HPC, suggerint d’aquesta manera que les tres
isoformes s6n redundants pel que fa a la deposici6 d’aquesta modificacié
d’histones (Figura R1). Estudis recents del grup mostren que, tot i que les tres
isoformes d’HP1 semblen tenir papers for¢a redundants pel que fa a la deposicié
d’H3K9me3 dependent de Suv39h1 als focis d’'HPC, HP1a i HP1y tenen una relacié
funcional més propera amb Suv39hl en comparacié6 amb HP1B. HP1a i HP1ly
interaccionen preferencialment amb Suv39hl, eviten que Suv39hl es
poliubiquitinitzi per MDM2 i incrementen el recanvi de Suv39h1l a TI'HPC,
assegurant la deposici6 d’'H3K9me3 (Raurell-Vila et al, 2017). Aquests estudis
doncs, podrien explicar que la perdua de cadascuna de les isoformes d’HP1
produeixi una disminuci6é de la deposici6 d’'H3K9me3 similar, ja que la pérdua
d’'una isoforma es podria compensar tot i que no del tot, amb l'actuacié de les
altres. Aquesta hipotesi 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
funcié podria ser compensada per les altres (Brown et al, 2010; Mosch et al, 2011).

Els nostres resultats indiquen que la pérdua d’'HPla 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 cel-lules
deficients en HP1la. Els experiments en les cel-lules KO d’HP1a, noKO i reKO
indiquen que la relaci6 entre la pérdua d’'HP1a i I'enriquiment d’'H2A.Z a I'HPC és
directa, ja que la re-expressié d’'HP1la endogen a les cel-lules noKO restaura els
nivells basals d’'H2A.Z als focis d’HPC i, la re-deleci6 d’HP1a a les cel-lules reKO
torna a induir 'enriquiment d’"H2A.Z als focis d’"HPC (Figura R25).

Un altre aspecte important d’aquest treball és la connexi6 entre HP1a i les
regions flanquejants de I'’heterocromatina pericentromerica. Les nostres dades
mostren la unié preferencial de CTCF i HP1q, respecte les altres isoformes, tant a
nivell global com a les regions d’"HPC (Figura R11 i R12). Addicionalment, els
nostres resultats suggereixen que HPla podria reclutar CTCF a regions
especifiques dins de I'HPC, perque la pérdua d’'HPla produeix una deslocalitzach
significant de CTCF a aquestes regions (Figura R13). Tot i que no varem ser
capacos de detectar CTCF als major satellites de 'HPC per CHIP a les cel-lules WT,
HPla/- i HP1y/-, probablement degut a uns nivells molt baixos de CTCF, els
nostres analisis de co-localitzaci6 de CTCF endogen a les regions d’'HPC (Figura
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R16) ens confirmaven la presencia de CTCF a aquestes regions juntament amb els
analisis de FRET i els estudis de la distribucié de GFP-CTCF. Aquestes evidéncies
son molt rellevants perqueé fins ara aix0 no s’havia demostrat d'una forma
convincent. Aquests analisis s6n 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 disminucié de CTCF a partir
d’experiments amb shRNA de CTCF, sembla no afectar a la localitzaci6 d’'HP1la
(Figura R17). Aixi doncs, mentre que HP1a sembla tenir un paper en la deposicid
de CTCF a I'HPC, els nostres estudis indiquen que CTCF no afecta a la localitzacié
d’'HP1a. Tot i que un estudi ha descrit que en cel-lules humanes, la reduccié de la
unié de vigilina a les repeticions pericentromeriques mediada per CTCF, redueix la
unié6 d’'HP1la als satellites 2 pero no als satellites B (Shen et al, 2014), aquesta
relacié indirecta podria no trobar-se conservada a cél-lules de ratoli. Finalment, els
nostres estudis confirmen que, com en el cas de la pérdua d’'HP1a la disminucié de
CTCF indueix un enriquiment significatiu d’H3K27me3 als focis d’'HPC. Pero, en
aquest cas, no s’‘observen canvis en els nivells d’'H4K20me3 (Figura R17). El
conjunt de les nostres evidencies suggereix que, HP1la tindria un paper en la
deposicié de CTCF a I'HPC, i que ambdues proteines col-laborarien per tal de
definir els dominis cromatinics i organitzar 'HPC.

Estudis previs indiquen que H2A.Z controla la localitzaci6 d’'HPd a les
regions d’'HPC (Pusarla & Bhargava, 2005; Matsuda et al, 2010). I que, H2A.Z és
també important en la regulacié de la unié de CTCF a les regions flanquejants, on
intervé en la formacié dels limits cromatinics (Meneghini et al, 2003; Wen et al,
2020). A partir d’aquestes treballs, varem hipotetitzar que H2A.Z podria trobar-se
implicada en cooperacié amb HP1a i amb CTCF en I'estructura i organitzacio6 de les
regions d’'HPC mitjangant I'establiment de les regions flanquejants per prevenir la
propagacio de les marques heterocromatiniques. Els nostres resultats ens indiquen
que, la pérdua d’'H2A.Z sembla produir un enriquiment de CTCF als major satellites,
suggerint no tant un paper d’'H2A.Z a la deposicié de CTCF a I'HPC si no més bé un
paper al control de la propagacié de CTCF a aquestes regions (Figura R26). Aquests
resultats, son sorprenents tenint en compte els estudis previament publicats.
Malauradament no varem aconseguir obtenir resultats del CHIP d’HPla en
cél-lules amb baixada dels nivells de proteina H2A.Z, probablement degut a una
baixa compatibilitat del kit de CHIP fet servir amb I'anticos HP1a. Aquests resultats
ens haguessin donat una visi6 més complerta a I'’hora d’analitzar els resultats.
Actualment s’estan realitzant experiments en aquesta direcci6 al laboratori per tal
de desxifrar si H2A.Z té un paper a la localitzaci6 d’'HPt a les regions d’HPC.
Encara pero, queda molt per aprofundir a la relaci6 d’aquestes tres proteines
H2A.Z, HP1a i CTCF a les regions pericentriques. Els nostres resultats ens indiquen
que, tot i no estar del tot definida encara la relacié d’'H2A.Z respecte HP1x i CTCF,
aquesta variant d’histona té un paper molt important i complex ja que sembla estar
implicada també al control de la propagacié i de I'organitzaci6 de les regions
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d’HPC. Aixi doncs, la disminucié d’'H2A.Z produeix un enriquiment de les marques
especifiques d’heterocromatina H4K20me3, H3K27me3 i H3K9me3 a I’'HPC pero
no de la marca relacionada amb cromatina activa H3K4me3 (Figura R27). Es
interessant destacar que tot i que sembla haver un paral-lelisme en la propagacié
d’'H4K20me3 i d’H3K27me3 entre la perdua d’H2A.Z i HP1q, en el cas d’H2A.Z
també es produeix la propagaci6 d’H3K9me3. Aix0 suggereix que H2A.Z juga un
paper addicional a la regulaci6 epigenetica de 'HPC independent d’'HP1.

L’analisi complert de totes les nostres dades ens ha permes proposar un
model de regulacié de I'estructura de 'HPC per part de la isoforma HP1a (Figura
D1). Segons el nostre model, HP1a reclutaria CTCF a regions especifiques dins de
I’'HPC. Aquestes dues proteines HP1a i CTCF actuarien en conjunci6é amb H2A.Z en
I'establiment de les regions flanquejants de les regions d’'HPC, establint els limits

2089805
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H3K27me3
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Figura D1. Model proposat per a la regulacié de I'estructura de I'HPC per part dHP1la. HP1a
reclutaria CTCF a regions determinades de I'HPC, aquestes dues proteines en conjuncié amb la
variant d’histona H2A.Z tindrien un paper en l'establiment de les regions flanquejants de I'HPC,
establint els limits entre els diferents dominis cromatinics per tal d’evitar la propagacié de les
marques H4K20me3 i H3K27me3, i de la variant H2A.Z a les regions adjacents.

entre els diferents dominis cromatinics i evitant aixi la propagaci6 de les marques
I’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3, i de la variant d’histona relacionada
amb les regions pericentriques H2A.Z, per tal de preservar 'eucromatina adjacent.
Es important clarificar que aquest paper estabilitzador d’HP1a és dut a terme per
una subpoblacié d’aquesta isoforma. La resta d’HP1la es trobaria a la resta de les
regions d’HPC on tindria un paper redundant amb HP1y i en part amb HP1p.

1.2. Paper de la isoforma HP1B al’estructura de I'HPC

Malgrat la redundancia 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 HP1p té un rol oposat a HP1a pel que fa a I'estructura i organitzacio de 'HPC.
Les nostres dades suggereixen que HP1p actua en oposicié a HP1a pel que fa a la
regulaci6 de les marques H4K20me3 i H3K27me3 als focis d’'HPC, ja que hem vist
que la perdua de la isoforma HP1B produeix una disminucié dels nivells d'ambdues
marques histoniques a I'HPC (Figura R1), de manera contraria a I'observat en el
cas de la perdua d’'HP1a. La relaci6 funcional de les isoformes d’HP1 amb Suv39h1
també dona suport a aquest rol oposat d’'HP1B respecte HP1a (Raurell-Vila et al,
2017).

Els nostres estudis han revelat una vinculacié funcional entre HP1B 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 coimmunoprecipitacié en extractes nuclears enriquits en
cromatina insoluble digerida (Figura R4) i analisis de FRET (Figura R5), mostren
una interaccié preferencial de Suv420h2 amb HP1B a les regions
d’heterocromatina pericentromerica. Esta plenament acceptat que HP1 té un paper
al reclutament de proteines amb diverses activitats enzimatiques essencials per la
formacié de I'HPC com és el cas de Suv420h2, que trimetila H4K20 i promou
d’aquesta manera la formacié d’una fibra de cromatina compacta (Rowbotham et
al, 2011). A més a més, s’havia suggerit que podria ser la isoforma HP1B qui actués
a la deposicié d’aquestes (Grewal et al, 2015; Hiragami-Hamada et al, 2016). El fet
que la isoforma HP1p interactui preferentment amb Suv420h2 als focis de '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 formacié d'una fibra de
cromatina compacta en linia amb les dades publicades, i podria explicar la
disminucié dels nivells d’'H4K20me3 associats a la perdua d’'HP1B. De manera
interessant, els nostres resultats mostren que HP1B modula la dinamica de
Suv420h2 in vivo als focis d’'HPC (Figura R6). La disminucié de l'intercanvi de
Suv420h2 associat a la perdua d’'HP1B contrasta amb l'increment de l'intercanvi
associat amb la perdua d’'HP1a, corroborant un paper antagonista d’'HP1p respecte
d’'HP1la al control de la dinamica de Suv420h2. Tenint en compte els resultats
obtinguts, suggerim que probablement HP1B tingui un efecte més directe en la
dinamica de Suv420h2 degut a la vinculacié funcional més estreta entre HP1p i
Suv420h2.

De manera consistent, hem observat que la cromatina que immunoprecipita
HP1B esta enriquida en H4K20me3 en comparacié6 amb les altres isoformes
(Figura R7) i que HP1p s’uneix als peptids metilats H4K20me3 en condicions de
forca ionica moderada (Dignam) perd no en condicions més astringents (RIPA)
(Figura R8). La unié d’'HP1B a H4K20me3 sembla doncs ser especifica pero labil
(Figura R8). Aquests resultats suggereixen que HP1B té capacitat d'unir-se a
H4K20me3. Un gran nombre de les nostre dades, donen suport a una relacié
funcional directa entre HP1B i Suv420h2/H4K20me3: Primer, hem vist que HP1f
tendeix a localitzar-se amb H4K20me3 als major satellites de 'HPC comparat amb
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les altres isoformes a partir d’experiments de reCHIP (Figura R9). Segon, els
nostres analisi de CHIP-seq mostren una major correlacio a tot el genoma en ESC
entre HP1B i H4K20me3 en comparacié amb HP1a (Figura R10). De manera que,
revelem un vincle entre HP1B i H4K20me3 tant a nivell de foci d’'HPC com a tot el
genoma, que dona suport a la vinculacié funcional d’'HP1p amb Suv420h2.

En suport al paper antagonista d’'HP1la i d’'HP1B a 'organitzacié de I'HPC,
mentre que la pérdua d’'HP1a s’associa amb una deslocalitzacié6 de CTCF a I'HPC,
les nostres dades mostren que la perdua d’'HP1p indueix un enriquiment global de
CTCF en grans regions del genoma incloent els focis d’HPC (Figures R13 i R15),
suggerint aixi un paper d’'HP1f en la restriccié de la localitzacié d’'HP1pB a locus
especifics, i per tant, probablement controlant els limits de la cromatina. Aquest
paper es recolza per les observacions on la pérdua d’HP1B resulta en un
enriquiment de CTCF més enlla dels seus llocs normals de localitzacié.
Concretament, es va detectar CTCF fora del seu lloc d’'uni6 a la regié de control
d’imprinting H19 (H19-ICR), entre 1 i 2 kb downstream del lloc d’'unié 1 d’ H19-ICR
(ICR1) a les MEFS HP1B-/- (Figura R15). Aquest resultat es troba en linia amb un
estudi que suggereix que HP1p pot regular I'imprinting genomic (Singh, 2016). Un
efecte similar es va observar al promotor i a 2kb de distancia, a I'ORF2, dels
elements LINE-L1, on es va detectar un espectacular augment dels nivells de CTCF
a les cel-lules HP1B/- (Figura R15). Degut a que sembla que no hi hagi cap motiu
canonic de CTCF downstream d’H19-ICR1 ni als elements repetitius LINE-L1s, la
propagacié observada de CTCF és poc probable que estigui relacionada amb una
unié directa de CTCF a I’ADN, si no que probablement depengui d’altres factors.
Aquest enriquiment de CTCF a grans regions del genoma observat en les cel-lules
HP1B~/- correlaciona amb un increment global dels nivells de proteina CTCF
(Figura R14), sense alteraci6 de la seva expressido genica. Totes aquestes
evidencies corroboren que HP1a i d’HP1p juguen papers oposats en la distribucié
de CTCF.

Les nostres dades mostren la unié preferencial d’'H2A.Z a HP1B, respecte les
altres isoformes, tant a nivell global (Figures R18 i R19) com a les regions d’"HPC
(Figures R20 i R21). Aixi doncs, aquestes observacions indicarien una vinculacié
entre aquestes dues proteines a nivell estructural dels focis d’"HPC. L’'observacio6 de
que la perdua d’"HP1p indueix un enriquiment global de CTCF a grans regions del
genoma incloent els focis d’'HPC (Figures R13 i R15) i de que la perdua d’'H2A.Z
semblaria produir també un enriquiment de CTCF als major satellites (Figura R26),
suggereix que degut a la vinculacié tant estreta entre les proteines H2A.Z i HP1§,
aquestes podrien actuar juntes en el control de la restriccié de la localitzacié de
CTCF a’'HPC.

Totes aquestes dades juntes ens han permes proposar un model de regulacié
de I'estructura de I'HPC per part de la isoforma HP1B (Figura D2). Segons el nostre
model, HP1p tindria un rol oposat a HP1a pel que fa a la regulacié de I'estructura a
aquestes regions. Aixi doncs, HP1B 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 formaci6 d'una fibra de cromatina compacta.
Conseqiientment, HP1B es trobaria estretament relacionada amb la deposicié
d’H4K20me3 a aquestes regions. A més a més, HP1pB es vincularia amb H2A.Z als
focis de 'HPC, on actuarien en el control de la restriccié de la localitzacié de CTCF
a posicions especifiques del genoma.
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Figura D2. Model proposat per a la regulacié de I'’estructura de I'HPC per part dHP1p. HP1p
tindria un rol oposat a HP1a pel que fa a la regulaci6é de I'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 'HPC per a la formacié d’'una fibra de cromatina
compacta. A la seva vegada, HP1B es vincularia amb H2A.Z, on actuarien en el control de la
localitzacié de CTCF a determinades posicions especifiques al genoma.

1.3. Paper de la isoforma HP1y al’estructura de I'HPC

Els nostres estudis indiquen que HP1y té un paper a mig cami a les altres
dues isoformes, el que suggereix una funcié més redundant. Les nostres dades
indiquen que la pérdua HP1y produeix una disminucid dels nivells d’H4K20me3 i
H3K27me3 als focis d’"HPC similar I'observat en el cas d’HP1B (Figura R1). Mentre
que, respecte la relacié funcional de les isoformes d’'HP1 amb Suv39hl, el
comportament d’HP1y s’assimila més a HP1a. Tot aixo és molt complex en part,
perque 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 dimers tot i que ha d’estar molt
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regulat degut a aquests papers especifics d’'HP1a i d’'HP1B. En conseqiiéncia amb el
paper redundant d’HP1ly, hem observat que, mentre que la pérdua d'HP1pB
s’associa amb una disminucié de l'intercanvi de Suv420h2 i la pérdua d’'HP1la
s’associa amb un increment de l'intercanvi, la perdua d’'HPly produeix un ef ecte
intermig (Figura R6). De la mateixa manera, sembla que I'enriquiment d’'HP1y amb
CTCF (Figura R12) i H2A.Z (Figura R24) a 'HPC es trobaria entre I'observat per
HP1a i per HP1y. El conjunt dels resultats obtinguts indicaria un paper intermig
d’HP1y pel que fa al control de I’estructura de 'HPC, on estaria relacionada amb les
altres isoformes i tindria funcions més redundants.

1.4. Efecte diferencial de les isoformes d’HP1 a la compactacié de
les regions d’'HPC

Una de les observacions més sorprenents del nostre treball és la
hipercompactacié de I'estructura de 'HPC en cel-lules deficients d’'HP1a tant in
vitro com in vivo (Figura R28). La marca H4K20me3 es troba relacionada
directament amb els nivells de compactacié de les regions d’"HPC (Hahn et al,
2013). De fet, ha estat demostrat que H4K20me3 és necessaria per la formacié
d’'una fibra de cromatina compacta (Dambacher, 2012; Saksouk et al, 2015). De
manera que, 'augment de compactacié en les cel-lules deficients en HP1a podria
ser degut a l'expansi6 de les marques d’heterocromatina d’'H4K20me3 i
d’H3K27me3 observat en aquestes cel-lules (Figura R1). A més, estudis del grup
mostraven que la perdua d’'HP1a resulta també en un increment de la longitud de
I’ADN enllagador (linker DNA) en comparacio amb les cel-lules WT, el qual s’associa
també amb una major compactacié de la cromatina (Szerlong & Hansen, 2011). Els
nostres resultats eren inesperats perque un estudi previ havia descrit que la uni6
artificial d’HP1a o d’'HP1pB taggejat amb LacR als transgens regulats per I'oper6 Lac
resultava en compactaci6 de la cromatina (Verschure et al, 2005). Aquestes
observacions aparentment conflictives es podrien conciliar si una poblacié de les
molecules d’'HP1a participés a la compartimentaci6 de I'HPC, mentre que una altra
tingués, juntament amb les altres isoformes, un paper més redundant.

En conseqiiencia amb el paper antagonic d’HP1a i d’'HP1B en la regulacié6 de
I'estructura de I’'HPC, els nostres estudis mostren que la perdua d’HP1B produeix
una disminucié de la compactacié de les regions d’'HPC tant in vitro com in vivo
(Figura R28). La disminuci6 de la compactacio6 en cél-lules deficients en HP1B sén
coherents amb la disminucié en els nivells d’'H4K20me3 i d’'H3K27me3 observat
als focis d’HPC en aquestes cel-lules (Figura R1), i recolzaria el paper d’HP1B com a
la isoforma més vinculada amb Suv420h2 i la més implicada en el reclutament de
Suv420h2 a les regions d’HPC per la formacié d’una fibra de cromatina compacta.
Un treball dut a terme per altres autors recolza també el paper d’'HP1B en la
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compactacié de I'HPC, i descriu que les regions on s’acumula la isoforma HP1f sén
sempre compactes i de forma ovoide (Dyalinas et al, 2007).

Pel que fa a la isoforma HP1y, hem observat que la perdua d’aquesta indueix
una suau disminuci6 de la compactaci6 en estudis de compactacié in vitro, i una
disminucié del grau de compactaci6 similar a 'observada en les céel-lules deficients
en HP1B (Figura R28), aquestes observacions es troben en linia amb un paper
intermig d’'HP1y que sembla assimilar-se més en funcionalitat a HP1B en aquest
aspecte.

El conjunt de totes aquestes troballes ens ha permeés proposar un model
englobant la regulacié per part de les isoformes HP1a, HP1B i HP1y a I'estructura i
organitzaci6 de I'HPC (Figura D3), on malgrat la redundancia funcional ben
establerta entre les isoformes d’'HP1 a aquestes regions, una subpoblacié d’'HP1a i
d’HP1B jugarien papers diferents a I'organitzacié de 'HPC. Segons el nostre model
d’organitzacié de I'’heterocromatina, HP1a manté en conjunci6 amb CTCF i H2A.Z
I'estructura interna i la compactaci6 de I'HPC al restringir la distribucio6
d’'H4K20me3, d'H3K27me3, i de la variant d’histona H2A.Z. HP1 tindria un paper
oposat a HP1a, 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
formacié d'una fibra de cromatina compacta. HP1p també es vincularia amb H2A.Z
als focis de I'HPC, i actuarien en el control de la restricci6 de la localitzacié de
CTCF a posicions especifiques del genoma. La perdua d’'HPla produiria una
deslocalitzacié de CTCF a les regions de I'HPC, i es produiria la propagacio6 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 compactacié de
I'HPC. La pérdua d’'HP1B en canvi, es vincularia amb un menor reclutament de
Suv420h2 a I'HPC, en una disminuci6 de les marques H4K20me3 i H3K27me3 i en
una disminucié del grau de compactacié de 'HPC. Aix0 també acompanyat de
I'enriquiment de CTCF més enlla dels seus llocs habituals tant a nivell d’"HPC com a
nivell d’altres regions genomiques.

D Suvazonz
[ | CTCF
'R NVNT-2N N

H4K20me3,
@@ H3K27me3 // H2A.Z

151



HP1a” HPC regions

I COMPACTION I COMPACTION ICOMPACTION

?90990909909990
2 //1///42/ 2002020 ) )

HP1B” HPC regions

I DECOMPACTION ' DECOMPACTION I DECOMPACTION

CTCF

2008 9103

Figura D3. Model global proposat per a la regulaci6 de les isoformes d’HP1 a I'estructura de
I’'HPC. Segons el nostre model en les regions d’'HPC WT, HP1la en conjuncié amb CTCF i H2A.Z
intervenen en l'establiment dels limits cromatinics per tal de mantenir I'estructura interna i la
compactacié de I'HPC al restringir la propagacié d’'H4K20me3, H3K27me3 i d’'H2A.Z. HP1pB té un
paper oposat a HP1la, on es troba més relacionada amb Suv420h2/H4K20me3 i seria la més

implicada al seu reclutament per a la formacié d’'una fibra de cromatina compacta. Aquesta
isoforma també actua en la restriccié de la localitzacié6 de CTCF probablement en conjuncié amb
H2A.Z. HP1y té un rol més redundant i el seu paper estaria més relacionat amb la isoforma amb la
que heterodimeritzi. La pérdua d’'HP1a a les regions d’'HPC, produiria la deslocalitzacié de CTCF a
aquestes regions i es produiria la propagacié de les marques d’heterocromatina H4K20me3 i
H3K27me3, i de la proteina H2A.Z. Com a conseqiiencia, es produiria una hipercompactacié de les
regions d’HPC. De manera contraria, la perdua d’'HP1p a les regions d’HPC produiria un menor
reclutament de Suv420h2 a 'HPC, una disminuci6 de les marques H4K20me3 i H3K27me3, i una
descompactacié d’aquestes regions.

1.5. Importancia de les isoformes d’HP1 a I’estabilitat genomica

Els nostres estudis indiquen que les tres isoformes d’HP1 es troben
implicades al manteniment de l'estabilitat genomica a partir de les seves funcions
especifiques en la regulacié de I'organitzacié i compactacio6 de les regions d’HPC. El
paper especific de les isoformes d’'HP1 en l'estabilitat del genoma s’observa
clarament en les MEFs HPla/:, B/- i y/-, on la delecié de cadascuna de les
isoformes resulta en un conjunt d’anomalies cromosomiques especifiques. Aixi
doncs, els analisis mitotics que varem dur a terme mostren que, les cél-lules HP1a-
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/-1 HP1B/- presentaven una major freqiiencia d’aberracions mitotiques en
comparacié amb les MEFs HP1y/-o WT (Figura D4). Les aberracions trobades a les
MEFS HP1a/- son sorprenentment diferents a les trobades en les MEFS HP1 3-/-. La
perdua d’'HPla va produir un augment del nombre de defectes d’adhesio
merotelica i sintelica, els defectes merotelics s6n generats quan es produeix la unié
simultania d’un unic cinetocor als dos pols del fus mitotic, aquesta situaci6 genera
tensié centromerica i si no es corregeix pot generar aneuploidies; els defectes
sintelics es produeixen quan les dues cromatides germanes s’'uneixen al mateix pol
del fus mitotic i genera de la mateixa manera aneuploidies (Baudoin & Cimini,
2018). Aquests defectes merotelics podrien ser deguts als canvis de compactacié
observat en aquestes cel-lules i ja havien estat associats préviament a una funcié
deficient de Clr4 (Suv391 en mamifers) o Swi6 (HP1 en mamifers) en
Schizosaccharomyces pombe (Gregan et al, 2007). Mentre que la perdua d’'HP1p va
resultar en una major freqiiéncia de la formacié de fus mitotics multipolars
(Baudoin & Cimini, 2018), que podria estar relacionat amb el fenotip descondensat
degut a la reducci6 dels nivells d’'H4K20me3 i d’'H3K27me3 observat en aquests
cromosomes. De fet, ha estat descrit que en cel-lules deficients en Suv420h2, es
produeix una descompactaci6 de I'heterocromatina i es mostren nivells
substancialment reduits de cohesina a I'heterocromatina pericéntrica, el que porta
a defectes de segregacié cromosomica durant el procés de mitosis degut a una
baixa cohesi6 de les cromatides germanes (Hahn et al, 2013). Curiosament, la
perdua d'HP1y va resultar en una menor freqtiencia d’aberracions mitotiques, que
eren una barreja de les trobades en les MEFS HP1a”/- i HP1B-/-, en suport a que
HP1y comparteix alguna redundancia amb les altres isoformes. De manera que,
aquests resultats corroboren que HPla i HP1B tenen funcions especifiques
implicades en I'estabilitat del genoma.

A] Normal mitosis Merotelic attachment Sintelic attachment Multipolar spindle
- ‘/"/-_ _-‘.\\
i e
:_/- /‘Kﬂ/.‘, \I|
( .'{a—-‘)\g — ] |
I'-.l \:_ ﬁ: I|I
\ |
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B] 3 Poles 4 Poles
Mono/ Kint Kint Kint Kint Total
Normal Syntelic Middle Oriented Middle Oriented Poly Other Count
wt| 80% 7% 1% 2% 0% 3% 5% 3% 200
Hpla/-| 51% 42% 0% 0% 0% 0% 3% | 4% 105
Hp1p/-| 56% 0% 25% 12% 0% 4% 0% | 2% 304
Hpiy/-| 73% 13% 2% 1% 1% 0% | 10%| 1% 374
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Figura D4. Anormalitats mitotiques associades a la pérdua de les isoformes d’HP1. A)
Esquema d’'una mitosi normal i de les anormalitats mitotiques produides per defectes d’adhesio
merotelics, per defectes d’adhesié sintelics i per formacié de fusos mitotics multipolars. B) Analisi
dels defectes mitotics observats en les MEFs delecionades de les isoformes d’"HP1 i WT.

1.6. Malalties associades a la inestabilitat genomica

L’estructura i manteniment de les regions d'HPC és de vital importancia
especialment sota condicions d’estres oxidatiu, genotoxic o metabolic per tal de
preservar la integritat genomica (Hall et al, 2012). El paper diferencial de les
isoformes d’HP1 a I'estructura de I'HPC, i el ventall de defectes mitotics observats,
clarament indica que la contribucié de les tres isoformes al manteniment de la
inestabilitat genomica és diferent. La inestabilitat genomica, és un factor clau al
desenvolupament de moltes patologies humanes com el cancer, les malalties
neurodegeneratives, els trastorns cardiovasculars i els trastorns endocrins, entre
d’altres. A més a més, la inestabilitat genomica és una de les principals causes de
I'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 visi6 sobre possibles perspectives terapeutiques i la
versatilitat de metodes per millorar la terapia genica (Hall et al, 2012, Fioriniello et
al, 2020).

Tot i aixo0, actualment, no s’ha associat cap malaltia humana amb mutacions
als gens que codifiquen per les isoformes d’HP1. No obstant, la reduccié dels
nivells d’expressio6 de les isoformes d’HP1 s’ha vinculat amb la progressié de molts
cancers en humans (Taula D1) (Dyalinas et al, 2008). La reduccié d’HP1 a les
regions pericéntriques s’ha associat amb inestabilitat genomica generalitzada i
amb una major incidencia de limfomes (Peters et al, 2001). Estudis de perfils
d’expressié genica revelaven nivells reduits de mRNA d’HPla en carcinomes
papil-lars de tiroides en comparacié al teixit tiroide normal (Wasenius et al, 2003).
De la mateixa manera, els nivells de mRNA d’HP1la es troben reduits en tumors
cerebrals embrionaris d’'individus amb pitjor pronostic, en comparacié a aquells
amb un prondstic més favorable (Pomeroy et al, 2002), de fet nivells reduits de
mRNA d’HP1a sén uns dels millors marcadors de fracas del tractament pel cancer
de cervell embrionari. Consistent amb la reduccié dels nivells d'HP1 amb un pitjor
pronostic, nivells incrementats d’'HP1la correlacionen amb una reduccié de la
metastasi en cancer de colon (Ruginis et al, 2006). HP1 també sembla tenir un
paper important a la progressio del cancer d’ovari, analisis de proteines han
mostrat un increment dels nivells d’"HP1y en cel-lules tractades amb quimioterapia,
consistent amb el paper anticancerigen d’'HP1y (Maloney et al, 2007). Mentre que
en altres estudis s’ha demostrat una correlacio entre les alteracions dels nivells
d’HP1 i la progressio del cancer, estudis en cancer de mama han demostrat el
paper d’HP1a a la regulacio de la invasié de les cel-lules de cancer de mama. HP1a
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esta downregulat en cel-lules altament invasives/metastatiques en comparacié
amb les menys invasives (Kirschmann et al, 2000).

Cancer de mama HP1la Disminucié MDA-MB-231 i MCF7

Cancer cerebral HP1la Disminucié Multiples tumors cerebrals embrionaris
Cancer de colon HPla Disminucid HCT116, Caco-2 1 Ht-29

Leucémia HP1a, iy Disminucié Leucdcits de sang periférica

Cancer d'ovari HP1y Disminucid A2780

Carcinoma papil-lar de tiroide HP1la Disminucié Teixit de carcinoma papil-lar de tiroide

Taula D1. Relacio entre les isoformes d’HP1 i la progressio6 del cancer. Taula on es representa
el tipus de cancer en el que estan involucrades les isoformes d’HP1, el tipus d’alteracié que es
produeix i la linia 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 SIRT11SUV39H1

Estudis del nostre grup van establir que SirT1 té un paper clau en el
manteniment de I'estructura de ’'HPC, especialment sota condicions d’estres. En
aquestes condicions, es produeix un increment dels nivells de SirT1, aquest
interacciona amb Suv39h1 i I'estabilitza evitant la poliubiquitinitzaci6 mediada per
MDM2 a la lisina 87 del domini chromo de Suv39h1, incrementant la seva vida
mitjana i augmentant els nivells de proteina. L’increment de la disponibilitat de
Suv39h1 en el nucli, s’ha associat amb un augment del recanvi i de la seva mobilitat
a I'HPC, assegurant el manteniment d’'H3K9me3 i d’HP1, augmentant aixi la
protecci6 genomica a les regions d’PCH (Bosch-Presegué et al, 2011; Phair et al,
2004). De manera que, la pérdua de SirT1 en MEFS s’ha relacionat amb nivells més
baixos de Suv39h1l i amb una deslocalitzaci6 d’'H3K9me3 i d'HP1 a les regions
d’'HPC, que conduia a inestabilitat genomica, defectes en la segregacié
cromosomica i aneuploidies (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 I'HPC.
Sorprenentment, 'addicional perdua de PARP-1 en MEFS rescatava la localitzacié
d’'H3K9me3 i d’'HP1 observada a les cel-lules WT i el fenotip mitotic normal (El
Ramy et al, 2009). Pero tot i haver-se descrit aquesta relaci6é funcional, encara no
es coneixia el mecanisme d’acci6 ni les relacions entre els factors implicats. Els
resultats de la segona part d’aquesta tesi han corroborat I'antagonisme funcional
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de SirT1 i PARP-1 respecte els nivells d'H3K9me3 a les regions de 'HPC, i mostren
que aquest antagonisme funcional entre SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 és
degut a una regulacio per part d’aquestes dues proteines dels nivells de Suv39h1,
I'HMT responsable de I'establiment d’H3K9me3 a les regions d’HPC. Per poder
aprofundir en l'estudi d’aquesta relacié i degut a que avui dia no existeix cap
anticos fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva localitzaci6 o el seu
enriquiment a la cromatina, en aquest treball hem generat i caracteritzar una linia
cel-lular de ratoli que té el gen Suv39hl taggejat mitjancant la teécnica
CRISPR/Cas9. A continuacié es discutiran alguns aspectes particularment
rellevants dels nostres estudis.

2.1. Antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 en la regulacio
dels nivells de Suv39h1

El nostre treball ha confirmat I'antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1
respecte els nivells d’'H3K9me3 a les regions de I'HPC. La baixada de SirT1 indueix
una deslocalitzaci6 del patré d’'H3K9me3 als focis d'HPC en comparacié amb les
cél-lules WT, mentre que l'addicional perdua de PARP-1 rescata la localitzacié
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 I'antagonisme funcional de SirT1 i
PARP-1 respecte el control dH3K9me3 a ’'HPC.

Vam hipotetitzar que 'antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte
H3K9me3 podria ser degut a una regulacié per part d’aquestes dues proteines
envers Suv39h1, ja que I'efecte de SirT1 sobre H3K9me3 a les regions d’'HPC té lloc
mitjangant la regulacié de Suv39hl. Els nostres experiments de sobreexpressié de
Suv39h1l, SirT1 i PARP1 en diferents linies cel-lulars mostren que la
sobreexpressid de SirT1 produeix un increment en els nivells de Suv39h1, en
suport al paper estabilitzador de SirT1 dels nivells de la proteina Suv39h1 (Bosch-
Presegué et al, 2011), pero a més a més, observem que I'addicional sobreexpressio
de PARP-1 neutralitza I’ increment de Suv39h1 causat per SirT1. La sobreexpressio
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 antagonica els nivells de Suv39h1, SirT1 té un paper a l'estabilitzacio i
augment dels nivells de Suv39h1l, mentre que PARP-1 sembla tenir un paper
contrari compensatori d’aquest increment causat per SirT1. Aquest possible efecte
compensatori explicaria per que la sobreexpressié de només PARP-1 no produeix
cap efecte. El conjunt d’aquests resultats indica que 'antagonisme funcional entre
SirT1 i PARP-1 respecte H3K9me3 es deu a una regulacié per part d’aquestes dues
proteines dels nivells de Suv39h1, 'HMT responsable de I'establiment d’H3K9me3
ales regions d’'HPC.

Els nostres estudis dels nivells endogens de Suv39h1 a MEFS WT i SirT1-/-
(background genetic 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
comparacié amb les cel-lules WT tal com esperavem. Sorprenentment pero, a les
MEFS PARP-1-/- els nivells de Suv39h1 s6n 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 s6n deguts a una
alteracié dels nivells de transcripcié si no que es deuen a canvis a I'estabilitzaci6
dels nivells de proteina (Figura R33). Una dificultat afegida en l'analisi d’aquests
experiments és que no podiem comparar les MEFS de SirT1 i de PARP-1 entre
elles.

La relaci6 antagonica entre SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 podria actuar
en la resposta a I'estres oxidatiu per tal de d’assegurar la proteccié genomica de les
regions d’'HPC. De manera que SirT1, a través d'un seguit de mecanismes
promouria l'increment dels nivells d’aquesta proteina per tal d’assegurar el
manteniment d’'H3K9me3 i d'HP1, i mantenir I'estabilitat del genoma. Especulem
que el paper de PARP-1 podria estar relacionat amb la compensacié o tornada als
nivells de Suv39h1 basals un cop finalitzada la situacié d’estres, i tenint en compte
que PARP-1 actua, de la mateixa manera que SirT1, com a sensor d’estres a les
cél-lules. Aixi doncs, les nostres observacions podrien reflectir un vincle directe
entre la resposta a l'estres oxidatiu i Suv39h1, i donarien suport a una visié
dinamica de la cromatina, on la seva estructura s’adapta a la fisiologia cel-lular.

2.2. Tagging endogen de Suv39h1l en cel-lules NIH3T3 com a
model d’estudi

Per poder aprofundir en l'estudi de la relaci6 de SirT1 i PARP-1 respecte
Suv39h1, hauriem d’estudiar si aquestes dues proteines produeixen canvis a la
localitzaci6 de Suv39h1l als focis de I'HPC per IF, o si produeixen canvis en
I'enriquiment de Suv39h1 als major satellites de ’'HPC per CHIP. Degut a que avui
dia no existeix cap anticos fiable de Suv39h1 que funcioni per estudiar la seva
localitzacié o el seu enriquiment a la cromatina, en aquest treball hem generat i
caracteritzat, tant a nivell genomic, a nivell de transcrit i a nivell proteic, una linia
cel-lular de ratoli que té el gen Suv39h1 taggejat amb FLAG mitjancant la técnica
CRISPR/Cas9 (Figura R34-R41). Els nostres resultats indiquen que la nova linia
cel-lular obtinguda NIH3T3 Suv39h1-FLAG sembla estar taggejada en un al-lel, ja
que en experiments de WB utilitzant anticos a-Suv39h1l observem que no
desapareix la banda endogena 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. Pero tot i que presenti aquest punt en
contra, el nostre model d’estudi presenta també molts altres punts a favor com els
segiients: Primer, hem comprovat que tot i haver incorporat una seqiiencia a la
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proteina Suv39h1, aquesta no interfereix al correcte plegament de la proteina i
l'activitat catalitica de la proteina es troba intacta (Figura R39). Segon, ens permet
estudiar canvis a la localitzacié6 endogena de Suv39h1l mitjancant IF per tal
d’explorar I'antagonisme de SirT1 i PARP-1 respecte Suv39h1 a les regions d’'HPC,
que és un dels principals motius pels que varem generar aquesta linia (Figura
R40). Tercer, ens permet estudiar l'enriquiment endogen de Suv39hl a la
cromatina mitjancant CHIP, que ens permetra estudiar si la pérdua o expressio
ectopica de SirT1 i PARP-1 produeix canvis a 'enriquiment de Suv39h1 als major
satellites de I'HPC, un altre dels motius principals per els que varem generar la linia
(Figura R41). Aixi doncs, sospesant els principals punts en contra i a favor, podem
concloure que la linia cel-lular generada NIH3T3 Suv39h1-FLAG és una eina molt
potent que ens permetra estudiar aspectes de la relacié de SirT1 i PARP-1 envers
Suv39h1 que no haguéssim pogut investigar, degut a la falta d'un anticos fiable de
Suv39h1l. Pero0 no només aix0 si no que sera un eina per utilitzar al nostre
laboratori per a 'abordatge d’altres projectes que tinguin relacié amb Suv39h1.

Tot i que encara queda molt per aprofundir a aquesta segona part de la tesi,
ja que la generacid i posterior caracteritzacid6 d’aquesta nova linia cel-lular ha
portat molt de temps, hi ha experiments en marxa al laboratori encaminats a
estudiar 'antagonisme entre SirT1 i PARP-1.

2.3. Importancia de l'estabilitzacio dels nivells de Suv39h1 a
I'estabilitat genomica

El manteniment de les regions d’HPC és de vital importancia especialment
sota condicions d’estres oxidatiu, genotoxic o metabolic, ja que aquestes formes
d’estrés poden alterar l'estructura i el grau de compactacio6 de les regions d’'HPC i
portar a inestabilitat genomica (Hall et al, 2012). En aquest treball hem confirmat
el paper de SirT1 en l'estabilitzacié dels nivells de Suv39h1, 'HMT responsable de
I'establiment de la marca de I'heterocromatina H3K9me3. Basat en els nostres
resultats, postulem un paper contrari de PARP-1 compensatori de I'efecte de SirT1.
El conjunt de les nostres dades juntament amb evidéncies anteriors del nostre
grup ens han permes postular un model de regulaci6 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 I'HPC,
assegurant el manteniment d’'H3K9me3, augmentant aixi la proteccié genomica a
les regions d’PCH (Bosch-Presegué et al, 2011). Aixi doncs, la perdua de SirT1 en
MEFS es relaciona amb nivells menors de Suv39h1l i amb una deslocalitzacié
d’H3K9me3 a les regions d’'HPC, que conduiria a inestabilitat genomica, defectes en
la segregacié cromosomica i aneuploidies (Vaquero et al, 2007; Wang et al, 2007;
Bosch-Presegué et al, 2011). Tot i que les dades que tenim encara s6n molt
preliminars, proposem que PARP-1 podria tenir un paper antagonic a SirT1 i
encarregar-se de controlar I'increment dels nivells Suv39h1 induit per SirT1, per
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tal d’aconseguir un balan¢ adequat dels nivells d’aquesta proteina. Aquest paper
antagonic per part de PARP-1 és coherent amb les observacions que mostren que
I'addicional peérdua de PARP-1 en MEFS delecionades de SirT1, rescata la
localitzacié d’'H3K9me3 observada a les cel-lules WT i el fenotip mitotic normal (El
Ramy et al, 2009).
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Figura D5. Model proposat per a la regulacié de I'estructura de 'HPC per part de SirT1 i
PARP-1. Segons aquest model, SirT1 té un paper clau al manteniment de l'estructura de 'HPC,
especialment sota condicions d’estres. 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
'estabilitza evitant la poliubiquitinitzacié mediada per MDM2 a la Lys87 del domini cromo,
incrementant la seva vida mitjana i augmentant els nivells de proteina. L’increment de la
disponibilitat de Suv39h1 al nucli, assegura el manteniment d’H3K9me3 augmentant aixi la
protecci6 gendmica 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 situacié
d’estreés.

Suv39h1 és la principal metiltransferasa d’H3K9me3 a mamifers de manera
que té un paper molt important a I'estructura i a la integritat de 'HPC i, és per tant,
un enzim clau en I'organitzacié del genoma. Aquesta proteina es troba involucrada
en multiples processos cel-lular claus com a la segregaci6 cromosomica i la
progressio mitotica (Rea et al, 2000; O’carrol et al, 2000). D’aquesta manera,
'estabilitzacié dels nivells de Suv39h1 és molt important per a la preservacié de
'estabilitat genomica. Tot i que alguns autors han suggerit que la sobreexpressio
de Suv39hl indueix alteracions de la proliferaci6 i diferenciacié en ratolins
(Czvitkovich, 2001), sabem que la seva abséncia també esta associada amb
inestabilitat genomica (Peters et al, 2001). Estudis previs del grup semblen
suggerir un gran valor a l'estabilitzacié de Suv39h1, ja que s’ha vist que és crucial
per lincrement de la dinamica i posterior manteniment de l'estructura de
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I'heterocromatina i la integritat gendmica especialment sota condicions d’estres
(Bosch-Presegué et al, 2011). Altres estudis donen també suport a la importancia
de l'estabilitzacio dels nivells de Suv39h1 per prevenir la inestabilitat genomica.
Ha estat descrit que la lamina A, un dels principals components de la lamina
nuclear, interactua amb Suv39h1l protegint-lo de la degradaci6 proteosomal.
Aquesta estabilitzacié de Suv39h1l sembla estar implicada en la proteccié del
sindrome de progeria Hutchinson-Gilford causat predominantment per una
mutacié al gen de la lamina A (Liu et al, 2013). Aixi doncs, aquests treballs
relacionen I'augment dels nivells de Suv39h1 amb I'estabilitat genomica.
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PAPER ESPECIFIC DE LES ISOFORMES D’HP1 A L’ESTRUCTURA I
ORGANITZACIO DE L’'HPC

Les isoformes d’HP1 tenen papers distintius a 'estructura i organitzacié de les
regions d'HPC.

HP1a és el gran element estructural de les regions d’"HPC en contrast amb les
altres dues isoformes.

HP1la # un paper directe en la restriccié de les marques d’heterocromatina
H4K20me3 i H3K27me3 als focis.

El nostre treball suggereix que la relaci6 d'HP1a amb H4K20me3 i H3K27me3
és diferent, on la regulacié especifica d’'H4K20me3 sembla estar restringida a
una fase concreta del desenvolupament.

HP1la té un paper directe al control de la propagaci6 d’'H2A.Z a les regions
d’'HPC, similar a I'observa’t per les marques H4K20me3 i H3K27me3.

HP1la col-labora amb CTCF, el regulador principal de l'arquitectura de la
cromatina, en 'establiment dels limits entre els diferents dominis cromatinics
per tal d’evitar la propagaci6 de les marques d’heterocromatina H4K20me3,
H3K27me3 i H2A.Z, per tal de preservar I'’eucromatina adjacent.

HP1la interactua amb CTCF i el recluta a regions especifiques dins de 'HPC.
Tot i encara no estar del tot definida la relacié d’'H2A.Z respecte HRi i CTCF,
H2A.Z sembla estar implicada en I'establiment dels limits entre els dominis

cromatinics.

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

HP1pB sembla tenir un rol oposat a HP1a a les regions d’"HPC.
HP1B es troba més vinculada funcionalment a Suv420h2 que les altres
isoformes. Es la isoforma que hi interacciona preferencialment i modula la

seva dinamica als foci de 'HPC.

HP1B podria ser la isoforma més implicada al reclutament de Suv420h2 a les
regions d’"HPC per la formacié d’una fibra de cromatina compacta.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2.

HP1B es troba associada funcionalment amb H4K20me3.

Els nostres resultats suggereixen un paper d’HP1p a la restriccio de la
localitzacié de CTCF a locus especifics al genoma.

HP1p és la isoforma que interactua preferencialment amb H2A.Z.

HP1y sembla tenir un paper més redundant a les altres isoformes amb una
funcionalitat a mig cami entre HP1a i HP1p a les regions I'HPC.

Les tres isoformes d’'HP1 semblen tenir papers redundants en relaci6 amb la
marca d’heterocromatina H3K9me3 als focis de I'HPC.

La perdua d'HP1la indueix una hipercompactacio de la cromatina a les regions
d’HPC, mentre que la perdua d’'HPB i d’'HP1y sembla produir una disminuad
de la compactacié.

Les isoformes d’HP1 es troben implicades al manteniment de I'estabilitat
genomica a partir de les seves funcions especifiques en I'organitzaci6 de I'HPC.

La delecié de cadascuna de les isoformes resulta en un conjunt d’anomalies
cromosomiques determinades. La perdua d’'HPla produeix un augment dels
defectes d’adhesio merotelica i sintelica, mentre que la perdua d’"HP1p resulta
en un increment de la formaci6 de fus mitotics multipolars. La perdua d’'HP1y
produeix una barreja de les anomalies trobades a les cel-lules deficients en
HPlaiHP1p.

PAPER DE PARP-1 EN EL CONTROL DEL MANTENIMENT DE
L’'HPC MEDIAT PER SIRT11SUV39H1

El nostre treball confirma I'antagonisme funcional de SirT1 i PARP-1 respecte
els nivells d’"H3K9me3 a les regions d’HPC.
SirT1 i PARP-1 regulen de manera antagonica els nivells de SirT1, SirT1 té un

paper en I'estabilitzaci6 i increment dels nivells Suv39h1, mentre que PARP-1
sembla tenir un paper contrari compensatori de increment causat per SirT1.
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La linia cel-lular generada on s’ha taggejat el gen Suv39h1 amb flag és una eina
molt potent que ens permetra estudiar en detall la relacié de SirT1 i PARP-1
envers Suv39hl.

Aquesta linia cel-lular és un bon model per estudiar la localitzacié de Suv3h1
endogen per assaigs d’IF.

De la mateixa manera és també un bon model per estudiar I'enriquiment a la
cromatina de Suv39h1 endogen a partir de CHIP.
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