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ABREVIACIONS

ADPRT= ADP-ribosiltransferasa

ADN= Acid Desoxiribonucleic

AL= Ad Libitum

ARN= Acid Ribonucleic

ARNi= ARN d’interferencia

Cbx= “Chromobox homolog”

CD= Domini chromo o “Chromo Domain”

Clrd= “Cryptic loci regulator 4”

CSD= “Chromo Shadow Domain”

CTCF= “CCCTC-binding Factor”

Cul= Culina

ACD= Delecci6 del domini chromo

ASET= Delecci6 del domini SET

DAC= Deacilasa

DAPI= “4',6-diamidino-2-phenylindole”
Dnmt3a/Dnmt3b= Metiltransferasa d’/ADN 3a i 3b
DBS= Dany a doble cadena

EZH2= “Enhancer of Zeste Homolog 2”

FBS= Sérum bovi fetal

FISH= Hibridaci6 “In Situ” Fluorescent

FL= longitud completa o “Full Lenght”

FRAP= “Fluorescence Recovery After Photobleaching”
FRET= “Fluorescence Resonance Energy Transfer”
GFP= “Green Fluorescent Protein”

G4BD=Domini d’uni6 Gal4

HATs= Acetiltransferases d’Histones

HC= Heterocromatina Constitutiva

HDACs= Desacetilases d’Histones

HDMTs= Demetilases d’Histones

HF= Heterocromatina Facultativa

HMTs= Metiltransferases d’Histones



HPC= Heterocromatina Pericentromeérica
HP1= “Heterochromatin Protein 1”

HR= regi6 frontissa o “Hinge Region”

IF= Immunofluorescencia

KO= “Knock Out’

MDM2= E3 ubiquitin lligasa MDM2
MEFs= Fibroblasts embrionaris de ratoli
MNasa= Nucleasa Micrococcal

NDAC= Desacetilacié depenent de NAD"
PTM= Modificacions postraduccionals
Rb= Retinoblastoma

ROS= espécies reactives d’oxigen

SAM= S-adenosilmetionina

Sir2= “Silent information regulador 2”
SirT1= Sirtuina 1

Suv39h1= “Suppressor of Variegation 3-9 homolog 1
TSA= “Trichostatin A”

WB= Western Blot

WT= soca salvatge o “Wild Type”
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La cromatina

Composicio de la cromatina

En el nucli de les cél-lules eucariotes 'ADN s’estructura juntament
amb les histones per formar la cromatina. Les histones H3 i H4 s’agrupen en
un tetramer i les H2A i H2B en dos dimers, donant lloc a un octamer
d’histones el qual s’hi embolcallen 147pb d’ADN formant el nucleosoma, la
unitat basica i estructural de la cromatina'? (Figura I1). Els diferents
nucleosomes els uneix la histona H1, que enllaca els llocs d’entrada i sortida

de I'’ADN entre dos nucleosomes®?.

Figura I1. Estructura del nucleosoma. Es mostren dos angles diferents de I'estructura
del nucleosoma on s’hi observen els tetramers d’histones formats per H3 (blau) i H4
(verd) i els dimers formats per H2A (groc) i H2B (vermell) envoltats per la doble hélix

d’ADN (turquesa i taronja)’.

El nucleosoma conté una regid formada pels dominis globulars
estructurats de les vuit histones, o cor, d’on sobresurten les anomenades
cues d’histones, o regions amino i carboxi terminal, les quals s6n més
accessibles i desestructurades que el cor. Els residus d’aquestes cues
d’histones, principalment H3 i H4, son susceptibles a un gran nombre de

modificacions postraduccionals covalents®*.



Modificacions postraduccionals

Les modificacions postraduccionals sén un dels principals
mecanismes epigenétics hereditaris i reversibles juntament amb la metilacioé
de I'ADN i I'expressié d'/ARN no codificant.

Les modificacions epigenétiques sén canvis que es poden transmetre
als descendents® per tal de mantenir els perfils de transcripcié especifics de
llinatge tot i no haver-hi un canvi a la seqiéncia d’ADN®. La interrupcié
d’aquests processos epigenétics pot conduir a l'alteraci6 de la funcié del gen,
a la transformacié cel-lular maligna i, conseqientment, a l'aparici6 de

nombroses patologies com malalties neurodegeneratives, cancer, etc’.
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Figura 12. Principals modificacions postraduccionals a les histones. Representacié
de les modificacions postraduccionals més representatives com l'acetilacié (blau),
metilacio (vermell), fosforilacié (groc) i ubiquitinitzacioé (verd) en les histones H1 (H1.4),
H2A, H2B, H3 (H3.1) i H4. El nimero en gris situat a sota dels aminoacids representa la

posicio a la sequiéncia®.



Les modificacions postraduccionals més estudiades son I'acetilacio,
la metilaci6 i la fosforilacio, perd moltes d’altres han estat identificades i
caracteritzades incloent: ubiquitinitzacié, sumoilacié, ADP-ribosilacio,
biotinilaci6é, isomeritzaci6 de prolines, glicosilacié i crotonilacié, entre
d'altres®"° (Figura 12).

Aquestes modificacions, depenent de la seva naturalesa i del residu
que modifiquen (els més comuns son lisina i arginina) estan associades amb
silenciament o activacié génica i, per tant, al control de I'expressi génicae.
Aquestes poden contribuir en la regulacié de la transcripcié de la cromatina
influint directament en l'estructura de la cromatina, com per exemple:
I'acetilacié de residus de lisina pot reduir la carrega positiva de les histones,
afeblint aixi la seva interaccié6 amb I'ADN carregat negativament, augmentant
la fluidesa nucleosomal®, fent una cromatina més accesible a proteines d’unié
a ’ADN com poden ser els factors de transcripci()m.

Per altra part, es postula la funci6 de les modificacions
postraduccionals com una plataforma de senyal per reclutar proteines a la
cromatina, i aquests efectors sén els que en ultima instancia determinen el
resultat funcional de certes modificacions. Hi ha multiples families de dominis
conservats que reconeixen histones modificades com, per exemple, les
proteines amb un domini anomenat “chromo” o “bromo”, com poden ser les
proteines estructurals, remodeladors de la cromatina, modificadors de la
cromatina o adaptadors per reclutar factors implicats en activitats del
metabolisme de 'ADN®.

Es important destacar que la integritat del genoma també es manté a
través d'una série de modificacions de les histones mitdtiques que coordinen
I'estructura cromosoOmica d'ordre superior i la segregacid cromosOmica

precisa'’.

Maquinaria de remodelacié de la cromatina

Les modificacions postraduccionals d’histones contribueixen al canvi
de l'estructura de la cromatina juntament amb la cooperaci6 amb factors

externs com la maquinaria de remodelacié de la cromatina la qual media



alteracions nucleosomals com la incorporacié de variants d’histones (H2AZ,
H2AX, H2A, macro-H2A, H3.3, CenH3/CENP-A) o la modulaci6 de
I'empaquetament i posicionament nucleosomal'®">*,

Els complexos remodeladors de cromatina hidrolitzen ATP per
controlar tota aquesta dinamica'®. La seva capacitat per a reposicionar
nucleosomes juga un paper important a la regulacié de l'expressidé génica,
aixi com a la mediacié d'accés a I'ADN durant la replicacio i la reparacio, a la
regulaci6 activa de la localitzaci6 de nucleosomes en el context del

desenvolupament i a I'estat metabolic de la cél-lula’®"’

. Aquests complexos
poden llegir les senyals de la cromatina com la seqiiéncia d'ADN, I'estructura
o la metilacio, reconéixer les modificacions d'histones (reconegudes a través
dels dominis de proteines, presents tant en diverses subunitats reguladores
com en I'ATPasa del complex de remodelacié de la cromatina, com als
bromodomains per a les cues de les histones acetilades o dominis chromo i
dits PHD que interactuen amb lisines metilades), detectar la preséncia de
variants de les histones i poden interactuar amb les proteines associades a la
cromatina com ara factors de transcripcid per identificar nucleosomes

especifics en el nucli'* (Figura 13).

remodelador de

la cromatina
~ / l \ ~ nucleosoma
sequiéncia d’ADN/ ARN associata  modificacionsala variant d’histona proteina no
metilacié d’ADN cromatina cua de les histones histonica

Figura I3 . Dianes per remodeladors de la cromatina. ADN, ARN, PTM a les cues de
les histones, variants d'histones o altres proteines associades a la cromatina representen

senyals de la cromatina que poden dirigir remodeladors de la cromatina "

Finalment, els remodeladors de la cromatina poden modular
directament o indirectament els patrons epigenétics a través de la seva

associacid amb els modificadors d'histones. Per exemple, recentment s'ha



descrit que el remodelador de la cromatina, SMARCAD1, promou la metilacié
d'histones H3K9 en associaci6 amb les desacetilases HDAC1/2 i la

metiltransferasa G9a/GLP'*"8,

Altres proteines de remodelaci6 de la
cromatina s'uneixen a HP1 (proteina implicada en [Iestructura de
I'heterocromatina) el que suggereix que, a més, tenen un paper en el

manteniment de I'heterocromatina'®.

Enzims relacionats amb la cromatina

Les modificacions postraduccionals sén el producte del balang entre
els enzims que posen la modificaci6 i els que la treuen. Per exemple, entre
acetilases (HATs) i desacetilases (HDACSs), o entre metiltransferases (HMTs)
i demetilases (HDMTs), entre d’altres. Sén els principals enzims catalitzadors
de les modificacions postraduccionals, els quals també es poden associar
amb remodeladors de la cromatina i, per tant, estarien implicats en
I'organitzacié6 de l'estructura de I'heterocromatina i conseqientment en la

regulacio de I'expressio génica.

HATs i HDACs

Les HATs i les HDACs estan implicades amb I'acetilaci6. La dinamica
d’aquesta modificacié6 postraduccional esta determinada pel balang entre
aquests dos grans grups denzims. Les HATs sbén responsables d’afegir

aquesta marca i les HDACs son les encarregades de la seva eliminacio®?'.

HATs

Les HATs estan implicades en activacioé de I'expressié génica, reduint
Iafinitat de 'ADN per la cromatina i fent-la més accessible als complexes

d’inici de la transcripcié”. Les HATSs es classifiquen en quatre families segons



criteris d'homologia: GNAT (formada per GCN5, PCAF, HAT1, ELP3, ESCO1,
ESCO2 i CDY)22, MYST (la qual la constitueixen les HATs Tip60, HBO1,
MOF, MOZ i MORF)®, p300 (CBP juntament amb p300)** i SCR (composada
per SRC1, ACTR, p160 i Clock)12’13‘25'26. Les HATs generalment actuen en
complexos com, per exemple, NuA4/TIP60?", HBO1?®, MOZ-MORF?’, MOF®
STAGA/ATAC?, que promouen la transcripcié. Només p300 i CBP semblen

capaces de funcionar soles.

HDACs

Les HDACs exerceixen una funcié repressiva en la transcripcio
génica compactant la cromatina, ja que la inhibici6 d’aquestes causa una
reorganitzaciéo dinamica de la cromatina, com canvis en els patrons d’HP1
durant la interfase i canvis en les seves modificacions epigenétiques,
augmentant 'H3K9Ac i H3K4me2>"*. Les HDACs catalitzen I'eliminacié dels
grups acetil. S6n un grup d’enzims més divers que les HATs. Han estat
identificades divuit HDACs en eucariotes que tenen en comu un domini
catalitic amb activitat desacetilasa ben conservat. Estan classificades en
quatre classes diferents (classes |- IV)33.

Algunes HDACs formen part de complexos multiproteics que
contenen una amplia varietat d'altres proteines, incloent proteines “scaffold”,
subunitats reguladores i altres enzims, com ara aquells amb activitats de
remodelacio de la cromatina depenents d'ATP; reclutant factors inhibitoris per
regular elements d’ADN dins de les regions promotores dels gens.
Curiosament, almenys en el cas de les HDAC1-3, el complex assegura la
seva activitat enzimatica®. Aquestes formen part de la classe més estudiada
de les HDACs en complexes, la classe |, que esta present en diversos
complexes d'HDACs com, per exemple, Sin3, NuRD, CoREST i
NCoR/SMRT, NuRD, implicats en diferents funcions com ara la repressié de
la transcripcié35. Degut a que les HDACs actuen tant en histones com en
substrats no histonics fa que regulin a diferents nivells com en la unié de

I'’ADN, en I'estabilitat de proteines i en I'activitat enzimatica®'.



HDACs declasse l, lli IV

Les classes I, Il i IV es caracteritzen per requerir Zn*? per catalitzar la
reacci6 i conduir a l'alliberament del grup acetil en el medi aqués. Aquests
enzims sbén sensibles a l'inhibidor d’'HDACs TSA (trichostatin A) i estan
altament relacionats des d’'un punt de vista estructural i mecanistic?".

HDAC1, HDAC2, HDAC3, i HDAC8 s6n membres de la classe |
d’'HDACs similars a la desacetilasa Rpd3p (reduced potassium deficiency 3)
de Saccharomyces cerevisiae. Aquestes s6n normalment localitzades en el
nucli i formen grans complexes multiproteics. Estan involucrades en diverses
funcions com el desenvolupament, la regulacié6 del cicle cel-lular i el
silenciament génic. HDAC1 i HDAC2 tenen un 82% de similitud en les seves
sequeéncies i tenen moltes funcions redundants, mentres que HDAC3 és més
similar a la seqliencia d’ HDAC8*.

Els membres de la classe Il (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDACY7,
HDAC9 i HDAC10) s6n homolegs a la desacetilasa Hda1p de llevat. Aquesta
classe pot ser subdividida en classe lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7 i HDAC9) i
classe lIb (HDAC6 i HDAC10). Les HDACs de classe Il estan implicades
principalment en el desenvolupament i la diferenciaci6 i les seves funcions
sbn especifiques de teixit®®. Curiosament, les HDACs de classe lla son
generalment segrestades al citoplasma fins que s'activen, moment en qué
sbén posteriorment transportades al nucli, on actuen. Respecte a la localitzacio
de la classe lIlb, HDAC6 és citoplasmatica i HDAC10 es troba al nucli i al
citoplasma®"*®
classe d’HDACs.

Finalment, HDAC11 forma part de la classe Iv*° (Taula I1).

. No esta clar que les histones siguin substrats d’aquesta

HDACSs de classe lll: les sirtuines

La Classe Il HDACs o sirtuines, homolegs del Sir2p (silent
information regulador 2), esta molt conservada en I'evolucio®***' trobant-se ja
en procariotes amb una funcié metabolica. Tenen un antecedent comu amb la

familia de proteines PARPs. Les sirtuines so6n un grup de proteines amb



caracteristiques Uniques crucials per l'aptitud de les cél-lules, I'adaptacié als
estimuls ambientals i la integritat genomica®. Caldria destacar que no son
sensibles a TSA.

El ndmero de sirtuines varia segons l'organisme, generalment
correlaciona amb la complexitat5. En mamifers s’han descrit set membres
(SirT1-7) SirT1, SirT2 i SirT3 sén classificats com a enzims de la subclasse |,
els quals mostren una alta homologia amb Sir2p i tenen una activitat
desacetilasa més robusta. SirT4 i SirT5 sén assignats com a subclasses Il i
lll, respectivament, i SirT6 i SirT7 son classificats com a subclasse V*?
(Figura 14).

Eucariotes Procariotes
r 1
S. cerevisiae Hstlp Hst2p Hst3p Hstdp
|
/‘ Nuclear Mitocondrial
H.sapiens SirT1 SirT2 SirT3 SirT6 SirT7 SirT4 SirT5

Figura 14. La familia Sir2. Representacié de la conservacié de la familia Sir2 des del
llevat fins als humans. En llevat, els diferents membres de la familia semblen ser els
ortologs d'algunes de les sirtuines humanes. SirT1 sembla ser un ortdleg d’'HsT1p i Sir2p;
i SirT2i SirT3 d’Hst2p.

La caracteristica comuna entre aquesta classe d’enzims és que
depenen del cofactor NAD" per dur a terme la desacetilaci6 (en lloc de Zn*?
com a les altres classes d’'HDACSs) el qual es consumeix durant aquesta
reacci6 catalitica, conduint a la transferéncia del grup acetil a una molécula

d'ADP-ribosa resultant la proteina desacetilada (Figura 15)**.

Nic H,O
E + NAD* + AcLys—P%’ E - ADPR - AcLys-P->—» E + AADPR + Lys-P
Nic
Figura 15. Reacci6é de desacetilacié de les sirtuines. Consisteix en una reaccié de

dues etapes que consumeix NAD" i allibera nicotinamida (Nic), O-acetyl-ADP-ribosa
(AADPR) i el substrat desacetilat (P). Adaptacio de**.
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El mecanisme catalitic de la familia Sir2p no només porta a terme
desacetilaci6 depenent de NAD® (NDAC), també pot comportar una activitat
monoADP-ribosiltransferasa (ADPRT), que semblaria estar present en
gairebé totes les sirtuines, encara que en moltes, no s’ha identificat. Encara
que les sirtuines son originalment ribosiltransferases, el fet que realitzen
desacetilaci6 de proteines en arqueobacteris i bacteris suggereix que
probablement adquireixen aquesta funcio relativament d'hora en I'evolucio®.

En mamifers, SirT1, SirT2 i SirT3, so6n desacetilases depenents de
NAD" que catalizen la desacetilacié d’histones i proteines no histoniques. De
la SirT4 a la SirT6 semblen exercir ambdues activitats ’HDACs depenent de
NAD" i ADPRT, tot i que en SirT4 predominaria la segona*'. Caldria destacar
que la sirtuina mitocondrial SirT5 sembla tenir una activitat deacilasa (DAC)
més general, amb el que a més de grups acetil, també poden eliminar grups
malonil, succinil, etc. Sembla que aquesta activitat t¢ una funcié metabolica.

També la trobem en SirT6***° (Taula 11).

Localitzacio de les sirtuines

SirT1, SirT6 i SirT7 estan presents al nucli, tot i que SirT7
majoritariament es troba al nucleol; SirT2 és predominantment localitzada al
citoplasma excepte durant la transicié G2/M que llavors es localitza al nucli
abans de la desaparicié de la membrana nuclear; SirT3 és la desacetilasa
majoritaria al mitocondri perd també es localitza al nucli en condicions
d’abséncia d’estrés i SirT4 i SirT5 sén exclusivament mitocondrials*.

Aquestes localitzacions poden ser dictades per la identitat cel-lular,
I'etapa del desenvolupament, els estimuls ambientals o la progressié del cicle

cel-lular® (Taula I1).
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Substrats de les sirtuines

El fet de que les sirtuines catalitzin dues activitats enzimatiques
diferents juntament amb lalta quantitat de substrats d’aquestes explica la
seva diversitat funcional. Els diferents substrats descrits abarquen des
d’histones, factors relacionats amb la cromatina com enzims que modifiquen
la cromatina i proteines estructurals fins a factors de transcripci6. Per
exemple SirT1, SirT2, SirT3 i SirT6 tenen com a substrats H4K16Ac i/o
H3K9Ac, i altres substrats no histonics com diversos factors nuclears per part
de SirT1, tubulina per SirT2 i dianes mitocondrials per SirT3. En mamifers les
sirtuines adopten un increment de complexitat adquirint noves funcions a
través de la focalitzacié d'una amplia gamma de substrats i també a través

d’'una alta diversitat de patrons de localitzaci6 cel-lular®* (Taula 11).

Funcions de les sirtuines

La funcié basica de les sirtuines és promoure la comunicacié entre
les cél-lules i el seu entorn, connectant els canvis o fluctuacions de 'ambient
amb la dinamica funcional del genoma. Promovent d’aquesta manera una
adaptacio eficient a aquests estimuls ambientals®.

El fet que les sirtuines requereixin NAD" és fonamental per entendre
moltes de les seves funcions, ja que suggereix que poden actuar com a
sensors de I'estat metabdlic de la cél-lula perd també a nivell sistémic. Per
tant, les sirtuines s6n capaces de transmetre canvis en el metabolisme de la
cromatina a través de la desacetilacié d’histones i altres proteines. Les
funcions de les sirtuines més rellevants inclouen la senyalitzacié sota estrés,
el control de la supervivéncia cel-lular, el manteniment de [I'estabilitat
gendmica i la regulaci6 del metabolisme*®®.

Les sirtuines també tenen implicacions funcionals en diferents
patologies, a part de en la regulacié del cancer, estan relacionades amb
malalties neuroldgiques (per exemple, I'Alzheimer i el Parkinson), patologies

relacionades amb les hormones i patologies cardiovasculars®.
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HMTs, HDMTs

Les HMTs i les HDMs estan implicades en la metilacié que consta de
la transferéncia d’'un grup metil de la SAM a I'e-amina a la cadena lateral d’un
residu de lisina®’. Aquesta modificacié esta regulada dinamicament per les
HMTs les quals incorporen el grup metil i les HDMs que catalitzen la seva

eliminacio.

HMTs

Respecte el grup de les HMTs, actualment n’hi ha més de 60. Sén
fonamentals en la regulacié de la senyalitzacié de la cromatina, silenciament
génic per [l'establiment d'heterocromatina pericéntrica, segregacio
cromosomica, regulacié de la longitud dels telomers i desenvolupament, entre
d'altres*. Per tant, defectes funcionals d’aquests enzims poden conduir al

4950 trastorns neurologics® i altres

cancer, defectes de creixement de
patologies humanes®’.

La metilaci6 dhistones es produeix tant a la cromatina
transcripcionalment activa com a la inactiva, segons el residu que es metili, el
seu grau de metilacié (mono-, di-, o trimetilaci6) i la seva posici6 dins del gen
i en el genoma. La metilaci6 d’H3K4 i H3K36 s'associa generalment amb els
gens transcripcionalment actius i es localitzen principalment als promotors
(H3K4) i en el cos del gen (H3K36), mentre que la metilacié d'H3K9 i H3K27
sébn generalment caracteristiques de la cromatina condensada o
heterocromatina®.

La majoria de les HMTs descrites contenen els domini catalitic SET
encarregat de metilar un residu de lisina o arginina‘”. Algunes de les

principals HMTs identificades en mamifers sén (Taula 12):
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Enzim Substrats histonic A . Funcié
heterocromatina

SETDB1 H3K9me3 desenvolupament/diferenciacio

H3K9me1-me2 desenvolupament

PR-Set7 H4K20me1 repressio cicle cel-lular/reparaci6 ADN
Suv420h1.1 H4K20me2

Taula 12. Classificacié d’HMTs. Observem les diferents HMTs descrites com també
I'acci6 que produeixen aquestes a I’heterocromatina, substrats i localitzacié d’aqueste353.

Suv39h1 va ser la primera metiltransferasa especifica de lisines
descrita que conté un domini SET i és la principal activitat HMT H3K9me2/3 a
mamifers. En ratolins hi ha dos loci molt relacionats, un a la posicio
“centromere-proximal” al cromosoma X que codifica per Suv39h1 el qual en
teixits adults és ubiqguament expressat, i I'altre al cromosoma 2 codificant per
Suv39h2 amb una localitzacié restringida a testicles on sembla estar
involucrat en la regulacié heterocromatica durant la meiosi™. Suv39h1 per
portar a terme la seva activitat necessita una monometilacié prévia a H3K9*®
que és induida per dues metiltransferases d’histones citoplasmatiques Prdm3
i Prdm16. Aquestes indueixen H3K9me1 en el “pool”’ citoplasmatic d’H3
perqué Suv39h1 estableixi la trimetilaci6. Les histones premetilades
probablement s’incorporen en dominis de la cromatina repressivase. Suv39h1
i la majoria d’H3K9me3, estan dirigits preferentment a I'heterocromatina
constitutiva®. Suv39h1 és una proteina clau en l'organitzacidé del genoma i el
seu paper esta directament relacionat amb la integritat i organitzacié de la
cromatina. A partir del descobriment de Suv39h1 la investigacié sobre la
metilacié d'histones ha progressat rapidament.

SetDB1, G9a i GLP soén altres metiltransferases implicades en la
metilaci6 d’'H3K9 (Taula 12). SETDB1 catalitza el pas d’'H3K9me2 a

H3K9me3, reaccié la qual es veu reforgada per una ATPasa, regulant
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I'expressié de gens diana®’. Participa en la compactacié d’heterocromatina
durant la diferenciacidé cel-lular, el desenvolupament, la mort cel-lular i la
carcinogénesis. G9a i GLP (G9a-Like Protein) sén els enzims principals per la
mono i dimetilaci6 d’H3K9. Existeixen predominantment com un complex
heteroméric i aquest té un paper important en el desenvolupament. G9a
també participa en la modificaci6 H3K9me3 in vivo i en la metilacié de la
histona H1°%°%,

Estudis fets en ceél-lules deficients per G9a i per Suv39h1/h2 varen
demostrar que Suv39h1/h2 sén HMTs crucials per H3K9me3 en HPC, i que
G9a és una important HMT d’H3K9me1 i H3K9me2 en eucromatina. Les
marques H3K9me2 i H3K9me3 s'enriqueixen en el lloc d'inici de la
transcripci6 de gens silenciats, H3K9me2 s’ha associat més a
heterocromatina facultativa (HF) i H3K9me3 a heterocromatina constitutiva
(HC), mentre que H3K9me1 es troba en promotors transcripcionalment
actius®’. Destaguem que la marca d’eucromatina H3K4me3 inhibeix la
metilacio d'H3K9 per SETDB1, G9A i Suv39h1%%.

S’ha proposat que aquestes quatre HMTs descrites, G9A, GLP,
SETDB1 i Suv39h1 formen un complex enzimatic implicat en la metilacié
d’H3K9 en eucromatina i heterocromatina, en la regulacié de I'expressio
génica i en la formaci6 d’heterocromatina pericéntrica, perd aquest fet no esta
del tot clar®®.

La metiltransferasa Ezh2 és I'encarregada de di- i trimetilar H3K27.
Aquest enzim és un factor del grup del Polycomb fonamental en el
desenvolupament i la diferenciacié, la qual forma part del complex PRC2
(polycomb repressiva Complex 2) juntament amb Suz12, Eed, i RbAp46/48 i
n’és la subunitat catalitica que estableix les modificacions. Tots els membres
del cor de PRC2 son necessaris per Ezh2 per exercir la seva activitat %2
Aquesta esta implicada en la formacié d’HF silenciada. La marca H3K27me"1
s'enriqueix als promotors transcripcionalment actius mentre que la marca
H3K27me3 s'associa amb promotors silenciats®’. Cal destacar que G9a
també pot metilar H3K275%%,

Algunes dades suggeririen que hi hauria una cooperacié funcional

entre PRC2 i G9a/GLP per assegurar un silenciament epigenétic de gens en
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certes regions de la cromatina. Aixd0 demostra un “cross-talk” entre aquests
dos importants mecanismes de silenciament epigenétic™.

Respecte les metiltransferases d’H4K20, PR-Set7 monometila H4K20
i és essencial per a la correcta divisié cel-lular i I'estabilitat genomica®.
Aquesta monometilacié s’estableix en G,/M i és molt important en la
compactacio del cromosoma metafasic, en la sortida mitdtica durant la mitosi,
en la reparaci6é de 'ADN i en la replicacié de I'ADN®®.

Una altra metiltransferasa d’'H4K20 és la Suv420. En vertebrats
existeixen dues metiltransferases Suv420, Suv420h1 i Suv420h2, i només un
equivalent a Drosophila. Suv420 és un component clau en la formacié de
I'heterocromatina i per tant, en el silenciament génic. La uni6 estable de
Suv420h2 és crucial per el correcte establiment d'una estructura
d'heterocromatina compacta i cohesié de cromatides germanesse.

Durant M/G;, algunes H4K20me1 so6n metilades a H4K20me2
(necessari per a la reparacié de I'ADN) o H4K20me3 (necessari per a la
formacié de I'estructura d’heterocromatina) per les HMTs Suv420h1 i
Suv420h2, respectivament®.

H4K20me3, igual que H3K9me3, també esta enriquida a
heterocromatina pericéntrica i en telomers. De fet, per la induccié
d’H4K20me3 es requereix H3K9me3 catalitzat per Suv39h1/h2, encara que

H4K20 no és un substrat intrinseca per aquests enzims®®.

HDMs

La primera demetilasa identificada va ser la LSD1 (linina demetilasa
1). Aquesta pot demetilar H3K4me1/2 i H3K9me1/2 en funci6 de les proteines
associades®’. Posteriorment, es va identificar una gran familia de
desmetilasas que contenien un domini JmjC (domini c-terminal Jumonji)68 el
qual utilitza Fe2" o a-cetoglutarat, depenent de la demetilacid, com a
cofactors per eliminar els grups metil®. Aquesta familia pot demetilar lisines
trimetilades®. Dins d’aquesta familia s’han identificat desmetilases d’histones
que eliminen especificament marques metil en H3K4, H3K9, H3K36 i

H3K27%. UTX (ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, cromosoma
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X) i JMJD3 sbén demetilases que contenen el domini JmjC, ambdues

catalitzen la reducci6 de di- i trimetilacio d’H3K27 in vivo™'".

Relacié entre les HDACs i les HMTs

La relacié funcional entre desacetilases i metiltransferases d’histones
sembla ser més estreta que la que es creia fins ara. De fet, experiments
realitzats en S. pombe suggereixen que aquesta relacié es conserva des del
llevat als éssers humans®. Per exemple, la relacio entre SirT1 i Suv39h1 és
molt important en la formacié de I'heterocromatina on SirT1 fa augmentar els
nivells d’H3K9me3 a través d’un seguit d’accions sobre Suv39h1’>. En el
manteniment de I'’heterocromatina sota condicions d’estres SirT1 modula
l'intercanvi de Suv39h1 en heterocromatina constitutiva (HC) mitjangant el
control dels nivells de Suv39h1. També s’estableix aquesta relacié entre
SirT2 i PR-Set7 on SirT2 promou l'activitat PR-Set7 a través d'una
combinacié de mecanismes, incloent la desacetilacio d’H4K16Ac i la uni6 a
PR-Set7, que sembla que augmenta l'activitat especifica de I'enzim. A més
SirT2 altera els nivells de la PR-Set7 a la cromatina®. Un altre exemple seria
entre p300 i Suv420. La metilacié d’'H4K20 impedeix I'acetilacié de H4K16 per
I'acetiltransferasa P300 in vitro. Curiosament, també es va observar el

contrari, la marca H4K16ac evita la metilacio d’H4K20"3,

Estructura de la cromatina

Organitzacio de la cromatina

Els enzims i les seves modificacions esmentades anteriorment, entre
d’altres, modulen l'organitzacié de la cromatina en una jerarquia d’ordres
successius de compactacio. Van des de la fibra d’11nm fins al cromosoma, la

forma de la cromatina més compactada. La fibra d’11nm representa 'ADN
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embolicat al voltant dels nucleosomes (Fig. I6E). Aquesta s’ordena per formar
un ordre superior de compactacioé de fibra helicoidal de 30nm de diametre
(Figura 16D). Es pot formar a través del reclutament de la histona H1™7°
durant la interfase, i/o a través de factors associats a la cromatina com HP1 o
Polycomb (PC). S’han proposat dos models per descriure la fibra de 30nm:
solenoide i hélix en zig-zag75. Pero tot i que s'ha estudiat extensament in vitro,
les evidéncies per a l'existéncia de la fibra de 30nm in vivo s6n limitades.
Alternativament, a I'organitzacié de la cromatina en una fibra de 30nm, ha
estat proposat el model "polymer melt" on els nucleosomes no contigus
linealment en la cadena d'ADN, interactuen dins d'una regi6é de la cromatina.
Aquesta s’organitza en una série de petits globuls per formar un estat més
compacte76 (Figura 16D), arribant fins a la formacié del cromosoma durant la

divisié nuclear (mitosis i meiosis).

i)

Solenoid Zigzag  Polymer
melt

Figura 16. Organitzacio de la cromatina en el nucli de mamifer. A Els cromosomes
estan organitzats en els territoris cromosomics. B Els territoris cromosomics estan
compostos de globuls fractal. C Les fibres de la cromatina interactuen (i) dins d'un globul
fractal (freqlient), (ii) entre globuls fractals d'un mateix territori cromosoma, o entre el
cromosoma territoris adjacents. D La cromatina pot formar una fibra de 30nm (model
ziga-zaga o model solenoide) o alternativament organitzar-se com a “polymer melt”. E La

cromatina es resol com una fibra de 11 nm que consisteix en nucleosomes™.
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Comparacio entre I’heterocromatina i ’eucromatina

A part de dividir la cromatina segons el seu grau de compactacio, la
podem classificar segons la seva funcionalitat en eucromatina i
heterocromatina.

L’'eucromatina és la forma menys compactada de les dues®’. Es
caracteritza per una alta densitat de gens i per ser transcripcionalment
activa'®. En general, regions actives de cromatina es correlacionen amb
I'acetilacié de lisines de les cues d’histones com pot ser I'acetilaci6 a la lisina
16 de la histona 4 i certes combinacions de la metilacié en lisines i arginines
com per exemple: H3K4me2/3, H3K36me3, H3K79me2/3 i H4K3me2® (Figura
I7). Aquestes modificacions poden afavorir 'accés de factors de transcripcio a
les regions promotores i permetre una transcripcié eficient mitjangant I'ARN
polimerasa n.

Per altre banda, I'heterocromatina, és la forma de cromatina més
compactada. Es caracteritza per baixa activitat transcripcional, baixa
abundancia de gens i enriquiment en seqiiéncies repetitives d’ADN. Aquesta
esta generalment hipoacetilada, per exemple, degut a la desacetilacié per
part la desacetilasa SirT1, i metilada en diferents lisines com ara H3K9me2 i
H3K9me3, H4K20me1 i H4K20me3, i H3K27me3. En particular, H3K9me2 i
H3K9me3, catalitzades per la metiltransferasa Suv39h1, és una caracteristica
de l'organitzacié global de la cromatina. En particular, H3K9me3 és
reconeguda per les proteines estructurals especifiques, com ara I'HP1, que
es requereix per I'estructura i difusié de I'neterocromatina®’®.

La transicid entre aquests dos nivells d’organitzacié de la cromatina és vital
pel control de la transcripcid, replicacié i moltes altres funcions cel-lulars

associades amb 'ADN®.
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H2BK123ub H3K%ac »— H3K9me

H3K79me HP1 —
H3K4me — H3K9me H4K16ac v— H4K20me
HP1 — H3KS%ac \

DNA methylation

H4K16ac =— H4K20me

activa reprimida

Figura I7. Modificacions de la cromatina. Transicié d’'una plantilla de cromatina inicial a
eucromatina activa (esquerra) o a l'establiment d’heterocromatina reprimida (dreta),
implicant coordinadament una serie de modificacions. En el cas de [lactivacio

transcripcional, aquesta va acompanyada per l'accié de complexes remodeladors del

nucleosoma i la substitucié d’histones per variants d’histones (en groc)2°4.

Comparaciéo  entre ’heterocromatina  facultativa i
I’heterocromatina constitutiva

L'heterocromatina es divideix en dues formes principals d'acord amb
la seva diferent dinamica funcional i estructural: I'heterocromatina constitutiva
(HC) altament compactada, conté pocs gens i es troba principalment en

estructures cromosomals com teldmers i centromers; i I'’heterocromatina

21



facultativa (HF), és més abundant en termes de contingut de gens i
constitueix regions que es poden formar com heterocromatina, perd que

poden revertir a eucromatina un cop requerit>'°.

Heterocromatina facultativa

L'HF és transcripcionalment silenciada perdo pot passar a
eucromatina, per tant es descompacta i permet la transcripcié dins dels
seglents contextos especifics: temporal (per exemple, estats de
desenvolupament o etapes especifiques del cicle ceI-IuIar)5’1°, espacial (com
poden ser canvis de localitzacié nuclear del centre a la periféria o viceversa, a
causa de senyals o factors exogens), o parental/hereditari (per exemple,
expressié génica monoal-lélica)4.

L'HF pot ocupar un cromosoma sencer (per exemple, el cromosoma
X inactiu (Xi) de femelles de mamifer), abarcar grans distancies genomiques
(per exemple, grups de gens homeotics), o limitar-se a les regions
reguladores de gens definits (per exemple, promotors)**°.

Marques d’histones com H3K9me2/3 i H4K20me3, que es troben en
I'HC, s'associen sovint amb els dominis d'HF, per exemple, es van trobar en
els subdominis del cromosoma X inactiu en les cél-lules somatiques

femenines "*%°

. No obstant aixo, la formacié d'HF també esta controlada per
mecanismes independents dels que controlen I'heterocromatina constitutiva.
De fet, la formaci6 d'heterocromatina facultativa s'associa sovint amb
'H3K27me3, una marca que esta absent en I'heterocromatina constitutiva®’.

H3K27me3, contribueix als mecanismes d'inactivacié del cromosoma X%22".

Heterocromatina constitutiva

En mamifers, 'HC es troba en estructures cromosomiques funcionals
com ara centromers i telomers. Als centromers, al voltant de la regi6
centromérica la qual esta implicada directament en la formacié del cinetocor,

es defineix com a regi6é pericéntrica la qual esta implicada en I'adequada
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separaci6é de cromatides germanesw. La regi6 pericentrica o pericentromeérica
(HPC) és la més abundant dels diferents dominis d’HC en el genoma. En
nuclis en interfase aquesta regié pot formar agrupacions denominades
chromocenters.

Aquestes dues regions, centromérica i pericentromeérica, contenen

majoritariament sequiencies repetitives d’ADN (Figura 18).

cromatina que conté la histona
H3 dimetiladaalalisina4

plaques interiori

’ . cromatina que conté la variant
exterior del cinetocor

d’histona H3 especifica de centromer

S

microtubuls £

heterocromatina
pericéntrica
cohesines unint

cromatides germanes

Figura I8. Estructura i funcié de la cromatina que forma els centromers. Es mostra el
centromer, I'heterocromatina pericéntrica, les cohesines, els microtubuls i els bragos dels

cromosomes.

En ratolins, la regi6 centromérica, esta formada per sequéncies
repetitives anomenades minor satél'lits, cada una de les quals conté unes
120pb i son regions d’unes 600kb. Aquesta regié també esta caracteritzada
per la incorporaci6 de la variant d’histona H3 centromeérica en els seus
nucleosomes i per la preséncia de proteines centromeériques especifiques
requerides per la formacioé del cinetocor'®%.

La regi6 pericéntrica en ratolins esta formada per repeticions
anomenades major satél-lits, la transcripcié6 dels quals esta regulada
diferencialment, cada un consta d’'unes 234pb i sén regions d’'unes 6Mb.
Aquestes regions estan enriquides amb les isoformes d’HP1; amb un
component d’ARN que sembla tenir una paper crucial en la formacid i

manteniment de la regi6 pericéntrica; i en marques epigenétiques repressives
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com hipoacetilacié d’histones, metilacié d’histones, com la metilaci6 d’H3K9
per part de Suv39h1, i metilacio de 'ADN (als dinucleotids CpG)'®®® (Figura
19).
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Figura 19. Organitzacié de I'heterocromatina pericéntrica en ceél-lules de ratoli.
Regions pericentriques fortament metilades en H3 (es mostra per un estel blau) per
Suv39h, en les illes CpG de 'ADN (es mostra amb una estrella taronja). El domini intern
és la regi6é centromeérica (estel de vuit puntes de color vermell). Observem també els
transcrits d’ARN homolegs a les dues cadenes dels major satél-lits, aixi com un
component d’ARN (ARN “estructural”) que esta implicat en el manteniment de

I'organitzacio de I'heterocromatina®.

En la regulacié de la metilacié de 'ADN dels sateél-lits, hi esta implicat
Suv39h1, a través de dirigir la trimetilaci6 a H3K9 i la metilaci6 de I'ADN
dependent de Dnmt3b. En canvi, la metilaci6 de I'ADN en repeticions
centromeériques es produeix independentment de la funcié de Suv39h. Tots
dos sistemes de metilacié6 s6n propensos a ser importants en el refor¢ de
I'estabilitat de subdominis heterocromatics i, per tant, en la proteccié de la
integritat del genoma .

En ratolins, I'heterocromatina pericéntrica es caracteritza per alts

nivells de metilacio de I'ADN i trimetilacié d’H3K9.
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Diverses modificacions de les histones s'han relacionat amb la
formacié de dominis d’HC, incluint trimetilacié6 d’H3K9 (H3K9me3) i la
trimetilacié a la lisina 20 de la histone H4 (H4K20me3). Més recentment, una
tercera modificacié d’histones, H3K79me3, s’ha relacionat amb la formacié

d’HC en cél-lules mare embrionaries de ratoli 2.

Factors clau a l'estructura de I’heterocromatina:
Suv39h1

Origen i estructura de Suv39h1

Suv39h1/h2 va ser aillada en mamifers, a partir de la informacié de la

sequiéncia del domini SET®>%

, el qual va ser originalment identificat com una
seqliéncia conservada d’aminoacids en les proteines de Drosophila
Su(Var)3-9, E(z), i Trithorax®”. Esta situat a C-terminal i és on hi recau
Iactivitat catalitica de 'enzim®*®.

A part del domini SET, Suv39h1 conté a la regi6 N-terminal el domini
chromo el qual també el trobem conservat a la proteina homodloga de
Schizosaccharomyces pombe, CIr4p86. Aquest domini juga un paper en la
focalitzacio de Suv39h1 i en el reconeixement de la lisina metilada d’'H3K9 i, a
més a més, té la capacitat d’'unir-se a 'ADN i a ’ARN. També és essencial
per a l'activitat catalitica de Suv39h1 ja que la mutacidé i la supressié del
domini chromo de Suv39h1 posen en perill la seva activitat enzimatica tot i la
preséncia d'un domini SET cataliticament intacta®. Aquests dos dominis sén
presents en proteines cromosomals implicades en el control epigenétic de
I'expressio génica.

La deteccio de Suv39h1 en diferents linies cel-lulars de mamifer ens
descriu una distribucié enriquida d’aquest enzim en els foci d’'HC durant la
interfase®, on interacciona amb HP1 (la proteina estructural més abundant
de I'HC), perd Suv39h1 pot ser reclutada en aquestes regions en part
independentment d’HP1®. Tant Suv39h1 com HP1 tenen una alta dinamica

de renovaci6. Durant la mitosi hi ha una acumulacié de Suv39h1 transitoria
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en les regions centromériques®. També es troba en les regions d’HF on esta

implicada en la seva formacio®.

Regulacié de Suv39h1

Suv39h1 pot estar regulat per enzims, factors de transcripcid i
modificacions postraduccionals, entre d’altres.

Per exemple, la relacié entre la demetilasa d’H3K9 JMJD2b i p53 pot
regular Suv39h1. L’'activacié de p53 indueix I'expressié de la d’'JMJD2b que
disminueix, indirectament, I'expressié de Suv39h1. L'esgotament JMJD2b o
expressiod sostinguda de Suv39h1 retarda la reparacié de I'ADN en rHCY".

Un altre exemple és el de DBC1 (suprimit en el cancer de mama 1)
que pot ser un important regulador de la formacié d'heterocromatina i de
I'estabilitat gendmica mitjangant la interrupcié del complex Suv39h1-SirT1 i la
inactivacié dels dos enzims®.

Treballs previs del grup van demostrar que SirT1 regula l'activitat de
Suv39h1 per diverses vies: promou la metilaci6 d’'H3K9me3 per Suv39h1
reclutant aquest directament a regions reguladores a través de la uni6é entre
domini N-terminal de SirT1 i el domini chromo de Suv39h1; a part, SirT1
desacetila H3K9Ac per permetre la metilacié per part de Suv39h1; la uni6 de
SirT1 a Suv39h1, també incrementaria la seva activitat metiltransferasa
probablement a través d'un canvi conformacional i, finalment, SirT1
desacetila la K266 de Suv39h1, un residu localitzat al domini catalitic SET,
fent 'enzim més actiu. Aquesta modificacié és la primera descrita en una
metiltransferasa que modula la seva activitat catalitica. Encara que el paper
de la K266 en la formacié d'heterocromatina, i les seves implicacions per a

les funcions Suv39h1 encara no estan del tot descrites®.

Funcions de Suv39h1

Suv39h1 esta implicat en diverses funcions, entre d’altres, en la

formacié de I'heterocromatina i I'organitzacié del genoma, al silenciament
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geénic, en l'estabilitat dels telomers, en la progressio del cicle cel-lular, en la
segregacié cromosomica, al desenvolupament i en la tumorogénesis.

La relaci6 de Suv39h1 amb HP1 sembla ser crucial en la formacié
d’heterocromatina (Figura 110). Suv39h1 és important pel reclutament d’HP1
a I'’heterocromatina gracies a la trimetilacié d’H3K9 per part d’aquest, ja que
la perdua de la metiltransferasa causa una deslocalitzacio dHP1%. La
interaccié entre aquestes dues proteines i el reclutament d’HP1, juntament
amb altres proteines, indueix 'empaquetament de la cromatina o la formacié

d’heterocromatina i el silenciament de genseg.

Suv3%h
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Figura 110. Propagacié de I’heterocromatina. Els nucleosomes metilats a H3K9 es
vinculen a HP1. HP1 alhora recluta Suv39h, que metila especificament H3K9, permetent
que la metilaci6 i 'HP1 s’extenguin als nucleosomes successius propagant-se i donant

lloc a la formacié d’heterocromatina®.

Suv39h1 esta també implicat en el silenciament génic de novo®®,

Suv39h1 també podria tenir una funcié estructural en I'HPC, a part de
la seva activitat catalitica. S’ha descrit una poblacié substancial d’aquest
enzim immobil en aquesta regid i li assignen aquest paper estructural, sent el
domini SET el que media aquesta unid estable®.

També s’observa una relacié de Suv39h1 i de la metilaci6 d’H3K9 amb
el manteniment de l'estabilitat gendmica ja que I'abséncia d’aquest enzim
causa una mala segregacio6 dels cromosomes’ 2%,

També trobem Suv39h1 relacionat amb el manteniment dels telomers
ja que la pérdua de Suv39h1/h2 durant el desenvolupament provoca

redistribucié dels seus nivells en els telomers®. A més a més, I'abséncia
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d’aquest enzim també s’ha relacionat amb lincrement de longitud dels
telomers en cél-lules murines. Contrariament, en cél-lules humanes
disminueix la longitud dels teldomers, el que suggereix que la biologia dels
telomers és diferent entre les espécies de mamifers®. Suv39h i l[amines de
tipus A probablement juguen un paper clau en el manteniment dels telomers i
I'arquitectura nuclear d’aquestsg7.

Suv39h1 esta implicat en cicle cel-lular ja que s’ha vist en ratolins que
la pertorbacié d’aquest produeix defectes en la progressié d’aquest procés.
Suv39h1 es recluta preferentment a I'HPC durant I'entrada en mitosi,
generant un gradient de marques de metilacié, sent el pic dH3K9me3 a la
metafase i disminueix a mesura que les cromatides germanes se separen %,

La pérdua de Suv39h1/h2 durant el desenvolupament provoca la
pérdua total d'H3K9me3 a HPC provocant una pérdua d’heterocromatina ja
que es perden les proteines d’'HP1 i es relocalitza H4K16Ac al foci
d’heterocromatina®. Els doble KO per Suv39h1/2 tenen la viabilitat reduida
durant el desenvolupament embrionari i creixement reduit i infertilitat en
adults®™. Curiosament, la pérdua d’'un dels dos no afecta els nivells de
H3K9me3, reafirmant la importancia de mantenir els nivells de la modificacié
a través del programa de desenvolupaments. Aquests son viables perd
predisposen al desenvolupament de tumors com limfomes®2.

Suv39h1 també esta implicat en tumorogénesis. Se I'ha relacionat amb
la formacié d’'un complexe amb pRb i juga un paper en la inhibicié d’E2F1
metilant els promotors d’aquest enzim. Per tant, Suv39h1 té una implicacié en
vies de supressors de tumors® i, conseqientment, en tumorogenesis.

La senescéncia dependent de Suv39h1 protegeix els ratolins de
linfomes invasius en cél-lules T conduits per Ras, per tant, reafirma la seva
funci6 com a supressor de tumors. Contrariament, H3K9me mediada per
Suv39h1 s'ha relacionat amb el silenciament de gens supressors de tumors
com ara p15INK4B i E-cadherina en la AML (leucémia mieloide aguda),
entrant en controvérsia amb les dades anteriors. Per tant, és possible que la
funcié per defecte de Suv39h1 sigui mantenir I'estabilitat del genoma limitant
I'activacié aguda d'oncogens mentre que la seva desregulacié podria causar

la formacié de tumors®®®,
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Una de les principals proteines implicades en

’estructura de I’heterocromatina: HP1

Estructura d’HP1 i isoformes

Suv39h1 crea un lloc d’unié per I'HP1 (Heterochromatin protein 1), la
proteina estructural per excel-léncia de I'heterocromatina i una de les més
importants en seva formacio.

HP1 va ser identificada per primera vegada en Drosophila com a
Su(var)2-5 i com un supressor dominant de la PEV (position effect
variegation). La familia d’HP1 és evolutivament conservada, ha estat descrita
des del llevat de fissi6 (Swibp) fins a mamifers (HP1a, HP1B i HP1y), amb un
paper en la regulacié estructural de I'heterocromatina®"'®.

En mamifers cada una de les tres isoformes esta codificada pel seu
propi gen. HP1a esta codificada pel gen Cbx5 (“Chromobox homolog 5”),
HP1B pel gen Cbx1 i HP1y per Cbx3.

Aquestes tres isoformes tenen un alt grau de similitud en la
seqiiéncia d’aminoacids, aproximadament un 65% (Figura 111)'®, i en

I'organitzacié estructural.

Aquestes tres isoformes son proteines petites, d’'uns 25kD. Estan
compostes per dos dominis estructurals, el “chromodomain” o domini chromo
(CD) a la part N-terminal i el “chromoshadow domain” (CSD) a la regi6 C-
terminal i units per una regié més variable anomenada “hinge” (HR) (Figura
111).
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HP1oe  MGKKTKRT-ADSSSSEDEEEYVVEKVLDRRMVKGOVEYLLKWKGFSEEHNTWEPEKNLDC 59
HP1  MGKKQNKKKVEEVLEEEEEEYVVEKVLDRRVVKGKVEYLLKWKGFSDEDNTWEPEENLDC 60
HP1y MGKKONGK-SKKVEEAHPEEFVVEKVLDRRVVNGKVEYFLKWKGETDADNTWEPEENLDC 59

* ok k Ak Ahkhhkhhhhkhk * hhhhkhk hhkhkhhk khkhkhkhkk hhkkk
HP1o [PELISEFMKKYKKMKEGENNKPREKSEGNKRKS-SFSNS-ADDIKSKKKREQSNDIARGE 117
HP1B |PDLIAEFLQSQKTAHETDK------ SEGGKRKADSDSEDKGEESKPKKKKEES-EKPRGF 113
HP1y |PELIEDFLNSQKAGKEKD---=------ GTKRKSLSDSES - -DDSKSKKKRDAA-DKPRGF. 107
* - > - * * * ek L Rk ok o

HP1B |ARGLEPERIIGATDSSGELMFLMKWKNSDEADLVPAKEANVKCPQVVISFYEERL 173

HP1y |ARGLDPERIIGATDSSGELMFLMKWKDSDEADLVLAKEANMKCPQIVIAFYEERLTWH 167
FEH Kk REANRRRE Kk RKRKAKKE  RRANKK KRRAN Kkdkk Ak kA kAR TNRR

HP1o |ERGLEPEKIIGATDS CGDLMFLMKWKDTDEADLVLAKEANVKCPQIVIAFYEERLMQY 177
TWHSY

HP1o PEDAENKEKESAKS 191
HP1B PSEDDDKKDDKN-- 185
HP1y P-EDEAQ------- 173

Figura I11. Seqiiencies d’aminoacids de les isoformes d’HP1 de ratoli. Aliniament de
les sequencies d’aminoacis d’HP1a, HP1B i HP1y murines. Els asteriscs indiquen els
aminoacis conservats entre les tres isoformes. Es diferencien els tres dominis d’HP1: CD
(vermell), regié hinge (verd) i CSD (blau)™.

El domini chromo (chromatin organization modifier domain) és
responsable de la unié d’HP1 a la lisina 9 di- i trimetilada de la histona H3. La
funci6 de silenciament génic d’'HP1 depeén, entre d’altres, d’aquesta
interaccié. Aquest domini és més un motiu d’'interaccié amb proteines que no
pas un motiu d'uni6 a I'"ADN'®.

El CD té un paper estructural altament conservat en I'evoluci6. Totes
les proteines que el contenen poden alterar I'estructura de la cromatina
afavorint la formacié d’heterocromatina, com també és el cas de
Suv39h1%*'%_ El domini chromo també el trobem a les proteines de la familia
polycomb'".

A part de dirigir-se a heterocromatina a través de la uni6 a H3K9me3,
el CD d’HP1 també té com a diana el “histone fold domain” de la histona H3.
Aquesta uni6é és d’alta afinitat i es pensa que representa la fraccié immobil
d'HP1 "2 El domini chromo d’HP1 és necessari perqué HP1 s’incorpori a
heterocromatina, ja que el mutant ACD és incapag de localitzar-se en regions

193 pero el

d’heterocromatina i queda difis en ceél-lules de ratoli
reconeixement especific de la metilacio a H3K9 no és només pel CD, sin6
que la HR i el CSD també contribueixen en la unié selectiva de HP1 als

nucleosomes metilats a la histona H3 a lisina 9'%.
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Les modificacions postraduccionals també contribueixin a dirigir les
isoformes d’HP1 cap a 'HC. En mamifers, HP1a és fosforilada als residus de
serina del domini N-terminal i aquesta fosforilacié juga un paper critic
modulant l'activitat d’aquesta isoforma d’HP1 per una uni6 eficient a la cua de
la histona H3 metilada. Curiosament, aquestes fosforilacions persisteixen
durant el cicle cel-lular i formen una unitat estructural essencial d’'HP1a per
assegurar la seva unié a cromatina'®.

El CSD esta implicat en 'homo- i heterodimeritzacié i com a resultat,
en la interaccié amb altres proteines (Figura 112). L’estructura del dimer crea
una interfase formada per residus conservats i Unics en aquest domini que

poden acomodar proteines que contenen la seqiiéncia consens PXVXL'%'%2,

Aquest domini és especific de la familia ’'HP1"°".

117 71 86 108 116 176 191
. ———— | ‘
D'(?mln|s ., ‘ Chromo [ Hinge ! Chromoshadow
d interaccio ﬁ l l x
Proteines que H3K9 metilat ARN HP1a, HP1B, HP1y
interactuen ADN p150 de CAF1
chromatina Suv39h1l

Dnmtl, Dnmt3a

Figura 112. Dominis d’HP1 de ratoli i interaccié amb diferents factors. Aquest
esquema representa els tres dominis d’'HP1: CD, CSD i la regi6é “hinge”, i alguns dels
components amb els que interacciona cadascun els quals so6n importants per a

I'estabilitat dels dominis d'heterocromatina'®.

Suv39h1 interacciona amb HP1 gracies a la dimeritzacié del domini
CSD tot i que Suv39h1 no conté la seqiiéncia consens. HP1 interacciona amb
el CD de Suv39h1%. Aquesta interaccié es veu abolida per mutacions en
residus especifics de cada isoforma d’HP1 en el CSD. Les proteines d’HP1
també es dirigeixen a la cromatina gracies a aquesta interaccié i també a
través de la interaccié amb H2A.Z i H1'%,

El CSD i el CD comparteixen una alta identitat de la seqliéncia
d’aminoacids tot i tenir diferents funcions. L’alt grau de similitud suggereix que
els gens que codifiguen HP1 podrien originar-se a partir de la duplicacio

d’'una d’aquestes seqiiéncies dels dominis™®.
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La regi6 “hinge” és la menys conservada d’HP1. Conté una
sequéncia de localitzaci6 nuclear. La regié hinge és la responsable de la unié
a ARN i ADN. Ha estat demostrat que modificacions en aquesta regi6é afecten
a la localitzaci6, interaccions i funci6. La regié “hinge” podria ser una regi6 de

% yUna de les

control central en la regulaci6 de les proteines d’'HP1
modifiacions en aquesta regié que afectarien la localitzaci6 d’'HP1a és la
sumoilacié. Aquesta modificacié postraduccional podria promoure la unid
d’HP1 a 'ARN in vivo'”’. La desumoilacié causada per SENP7, localitzada als
dominis pericéntrics enriquits d’HP1, podria afavorir el manteniment HP1a en
aquests dominis'®.

Tot i aixi, s’han descrit modificacions posttraduccionals especifiques
de cada isoforma i la interaccié d’aquestes amb diferents proteines; aixo
explicaria la diferent localitzacié i diferent funcié de les isoformes a nivell
general. En abséncia de cadascuna de les isoformes d’HP1 s’observen
fenotips diferents en ratolins cosa que reafirma la diferent funcionalitat

d’aquestes proteines.

Modificacions postraduccionals a les isoformes d’HP1

Les isoformes d'HP1 sén regulades per modificacions
postraduccionals com la fosforilacio, acetilacid, ubiquitinitzacié, sumoilacio i
formilacio '®. Per exemple, en mamifers, la fosforilacié d’'HP1a, HP1B i HP1y,
és una de les PTM més estudiades d’aquests enzims, sent un dels
mecanismes a través del qual es regula la seva funcié.

La fosforilacié a la regidé N-terminal d’'HP1a té un paper important en
la seva localitzacié a cromatina. La fosforilacié de la serina 83 d’'HP1y per la
PKA (proteina kinasa A), afecta I'activitat de silenciament d’aquesta i serveix

com a marcador per I'elongacié transcripcional'®

definint una subpoblacié
d’aquesta isoforma exclusiva per eucromatina. HP1y fosforilada interacciona
amb Ku70, una proteina implicada en la reparacié del trencament de doble
cadena de 'ADN, mentre que la isoforma a interactua amb Ku70 en estat

desfosforilat''®""",
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En el cas d’'HP1, sota condicions de dany, esta fosforilada per la
CK2 (caseina quinasa 2) al residu tirosina 51 localitzat al domini chromo.
HP1a i HP1y també soén reclutades en llocs de dany a 'ADN perd sense
aquesta modificacié especifica de residu’®. Altres estudis demostren que S89
a la regié hinge i S175, la qual és Unica per HP1f entre les tres isoformes
d’HP1, son els principals llocs de modificacié. HP1B fosforilada a S89 i S175
conserva la seva activitat fonamental d’uni6 a les histones i cromatina'".

Canvis en la fosforilaci6 de HP1a i HP1B poden ser conduits per
l'activacié de c-Raf, a part de conduir a la induccié estable de H3K9me3,

resultant aixi en una heterocromatinitzacio alterada del genoma'®.

Substrats d’HP1a, HP1B i HP1y

Les isoformes d’'HP1 sén capaces d’interaccionar amb una gran
varietat de proteines implicades en diversos processos biologics. Aquestes
interaccions poden ser especifiques de cada isoforma o generals, per totes
tres isoformes (Taula 13). Per tant, podem parlar d’exemples tan diversos
com:

Les metiltransferases d’ADN Dnmt1 i Dnmt3a, implicades en la
metilaci6 de CpG'®, i Suv39h1, amb la qual s'uneixen, reforcen un estat
repressiu de la cromatina gracies a la interacci6 amb les tres isoformes
d’HP1.

En canvi, HP1a forma un complex amb el factor remodelador de la
cromatina BRG1, que no es forma ni amb HP1B ni amb HP1y. La regié que
confereix aquesta uni6 al CSD d'HP1a és critica per a l'activitat de

silenciament d’aquesta isoforma’'">.
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HP1/sa, phosphoS83-HP1Hsy CSD, Linker

Taula 13. Exemples de proteines que interaccionen amb les isoformes d’HP1. HP1,
es refereix a HP1 de Drosophila; HP1a, HP1B and HP1y s refereix a ratoli i huma a no

ser que s’especifiqui (Mm, ratoli; Hs, huma); ND, no determinat. Adaptat de'®.
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També ha estat descrita la interaccié d’HP1a amb el supressor de
tumors Rb el qual esta implicat en la repressi6 transcripcional. Funcionalment
Rb interactua amb factors clau en la biologia de I'’heterocromatina com
Suv39h1, Dnmt1 i components del complex de remodelacié de la cromatina
SWI/SNF, a part de I' HP1a. La perdua de Rb fa disminuir la mobilitat d’'HP1a
i que desaparegui la trimetilaci6 d’H4K20 en els dominis d’heterocromatina.
Per tant, fa que HP1a estigui més associada a heterocromatina en abséncia

114 115

d’aquesta . La interacci6 amb Rb també s’ha descrit amb HP1y .

Localitzacio de les isoformes d’HP1

Tot i la similitud entre les isoformes d’'HP1, aquestes mostren un
patré heterogeni de localitzaci6 intracel-lular d'acord amb la preséncia d'una
amplia varietat de molécules amb les que interactuen®”.

En la interfase, HP1a es localitza a heterocromatina, HP1B part a
heterocromatina i part a eucromatina i HP1y majoritariament a eucromatina
(Figura 113).

HP1 DAPI Merge

a-HPla

a-HP1ly

Figura 113. Localitzacié de les isoformes en el nucli de cél-lules MEFs. IF que mostra
la localitzacié de les proteines d’HP1 endogenes (primera columna). Tincié amb DAPI

(segona columna). MERGE (tercera columna). Adaptacié figura suplemental’®.

Aquesta localitzacié pot variar també segons la fase del cicle cel-lular

o I'etapa del desenvolupament en que es trobi la cél-lula.



Durant la mitosi, una fraccié6 d’'HP1a, perd no HP1B ni HP1y, esta
retinguda a la regi6é pericentromérica dels cromosomes, on es porten a terme
funcions importants per a la cohesié del centromer i la formacioé del cinetocor i
podria ser necessari per identificar i definir aquesta area especialitzada de

I'heterocromatina en tot el cicle cel-lular'"”

. Durant aquesta fase, pero, la
majoria de proteines d’'HP1 sbén alliberades de la cromatina gracies a la
fosforilacié transitoria de la serina 10 de la histona H3, per part de la kinasa
mitotica Aurora B. Aquesta modificacié és suficient per expulsar les proteines
HP1 dels seus llocs d'unié i permetre I'accés dels factors necessaris per a la
mediaci6 de condensaci6 de la cromatina i l'adequada segregaci6 de
cromosomes durant la mitosi'"®.

Recentment s’ha descrit que durant la divisié cel-lular mitotica, en la
fase G,/M, HP1y colocalitza i és fosforilada en la serina 83 (Ser83) per
I'Aurora A, sent aquesta fosforilacid necessaria per a la correcta execucié de
la divisi6 cel-lular'"®.

Respecte el desenvolupament, la majoria de cél-lules indiferenciades
tenen un fenotip d’HP1a i y difus, en canvi HP13 es manté localitzada a les
regions d’heterocromatina’®.

La localitzacié de les isoformes d’'HP1 als foci d’heterocromatina
també pot variar segons la preséncia o abséncia d’altres proteines importants
en aquestes regions. Per exemple, la pérdua de Suv39h1/h2 deslocalitza
completament les isoformes d’HP1 en les regions d’heterocromatina’'®.

Particularment interessant és el cas d’'HP1y, ja que necessita la
preséncia de les isoformes a i § d’HP1 per localitzar-se als foci d’HC en
MEFs. Al doble KO per aquestes dues isoformes, HP1y es troba difusa pel
nucli. Contrariament, la localitzacié de H3K9me3 i Suv39h1 es manté tant en
preséncia com en abséncia d’'HP1a i HP1B indicant que els territoris
d’heterocromatina no estan afectats per [I'abséncia d’aquestes dues

isoformes'®.
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Funcions i implicacions d’HP1

La continua llista en expansié de proteines que interactuen amb HP1
indiquen que podria estar involucrat en la regulaci6 de més processos
biologics que els estrictament relacionats amb la formacié d’heterocromatina.
Entre aquests: replicacié de '’ADN, reparacié del dany a I’ADN i activaci6é de
la transcripcié en regions eucromatiques’*>"%.

HP1 assegura I'estabilitat dels dominis d’heterocromatina a través de
la seva unio transitoria a la cromatina i el seu intercanvi dinamic®. A més a
més, s’ha descrit que la pérdua d’aquesta causa defectes de segregacio
cromosomica i, concretament en abséncia de la isoforma (3, letalitat'®°.

Estudis recents en cél-lules de mamifer relacionen HP1 amb el
reclutament de cohesines a I'heterocromatina pericéntrica a través de la
interaccio amb Suv420'?".

HP1 també ha estat implicat en el manteniment i estabilitat del
teldmer ja que s’ha demostrat la localitzacié d’HP1y als telomers a la fase S
on aquest és requerit per establir i mantenir la cohesié. A més, el lloc d'unio
d’'HP1 a TIN2 (media la funcié telomérica en humans) és necessari per a la
cohesi6é dels telomers germans i pot impactar en el manteniment de la
longitud dels teldmers per la telomerasa'®%.

Tant 'HP1c de Drosophila com I'HP1y en mamifers, s’han trobat en
dominis de la cromatina activa on interaccionen i colocalitzen amb I'ARN
polimerasa Il (RNApol Il), relacionant-se amb la regulaci6 de la
transcripcio'®>'**, com ja s’ha esmentat anteriorment.

El reclutament per part dHP1 de factors de replicacié6 d'ADN ha
demostrat ser important per a la replicacié de I'heterocromatina pericéntrica
en ratoli. HP1 s’associa amb proteines implicades en la replicacié de 'ADN

109, aixi com amb diversos

com el factor d’ensamblatge de cromatina CAF1
membres del complex de l'origen de replicaci6. Com que I'heterocromatina
pericéntrica és replica relativament tard, I'associaci6 d’HP1 amb aquestes
proteines pot ser crucial per assegurar una adequada finalitzacié de la
replicaci6 de I'ADN en les Ultimes etapes de la fase S en céllules

eucariotes'®.
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Les isoformes d’HP1 estan implicades en la reparacié del dany a
’ADN a través de la seva reclutacié als llocs afectats, per exemple, per

109

estrés. Majoritariament implica la seva interacci6 directa amb CAF1 ™. Degut

al dany, les isoformes d’'HP1 desencadenen la seva dissociacio transitoria de

%6 | es isoformes estan

la cromatina per facilitar la resposta al dany a 'ADN
implicades en vies de reparacié del dany a la doble cadena de I’ADN, incluint
la recombinaci6 homologa (HR) i l'anellament de cadena simple (SSA).
Estudis recents descriuen que HP1a i HP1B estimulen HR i SSA, en canvi
HP1y té un paper inhibitori'?’.

HP1 també esta relacionada amb tumorogénesis. Alguns estudis
descriuen que nivells reduits estan associats amb la progressié del cancer de
mama i el de meduloblastona, entre d’altres’®'?. Contrariament, altres autors
relacionen I'expressio de les isoformes d’HP1 amb cancer com per exemple

en el de préstata on HP1B i HP1y es troben incrementades’®.

Estudis en ratolins KO per cada una de les isoformes han donat lloc a
diferents fenotips demostrant que les proteines d’HP1 no sén funcionalment
redundants a nivell global de la cél-lula'®.

Als estudis per entendre la funcié6 d’HP1a no s’ha vist cap alteracié en
els ratolins amb la mutacié nul-la de Cbx5. Per tant, no sembla tenir cap
funcié imprescindible per la viabilitat cel-lular que no puguin compensar les
altres isoformes. Son indiferenciables dels WT, indicant que la seva funci6 és
redundant'’.

Respecte HP1B té un paper molt important en el desenvolupament ja

que la mutacié nul-la de Cbx1” provoca letalitat perinatal®™’

. La pérdua
d’aquesta isoforma condueix a un defectués desenvolupament
neuromuscular i de I'escorcga cerebral. El defecte en aquest ultim és probable
que sigui el resultat d’'un alt increment en l'inestabilitat gendmica %2 Per tant,
el fenotip nul de Cbx1 en ratolins és més greu que el de Suv39h1/h2 doble
mutant™’.

En cél-lules Cbx3hypo (nivells molt reduits d’HP1y), es produeixen
defectes en I'espermatogenesis. Per tant, HP1y s’ha descrit ser requerida per

una adequada renovacio i supervivéncia de les cél-lules germinals'*°.
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No obstant, diferéncies entre les tres isoformes d’HP1 a nivell de foci

d’HPC encara no han estat descrites.

Formacio d’heterocromatina constitutiva: Suv39h1 i
HP1

En mamifers, la formacié d’heterocromatina i silenciament génic es
podria dur a terme a través del reconeixement per part de factors de
transcripci6 de seqléncies especifiques d’ADN com elements d'ADN
repetitius, concretament grups de seqléncies satéllit i elements de

2 Els factors de

transposicié, que es troben en els centromers i telomers
transcripcié reprimirien la produccié d'ARN dels major satél-lits mitjangant
I'associaci6 amb I'ADN dins de I'heterocromatina pericéntrica133. Aquests
mecanismes basats en I'ADN poden cooperar amb els mecanismes basats
en 'ARN, el qual és un component estructural important en HPC, per acoblar
eficientment a '’heterocromatina. A més a més, els transcrits generats a partir
dels major satél-lits també podrien estar implicats a la formacio i silenciament
de I'heterocromatina.

Aquests factors ajudarien a reclutar enzims modificants d’histones
com HMT i metilarien els nucleosomes necessaris pel reclutament d’HP1

(Figura 114).

Figura 114. Model de formacié d’heterocromatina. Es proposa un model a partir de la
uni6 de factors de transcripcié (TF) a les seqiéncies repetitves d’ADN de I'HC i el

posterior reclutament d’HMT i HP1'®,
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Un cop reclutat 'HP1, aquest successivament reclutaria Suv39h que
metilaria especificament H3K9 formant llocs d’'unié per molécules d’HP1 i aixi
s’aniria propagant en els successius nucleosomes donant lloc a la formacié
d’HC®.

Recentment s’han descrit factors que intervenen en el reclutament de
Suv39h a través de la interacci6 amb les sequéncies repetitives dels major
satélits. Aquests factors son els factors de transcripcié Pax3 i Pax9. Ambdues
proteines sén necessaries per reprimir els transcripts no codificants de les
repeticions de major satél-lits.

Les proteines d’HP1 no només promouen la propagacié de
I'neterocromatina, siné també el reclutament de complexos de proteines amb
diverses activitats enzimatiques essencials per a la formacié d’aquesta. La
preséncia de nombrosos efectors que estan involucrats en diferents
processos cromosomics en el domini d’heterocromatina contribueix a
'actuacié de I'heterocromatina com una plataforma dinamica. Per exemple,
I'neterocromatina podria servir per reclutar factors implicats en diversos
processos com ara el “cell-type switching”, la cohesi6 de cromatides

germanes i el silenciament de la transcripcié génica, entre d’altres **'*2 U

n
exemple d’interacci6 amb les isoformes d’HP1 és el dels enzims Suv420h
(Suv420h1.1, Suv420h1.2 i Suv420h2), aquesta interaccié suggereix un
mecanisme seqlencial d'establir trimetilaci6 d'H3K9 i H4K20 a
heterocromatina pericéntrica66. A més a més, trobem també que Suv4-20h2,
a part de Suv39h1, és crucial pel reclutament del complex de cohesines a
heterocromatina pericéntrica per la cohesi6 de cromatides germanes i la
correcta segregaci6 cromosOmica. ElI que demostra que la via
d'heterocromatina és important per a l'establiment adequat dels nivells de

cohesina pericéntrica (Figura 115).
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repeticions major satel-lits

H3K9mel en el citoplasma
H3K9me3

HP1 uneix H3K9me3

H4K20me3

complex
cohesines

H4K20me3

H3K9me3

Figura 115. Via per la formacié d’heterocromatina. Esquema de I'actuacié sequencial
dels diferents enzims i factors necessaris per la formacié d’heterocromatina i el

reclutament de cohesines®.

Localitzacio “de novo” d’HP1 a I’HC per la seva formacioé

S’ha descrit la localitzacié “de novo” d’HP1a a heterocromatina
pericéntrica gracies a la sumoilacié d’aquesta isoforma. HP1 sumoilat
reconeix i s'uneix als transcrits de major satél-lits, establint-se en aquesta
regio a través del reconeixement de la metilacié d’H3K9 per part de Suv39h.
L’acumulaci6 d’HP1 implica un bucle en el qual 'HP1a nou s’uneix
directament a la cromatina per multimeritzar amb altres molécules d’HP1a o
per associar-se amb altres proteines i amb H3K9me3, propagant aixi la

formacié d’heterocromatina pericéntrica (Figura I16)1°7.

41



Major forward ARN
Chromocenter ric en HP1

Major satél-lit d’ADN

2
=
SUMO) ‘\l
Major ARN @
1
localitzacié d’"HP1a Estabilitzacid d’'HP1a Acumulacié d’'HP1a
(dependent de SUMO) (dependent de Suv39) (bucle d’autoreforgament)

Figura 116. Model de la localitzaci6 “de novo” d’HP1a a I’heterocromatina
pericéntrica. Representacio esquematica del nucli amb dominis pericéntrics enriquits
amb HP1 (rosat) i els major RNA (verd). | ampliacié d’aquest on s’ilustren les proteines i

modificacions implicades en aquest procés de nova localitzaci6 d’'HP1 en aquestes

regions d’heterocromatina pericéntrica i progressio de la formacié d’aquesta’™”.

HC a la replicacié de ’ADN

Els dominis d'heterocromatina repliquen durant la fase S i 'ADN
recentment sintetitzat ha de conservar els ftrets epigenétics de
'heterocromatina. Per aixd les regions pericentromeériques poden
descondensar per permetre I'entrada de la maquinaria de replicacié de I'ADN,
no obstant, una vegada que la heterocromatina ha estat replicat, ha de ser re-
silenciada novament. La concentraci6 total d’HP1 es manté en les regions
d'heterocromatina pericéntriques i s’associa amb proteines implicades en la
replicacio de 'ADN com CAF1, un complex de 3 subunitats (p150, p60, p48)
que media la deposicié d’histones H3 i H4 sobre I'ADN recentment replicat en
ambdues regions eucromatiques i heterocrométiquesmg. La metiltransferasa
d’H3K9 SETDB1 s’associa al complex HP1-CAF1 per metilar la histona H3
sintetizada de nou per tal de poder ser un nou substrat per Suv39h1/h2 en
regions pericéntriques.

CAF1 i SETDB1 suggereix un mecanisme molt coordinat per

assegurar la propagacio de H3K9me3 en heterocromatina pericéntrica durant
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la replicacié de I'ADN'®. La interaccié d’HP1-CAF1 també es requereix per la
progressié de la fase S en cél-lules de ratoli. HP1a muri i huma també pot
interactuar amb les multiples subunitats d’'ORC i aquest pot participar en
I'establiment de silenciament heterochromatic'®.

No obstant, no es sap la implicacié especifica de cada isoforma en

I'organitzacio i regulacié del foci d’heterocromatina constitutiva.

Manteniment de [I'estabilitat genomica sota
condicions d’estrés: Paper de SirT1

Tots els organismes han d'adaptar-se als canvis ambientals, en
particular els que afectem al metabolisme o a I'homeostasi energética.
Aquestes condicions indueixen una resposta protectora coordinada, cosa que
implica I's dels recursos disponibles de manera més eficient i assegura
I'estabilitat genc‘)micama. Aquests processos abarquen dues dianes principals:
els mitocondris i la cromatina, que estan estretament vinculats amb el control
de I'envelliment i la vida mitja46. Les dades obtingudes durant I'Gltima década
han suggerit que els membres de la familia de les sirtuines s6n importants en
la detecci6 i la coordinacié de les respostes dirigides a la cromatina i als
mitocondris'*’.

Les sirtuines controlen la integritat gendmica de la ceél-lula per fer
front a aquests efectes perjudicials a través de diferents mecanismes
cel-lulars com s’ha comentat anteriorment. La majoria de vies impliquen un
paper directe en funcions relacionades amb cromatina. Per tant, és molt
important la regulacié de 'estructura de la cromatina en el manteniment de
I'estabilitat genomica'.

S’ha descrit a través d’estudis en ratolins KO per les diferents
sirtuines, que les SirT1-4 i 6, SirT3 i SirT4 a través del metabolisme, son les
que estan implicades en el manteniment de I'estabilitat genomica, ja que els
resultats mostren clarament l'augment dels nivells de la inestabilitat
gendmica, com indiquen els alts nivells de dany a I'ADN, la reparaci6é

defectuosa de 'ADN i les aberracions cromosémiques45.
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Descripcio i estructura de SirT1

SirT1 és la més estudiada de les sirtuines, mostra la més amplia
gamma de funcions, aixi com la més amplia varietat de substrats entre les
sirtuines’.

La desacetilasa SirT1 humana conté un cor catalitic conservat en les
sirtuines i ambdues extensions N- i C- terminals serveixen com a plataformes
per interaccionar amb proteines reguladores i substrats, la qual cosa fa que
pugui estar implicada en moltes funcions. També conté dues senyals de
localitzacio nuclear i dues d’exportacié nuclear®®. Per tant, tot i ser una
proteina nuclear, la localitzacié de SirT1 pot variar segons el tipus cel-lular,
etapa de desenvolupament i condicions d'estrés.

SirT1 s’expressa en tots els drgans perd és més prevalent en els
teixits més energeticament depenents com per exemple en muscul o teixit

adipos”.

Regulacio de SirT1

SirT1 pot estar regulada a través del control de la seva expressio
génica per factors de transcripci6 com, per exemple, E2F1 el qual s’uneix
directament al promotor de SirT1 incrementant la seva expressid genica.
Successivament, la funci6 de desacetilaci6 de SirT1 inhibeix [Iactivitat

transcripcional d’E2F1401%

. Un altre cas és el supressor de tumors p53 que
en resposta a estrés i sota condicions de deju s’uneix amb el factor de
transcripcid6 FOXO3a estimulant I'expressié de SirT1, contrariament, sota
condicions normals la reprimeix. També c-Myc incrementa I'expressié génica
de SirT1, i successivament SirT1 media la desacetilacié de c-Myc permetent
la degradacio proteica d’aquest™.

L'activitat de SirT1 també pot ser regulada per modificacions
posttraduccionals com la fosforilaci6 per part de la cyclinB/CdK1, d’una
manera depenent de cicle cel-lular, reduint I'activitat de la desacetilasamo;
SirT1 també pot ser fosforilada per la quinasa associada a l'estrés JNK2 (c-

Jun N-terminal kinase 2), una fosforilacié6 associada amb la regulacié de la
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seva estabilitat proteica’’; i per la CK2 (casein kinase 2) que juntament amb
SirT1 sén reguladors clau de funcions bioldgiques similars incluint
remodelacié de la cromatina, progressié del cicle cel-lular, i supervivéncia o

apoptosis'*?

. Mdltiples llocs conservats de fosforilacié s’han identificat dins de
SirT1 els qual so6n dianes potencials per una varietat de kinases com ATM,
CK1 (casein kinase 1), DNA-PK (DNA-depenent proteina kinase), entre
d'altres™®.

D’altra banda, a més de la fosforilacidé, sembla que la S-nitrosilacié de
SirT1 afecta I'activitat catalitica de 'enzim'**.

També la sumoilaci6 de SirT1 regula la seva activitat enzimatica
activant-la. L’exposicié de cel-lules a diferents tipus de condicions d’estrés
com irradiacién UV o peroxid d’hidrogen resulta en una desumoilacié de SirT1
mediada per la SENP1 (desumoylase sentrin-specific protease 1) i la
inactivacié de la seva funcié desacetilasa®.

SirT1 també pot estar regulada per altres factors com pot ser la ratio
NAD*/NADH. Els nivells de NAD" augmenten en teixits de mamifer en
resposta a estressos relacionats amb energia o nutrient com I'exercici, el

dejuni, o la restriccio calorica i fa que I'activitat de SirT1 es vegi reforcada’*.

Funcions en les que esta involucrada SirT1 i les altres
sirtuines

Les sirtuines, a part del seu paper principal en el manteniment i
formacié de I'heterocromatina, estan implicades en una amplia quantitat de
funcions bioldgiques com en la supervivencia cel-lular, reparacié de I'ADN,
regulaci6 metabolica, diferenciacié cel-lular i desenvolupament, estabilitat
gendmica, estabilitat dels teldmers i organitzacid de la cromatina sota estres.
Les sirtuines modulen totes aquestes vies cel-lulars a través de la regulacio
de la funcié de substrats histonics i no histonics com factors de transcripcio,
enzims metabdlics i maquinaria de la cromatina, entre d'altres®*""'*®, Molts

d’aquests papers en els que estan implicades les sirtuines, sén executats a
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través de l'expressid geénica, i per tant, a través de la regulaci6 de la

cromatina®.

Funcio de SirT1 en la formacié d’HF

Una de les principals funcions de SirT1 es el seu paper en el
silenciament geénic i formacié d’heterocromatina. SirT1 es va relacionar amb
heterocromatina al veure que tenia una forta activitat desacetilasa in vitro,
especialment per H4K16Ac i H3K9Ac. Estudis d’ARNi van revelar que la
pérdua de SirT1 es correlacionava amb un augment global de H4K16Ac i
H3K9Ac, juntament amb una pérdua de marques d'heterocromatina tals com
H3K9me3 i H4K20me1'*.

SirT1 esta implicada en la formacié d’HF a través d’interaccions amb
una varietat de proteines associades a la cromatina, com factors de
transcripcio i coreguladors.

145 coordina la formacio d’HF

Sota el reclutament a cromatina, SirT1
desacetilant H4K16Ac i H3K9Ac, també com el reclutament i desacetilacio
d’'H1K26Ac i correlaciona amb una pérdua de la marca activa H3K79me2.
Seguidament SirT1 recluta i desacetila Suv39h1 promovent la metilacié
d’H3K9me3. H3K9me3 és reconegut per la proteina estructural
d’heterocromatina HP1 a través del seu domini chromo, establint les bases de
I'estructura de I'heterocromatina®*'*® (Figura 117).

SirT1, promou l'establiment de marques d'heterocromatina, com s’ha
comentat, d’H3K9me3, perd també de 'H4K20me1, les propaga en tota la

regié de codificacio del gen®?".
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Figura 117. Model la formacié d’heterocromatina facultativa mitjancant SirT1.
Esquema del procés de propagacié de I'HF iniciada pel reclutament de SirT1 per factors
de transcripcio, seguit de la desacetilacié d’histones per part de SirT1 i el reclutament
d’H1 (part superior) i de Suv39h1 (part intermitja) el qual atreu HP1 a través de la
modificacio produida (H3K9me3) desencadenant-se la propagacié de I'heterocromatina®.

Funcié de SirT1 a I’'HC

La rellevancia de la relacio entre SirT1 i Suv39h1 va més enlla de
I'HF, també afecta 'HC, que dbna suport a un paper general de SirT1 en la
organitzacié global de les dues formes d’heterocromatina dels mamifers.

En treballs previs del grup, fibroblasts embrionaris de ratoli (MEFs)
derivats de ratolins SirT1” mostren una pérdua completa dels nivells
d’H3K9me3 i d’'HP1a al foci d’HC en aproximadament el 50% de les cél-lules
(Figura 118A,B), demostrant una implicacié directa en aquest fenotip. Pero el

fet de que en condicions normals SirT1 mai s'ha trobat en els foci d'HC en
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estudis d'immunofluorescéncia (Figura [18C), fa que no estigui clar com SirT1
promou la metilaci6 d’'H3K9 en aquestes regions5 suggerint que aquesta

relacié és més complexa i va més enlla d’'una simple interacci6.

DAPI Anti-H3K9me3 Anti-HP1a Merge B

.
WT Colocalitzacio ambHC
Total Both Mone
Sin{~ 202 95 107
% 47 53
g4~ 201 20 0
IRT1 WT
Sirt1 S| w % 100 0

C DAPI Anti-H3K9me3 Flag Merge  Transf.

Figura 118. Relacié entre SirT1 | Suv39h1 in vivo. A IF de MEFs WT i SirT1" on es
detecta la distribucié de DAPI (a, e), H3K9me3 (b, f) i HP1 (c, g). Una imatge fusionada
d'ells es mostra (d, h). B La quantificaci6 de cel-lules a (A). C MEFs WT van ser

wr

transfectades amb SirT1, i es van analitzar per immunofluorescéncia per a la distribucié
de H3K9me3 (j), etiqueta Flag (k), i la tinci6 amb DAPI (i). Una imatge fusionada de DAPI
i H3K9me3 es mostra (I). Les imatges que es mostren sbén representatives de
I'experiment. Es va verificar la col-localitzacié d’HP1 i H3K9me3 sobre DAPI. Les cél-lules
que mostren col-localitzacié es van expressar com una freqliiéncia del nombre total de

cél-lules™.

Altres funcions de SirT1

SirT1 té un paper important en el manteniment de ['estabilitat
gendmica ja que en cél-lules SirT1™" s'observa una condensacié cromosomal
reduida en la metafase, la qual interfereix amb la progressié6 mitdtica,
conduint a ruptures cromosdomiques, desigual segregacié cromosomica i

aneuplo'l'dies45.



El paper de SirT1 en el manteniment dels teldmers en els mamifers a
creat una certa controvérsia. D'una banda, hi ha evidéncies que suggereixen
que SirT1 inhibeix I'activitat de la telomerasa a través d'un paper traduccional
en l'estabilitat de la subunitat catalitica TERT, mentre que per l'altra banda,
els resultats de cél-lules SirT1™" revelen que I'esgotament de SirT1 resulta en
l'augment de la inestabilitat del genoma i en aberracions telomériques que
contribueixen a la disminucié de creixement cel-lular*’.

SirT1 és important en la viabilitat ja que la pérdua d’aquest resulta en
la mort prenatal o perinatal en la meitat dels individus, i la meitat restant
pateixen defectes en la gametogénesi i esterilitat, i altres tipus de problemess.

SirT1 contribueix en la progressid del cicle cel-lular, senescéncia o
apoptosis a través de la interaccid, a diferents nivells, amb p53, que va ser el
primer substrat identificat per SirT1 en mamifers. Durant el cicle cel-lular els
nivells de SirT1 correlacionen positivament en la divisi6 cel-lular i
disminueixen a la sortida. Uns altres substrats de SirT1 son FOXO3 i FOXO4.
Aquests sén desacetilats sota estrés induint la parada del cicle cel-lular en
lloc de l'apoptosi*®. SirT1 també controla el cicle cel-lular a través de la
regulacié de Rb i d’'E2F1 desacetilant-los i conseqiientment inhibint I'activitat
proapoptotica d’E2F1, i promovent la fosforilaci6 de Rb inhibint la seva
activitat per entrar a la fase S, induint aixi la proliferacié cel-lular. A més, Rb
forma un complex amb Suv39h1 i HDAC1, 2 i 3, suggerint una important
relacié entre Suv39h1 i SirT1. SirT1 també uneix i desacetila pRb participant
en la via de pRb en resposta a estrés oxidatiu*®.

SirT1 també intervé en la reparaciéo de diferents tipus de dany a
I’ADN, incluint I'estrés oxidatiu. SirT1 és reclutat en llocs on es produeix el
dany i modula I'expressio de gens implicats en la reparacio de 'ADN*. Per
exemple, en mamifers, SirT1 promou la supervivéncia per la reparacié de
I'ADN per desacetilacié del Ku70, que esta implicat en la via NHEJ*"'7. A
més a més, en DBS (dany en doble cadena), SirT1 recluta factors que
participen en la procés de reparacié del dany de ’'ADN. SirT1 també participa
en la reparacié per escissié de nucleotids (NER), la principal via de reparacié
que s’indueix pel dany causat pels raigs ultraviolats (UV)*.

SirT1 també participa en la regulaci6 metabdlica desacetilant

directament enzims metabodlics nuclears com la isoforma ACS nuclear o
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regulant la cromatina mitjangant la promocié de silenciament o activacio
especifica de teixit d'un conjunt diferent de gens relacionats amb el
metabolisme. intimament relacionat amb el sistema endocri, SirT1 participa al
programa d'expressio d'una amplia varietat de receptors nuclears d'hormones
i altres reguladors del metabolisme com PGC-1a, (relacionat amb el
metabolisme glucosidic) o PPAR-y (del metabolisme lipidic) o,

SirT1 esta implicat en desenvolupament a través d’EZH2. Ambdos
formen part del complex PRC4 durant el desenvolupament en els mamifers*'.
A més, en ratolins KO de SirT1 s’ha demostrat que SirT1 és important pel
desenvolupament, observant-se la hiperacetilacié de p53 i indicant que SirT1
és crucial per a 'apoptosi mediada per p53. Ratolins mutants per SirT1 i per
p53 desenvolupen tumors en multiples teixits, fet que destaca el possible
paper de SirT1 en la regulacié de p53144.

A més, SirT1 també esta implicada en funcions especifiques en les
principals malalties neurodegeneratives. Té un paper neuroprotector en la
malaltia d'Alzheimer, bloqueja I'acumulacioé de les proteines B-amiloide i tau
en el cervell. En el Parkinson SirT1 evita I'agregaci6 de “misfolded a-
synuclein”, mitjangant l'activacié de les xaperones. Finalment en la malaltia
de Huntington l'activitat desacetilasa de SirT1 redueix l'acumulacié de la

148149 ) 'apséncia de SirT1 déna lloc a

proteina mutant toxica de Huntington
un deteriorament de la memoria, la funcié cognitiva, i I'aprenentatge espacial,
i I'expressié de gens importants per plasticitat sinaptica i el metabolisme es
redueix'**.

Caldria destacar que SirT1 també esta relacionada amb la malaltia
cardiovascular, amb la lesié miocardica i amb I'arteroesclerosi'*®'*°.

SirT1 té un paper dual en tumorogénesis. Molts cancers humans
exhibeixen nivells reduits de SirT1 en comparacié amb els controls normals i
els ratolins mutants de SirT1 presenten una major incidéncia de cancer. Per
tant, SirT1 pot actuar com un supressor de tumor a través del seu paper en la

144151 Pergy també hi ha

resposta al dany de I'ADN i la integritat del genoma
estudis que indiquen que SirT1 també podria tenir un paper contrari i actuar

com a oncogen45.
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Funcions de la resta de sirtuines

Respecte les altres sirtuines, per exemple SirT2, igual que SirT1,
ajuda a mantenir l'estabilitat gendmica i actua com a supressor de

tumors®%?

. Durant el cicle cel-lular, SirT2 desacetila H4K16Ac, important per
entrar a la fase S i per la deposicié de la monometilacié d’'H4K20, una marca
del control del cicle cel-lular i estabilitat genbmica65. En el cas de SirT6, la
seva abséncia, en ratolins, mostra un fenotip d’envelliment, pateixen
inestabilitat genomica i tenen defectes metabolics seriosos'. També
desacetila H3K9Ac i promou repressidé genica. SirT6 esta implicat en el
manteniment i funcid dels telomers. Es una de les sirtuines més actives,
juntament amb SirT1, en el control de reparacié de 'ADN. SirT7 esta associat
amb gens d’rARN actius, implicat en la transcripcié de 'ARN Pol | i ajuda a

'expressié de I'’ADN per reprendre-la després de la mitosi'>*

. L’abséncia de
SirT7 també promou un fenotip d’envelliment'®® com SirT6, i esta associada
amb un increment de sensibilitat a estrés oxidatiu, la qual cosa també
suggereix una relacié amb la proteccié genomica.

En el cas de les sirtuines mitocondrials: SirT3, promou longevitat, la
seva abséncia en fibroblasts embrionaris de ratoli exhibeix una fisiologia
mitocondrial anormal, inestabilitat gendmica i increment dels nivells de
superoxid % Tambeé podria regular la cromatina, igual que SirT1, a través de
la desacetilacié d’H4K16Ac i H3K9Ac i a promotors de gens relacionats amb
la resposta a estrés. Diferents estudis indiquen que actua com a supressor de
tumors*. També com SirT1, incrementa sota restriccio calorica'’. SirT4,
influeix en la resposta del metabolisme cel-lular al mitocondri per dany a
I'ADN i a la tumorogénesis com a supressor de tumors'®®. SirT5 és important

en el metabolisme mitocondrial™®’.

Resposta de la cromatina sota estrés: actuacio de SirT1

En un organisme, els diversos factors que contribueixen a la
desestabilitzacié del genoma i que comprometen durament la seva integritat

inclouen diferents formes d'estrés, com ara l'estrés oxidatiu (que pot ser
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causat per ROS), l'estrés genotoxic (incluint radiacié ionitzant) i estrés
metabolic (com per exemple la restriccio calorica)®®.

El tema de les sirtuines i I'estrés ha estat molt estudiat ja que
aquestes ajuden a coordinar la resposta davant d’estrés gracies a la detecci6
de canvis en la proporcié de NAD'/NADH que es deriva del fet de la seva

activitat enzimatica requereix NAD**'®®

L’adaptacié davant l'estrés per
controlar I'estabilitat genomica, per part de SirT1, és portada a terme a través
de diversos mecanismes (Figura 119), dels quals ens centrem en la regulacio

de I'estructura de I'HF i THC™®.
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Figura 119. SirT1 i mecanismes d’estabilitat genomica sota estrés. Les sirtuines

participen en multiples mecanismes per mantenir |'estabilitat genomica sota condicions
d’estrés a través de la reparacio de 'ADN, del control del cicle cel-lular, de la regulaci6 de
factors de transcripcio i de la regulacié de la cromatina a través de la formacio de I'HF o

de la reorganitzacio de 'HC. Adaptacio®.

L'estrés (per exemple, restriccié calorica) pot requerir silenciament, el

qual podria estar associat amb formacié d’heterocromatina i I'heréncia
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epigenética. Totes les principals formes d'estrées que impliquen sirtuines
podrien actuar a través d’aquest mecanisme, formant HF*.

SirT1, a través de la formacié d’HF, ajuda a regular I'expressié en
resposta a l'estrés de numerosos factors de transcripcid, entre ells NF-kB,
p53, HIF-1a, FOXO, E2F1 i HSF1'°*'°"'%2  SirT1 promou silenciament
epigenétic de les dianes regulades per aquests factors mitjangant la
coordinacié de diversos esdeveniments en col-laboracié amb altres enzims
responsables  de les modificacions  d'histones  caracteristiques
d’heterocromatina i una conseqiient propagacié d’aquestes. SirT1 promou la
propagaci6 d’'H3K9me3 a través d’una relacié funcional amb Suv39h1
formant aixi 'HF"2. Un clar exemple de formacio d’HF induida per SirT1, és la
inhibicié6 de l'expressio dels gens ribosomals sota estrés oxidatiu. Sota
aquestes condicions SirT1, Suv39h1, i nucleometilina indueixen la formacié
d’HF en rADN, silenciant I'expressidé de gens ribosomals i disminuint la
produccié cel-lular de proteines per tal de mantenir [estabilitat
gen(‘)mica163’164’165.

Finalment podriem dir que durant la resposta a I'estrés, SirT1 té un
paper molt important a I'HC i en l'establiment i manteniment de regions
pericentromeériques i telomériques45. SirT1 esta implicat en el manteniment de
la integritat gendmica de I'HC sota condions d’estrés a través d’un
mecanisme que regula Suv39h1. Mecanisme el qual abarca la primera part

d’aquest projecte.
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El nostre objectiu principal de la tesi és entendre els mecanismes de
protecci6 de I'heterocromatina constitutiva sota condicions d’estreés.

Aix0 s’ha traduit en dos subobjectius especifics:

1.- Entendre la contribucié de la cromatina per SirT1 en condicions
d’estres.

Considerant la importancia de 'HC en l'organitzacié global de la
cromatina i en I'estabilitat genomica i la implicacié de SirT1 per fer front a
condicions adverses, ens vam dirigir a entendre la relacié funcional entre
SirT1 i 'estructura de I'HC. A partir de la important relacié descrita entre SirT1
i Suv39h1 en la formaci6 de I'HF, es va observar que la relaci6 entre
aquestes dues proteines també és crucial per la formacié d’HC™. Per tant ens
centrem en entendre com respon la cromatina enfront a condicions d’estrés, a
través de la relacié entre SirT1 i Suv39h1 per tal de mantenir una adequada

estructura en 'HC i preservar aixi la proteccié gendmica.

2.- Demostrar si aquesta relacié esta conservada entre les isoformes
d’HP1 i Suv39h1, ja que semblen regular Suv39h1 de la mateixa manera que
SirT1 en 'HC.

Tenint en compte el coneixement de I'HC, que és minim, els nostres
estudis s’han centrat en entendre la seva estructura, a través de la
caracteritzacié del paper de les isoformes d’HP1, en condicions normals i

d’estres.
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Primera part

Sabem que SirT1 esta implicat en la formacié6 d’'HF a través d’'una

relacié funcional amb Suv39h1. Perd SirT1 també regula 'HC depenent de
Suv39h1 a través d’'un mecanisme desconegut72.
Considerant la importancia de I'HC en lorganitzacié i estabilitat de la
cromatina global, i les seves implicacions funcionals en l'envelliment i la
durada de la vida'®, definir si i com SirT1 ajuda a mantenir I'estructura HC
podria ser per a determinar les conseqiiéncies durant la resposta a l'estrés en
I'estabilitat del genoma.

Per aquest motiu, en aquesta primera part de la tesi, ens vam centrar
en entendre la connexi6é entre SirT1 i I'estructura de 'HC a través de I'estudi
de la relacié entre SirT1 i Suv39h1, ja que com s’ha comentat anteriorment,

aquesta relacié és crucial per la formacié d’'HC.

SirT1 controla els nivells de proteina Suv39h1

Primer de tot, vam caracteritzar una possible modulacié dels nivells
de Suv39h1 per part de SirT1, independentment de la regulacié6 d’H3K9me3
ja estudiada en estudis previs del grup. Els resultats obtinguts van mostrar
que un augment en els nivells de SirT1 en cél-lules HelLa correlacionava
consistentment amb nivells més alts ja sigui de Suv39h1 endogen o
sobreexpressat a nivell de proteina (Figura R1). Confirmant una regulaci6 per
part de SirT1 dels nivells de Suv39h1.

FLAG-SirT1 - - + +
Myc-Suw3thi -+ - +

== . W |a-Suv3ghil

-— e ey gy | C-Actin

Figura R1. L’increment dels nivells de SirT1 es correlaciona amb nivells més alts de
Suv39h1. Western blot de cél-lules 293 transfectades amb els factors indicats. Els nivells
de SirT1 (FLAG), Suv39h1 i actina van ser monitoritzats.
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Per definir si aquest efecte era exclusiu a nivell de proteina o si
també es produia a nivell ’ARN vam analitzar els nivells d’ARN de Suv39h1
de diferents mostres sobreexpressades amb Suv39h1+/- SirT1 o en MEFs
SirT1” els quals no van canviar com a conseqléncia de la preséncia o
abseéncia de SirT1 (Figures R2A i R2B). Per tant, SirT1 exerceix el seu efecte
a nivell de proteina i no d’ARN, ja que no varem observar la regulaci6é dels

nivells de Suv39h1 per part de SirT1 que s’observen a nivell de proteina.

A B

Suvagh1 SifT1

we —— ow

— —— = [y
T < coni

I :-.ctin
1 2 3 4

Figura R2. Els nivells d’ARN de Suv39h1 no estan afectats per SirT1. A Nivells
d'ARN de SirT1, Suv39h1 i actina a cel-lules 293 (A) per RT-PCR. B Nivells d'’ARN com a
(A), pero utilitzant MEFs WT, SirT1” o Suv39h1/2”.

Un cop observat I'efecte de SirT1 sobre Suv39h1, vam determinar si
aquesta afectacié era especifica i independent de la seva activitat catalitica
sobreexpressant SirT1 actiu (FS1) i un mutant d’aquest cataliticament inactiu
(FS1M). Ambdéds van produir nivells més alts de Suv39h1, en canvi amb una
altra sirtuina, per exemple SirT2, no es va observar cap efecte (Figura R3A),
per tant, sembla una regulacié especifica de SirT1 independent de la seva
activitat. Per descartar que aquest efecte fos un artefacte de I'etiqueta FLAG
de SirT1, la vam substituir pel domini d'uni6 Gal4 i aquest va provocar el
mateix efecte en els nivells de Suv39h1 (Figura R3A). També vam eliminar la
possibilitat de qualsevol artefacte de la transfeccié, mitjangant la generaci6
d'una linia cel-lular estable que expressa Myc-Suv39h1 de forma constitutiva,
i FLAG-SirT1 de forma induible. En aquest cas, la inducci6é de SirT1 va donar
el mateix increment en els nivells de Suv39h1 (Figura R3B). Addicionalment,
es va observar un efecte dosi-dependent de SirT1 en Suv39h1, que va donar
suport a la participaci6 directa de SirT1 (Figura R3C).
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Figura R3. Regulaci6 dels nivells de Suv39h1 per part de SirT1. A Western blot (com
en [R1]) utilitzant Myc-Suv39h1 co-transfectades amb FLAG-SirT1, FLAG-SirT1m, FLAG-
SirT2 o SirT1 fusionat al domini d’'uni6 G4 (Gal4BD). B Western blot de cél-lules
293TREX amb FLAG-SirT1 induible per tetraciclina, abans i després de la induccio, sol o
amb l'expressié constitutiva de Myc-Suv39h1. C Efecte de quantitats creixents de SirT1
en els nivells de Suv39h1. WB d’extractes de cel-lules 293F préviament transfectades
amb Myc-Suv39h1 en abséncia o preséncia d'una quantitat cada vegada més gran de
vector FLAG-SirT1.

També es va considerar que en lloc d'afectar els nivells globals de
Suv39h1, SirT1 simplement podria alterar la proporcié de subpoblacions de
Suv39h1. Aix0 canviaria la recuperacié global de Suv39h1 en el nostre
protocol de purificacié167. Per excloure aquesta possibilitat, es van generar
extractes cel-lulars totals a partir de cél-lules 293 humanes transfectades amb
Myc-Suv39h1 -/+ Flag-SirT1 utilitzant diferents métodes d’extraccio, el

métode de Dignam i el métode RIPA més estricte. Els resultats van ser
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idéntics als dels assajos anteriors (Figura R4) indicant que SirT1 fa el seu
efecte a la poblacié global de Suv39h1.
DIGNAM RIPA
FLAG-SiT1 ' — + ' = + !
Myc-Suv3gh1 - B 4+ +
| | | — B auG

= =il
5 6 7 8

1 2 3 4

Figura R4. Regulacié dels nivells de Suv39h1 per part de SirT1 independentment
del métode d’extraccié Dignam o RIPA. Western blot com a (R1), perd utilitzant dos
meétodes d'extraccio diferents.

Si SirT1 és crucial per a la regulacié dels nivells de Suv39h1, llavors
la pérdua de SirT1 hauria d’alterar els nivells endogens de Suv39h1. En
lestudi amb MEFs SirT1" vam observar nivells anormalment baixos de
Suv39h1 (Figura R5A). Consistentment, la perdua de SirT1 per RNAI, que

146

causa una disminuci6 global en H3K9me3 i un augment en H3K9ac ™, també

va induir una caiguda en Suv39h1 (Figura R5B).

A

SiuT1 MEF=

T [ A
= Jesm

E s 1 _ a-H3KDAc
[ =] o-Actin [— =] a-Hakeme3
| == | a-suvaon

1 2

Figura R5. L’abséncia de SirT1 correlaciona amb els nivells més baixos de
Suv39h1. A Els nivells de proteina de SirT1 endogen, Suv39h1 i actina en extractes de
MEFs WT o SirT1”. B Nivells de SirT1, actina, H3, H3K9Ac, H3K9me3 i Suv39h1
endogens en cél-lules 293 control i SirT1 KO per ARNi.

En conjunt, aquests resultats demostren que SirT1 controla els nivells

globals de Suv39h1 in vivo.
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La sobreexpressio de SirT1 altera I’estabilitat de Suv39h1

Vam hipotetitzar que l'augment dels nivells de proteina Suv39h1
induits per SirT1 podrien alterar I'estabilitat de Suv39h1. Per comprobar
aquesta hipotesi varem realitzar un experiment de “pulse-chase” (Figura
R6A). Vam emprar un sol pols de 40 minuts de [*S}-Met per marcar
radioactivament totes les proteines sintetitzades en aquell moment, i després
vam monitoritzar la decadéncia de Suv39h1 marcat amb [358] en les cél-lules
fins 11h després del pols. Sorprenentment, Suv39h1 va exhibir una vida

mitjana molt curta, d’aproximadament 1h 20min (Figures R6B i R6C).

C Tempsdesdel POLS

-

Oh Zh 5h 7h 8h 11h
ey e
C e
100 Sundons [_ e

1 2 3 4 5 8

s\ T —m- Suv30n1 (SiT1) (+SiT1) [Fes-Met]

-

tyh: 7.3%
0 té 4 1 8 8 10 «t 12
1h 20min 4h 56min = 3.75 fold

Temps (h) des del POLS

Figura R6. SirT1 regula l'estabilitat de Suv39h1. A Procediment de I'experiment
mostrat en (B). B Corba de [**S]-Myc-Suv39h1 en preséncia o abséncia de FLAG-SirT1.
La trama es basa en la quantificacié de multiples experiments, un dels quals es mostra en
(C). Els nivells de [*S] en elucions de Myc-Suv39h1 es van normalitzar amb la quantitat
total de Myc-Suv39h1. Les linies discontinues blaves indiquen la vida mitja (t"%) de Myc-
Suv39h1 en aquestes condicions, calculat com el temps en qué el senyal inicial de *s]-
Myc-Suv39h1 (establert com a 100%) es redueix a 50 %. Les fletxes negres indiquen t"?
de Myc-Suv39h1; t"2 de Myc-Suv39h1 + FLAG-SirT1, i la proporcio de senyal de [*S]-
Myc-Suv39h1 a les 11h després del pols. C Un experiment representatiu dels mdultiples

(n=4) utilitzat per generar el grafic en (B).
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D'altra banda, la sobreexpressi6 de SirT1 va desplacar radicalment el
pendent de la taxa de degradaci6 de [**S]-Suv39h1, gairebé quadruplicant la
vida mitjana de Suv39h1 a 4h 56min (Figura R6B). A causa de I'estabilitat
perllongada de Suv39h1, les cél-lules amb sobreexpressié de SirT1 van
retenir el 27,4% de la poblacio inicial de Suv39h1 marcat a [358] després

d’11h, en comparacio amb el 7.3% en les cel-lules control.

Per aclarir el mecanisme pel qual SirT1 estén la vida mitjana de
Suv39h1, vam realitzar un altre experiment. En lloc de seguir la degradacio

de Suv39h1 marcat, vam seguir el descens dels nivells totals de Myc-
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Suv39h1 (Figura R7A). Com era d'esperar, els nivells de Suv39h1 van ser

més alts en les cél-lules transfectades amb SirT1 que en les cél-lules control,

aconseguint un maxim a les 48h després de la transfeccio (Figura R7B).

Transfecc 12n -/ 12 Transfeccigh™ 24 48h S4h 73 G6h 120h 144h < Eyfrg
Suv3sSh e +/-5irT1 nivells pra
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z AT —— Suv3oh1 (SaT1) @
(] - % - = .
S 400 r -5l E‘:
= . M5 o
m - h ,i ""I._L g
T 300 J . =
=z ){/ // \ . 50 S
[=] . S, =
o 200 s /I E"\ “‘I«-...‘_ } '{ 3
@ i o e -
o 1004 j S — s =
E , ‘_I\:’!_——-! z
= 0 = =
= T T T T T T

0 60 80 100 120 140 160

Temps (h)

Figura R7. Protecci6 de la degradacié de Suv39h1 per part de SirT1. A Esquema de
I'experiment que es mostra en (B). B Experiment similar al de (R6), perd sense un pols
radioactiu. Els nivells de proteina Myc-Suv39h1 (escala de I'esquerra) es van quantificar
en relaci6 al seu nivell en el moment de la transfeccié de SirT1 (marcat com a 100%). Els
nivells de SirT1 (escala dreta) es representen de forma diferent: el nivell maxim assolit se

li va assignar un valor de 100%.
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Sorprenentment, Suv39h1 va aconseguir el seu punt maxim en el
mateix temps que ho va fer SirT1 i el patr6 de degradacié per Suv39h1 va
reflectir el mateix que el de SirT1, el que va suggerir que SirT1 estabilitzaria

Suv39h1 protegint-lo.

El control per part de SirT1 dels nivells de Suv39h1 implica
dominis especifics de cadascuna d’aquestes proteines

Semblaria doncs que SirT1 mantindria l'estabilitat de Suv39h1

protegint-lo de la seva degradacié perd encara és desconegut a través de
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quin mecanisme. Per entendre-ho, primer de tot, vam caracteritzar les regions
de SirT1 i Suv39h1 implicades en aquesta regulaci6. Per poder assignar
aquestes regions es van generar diversos mutants de delecié de cada
proteina, i després les vam provar en comparacié amb el corresponent WT.
En el cas de SirT1, en un treball anterior '?, es va demostrar que el domini de
SirT1 que interactua amb Suv39h1 és la regié N-terminal. Per saber si aquest
mateix domini és el que esta implicat en la regulaci6 de Suv39h1, vam
utilitzar dues construccions fusionades a G4BD: una que conté SirT1, i l'altre
que conté un mutant SirT1 que no té la regi6 N-terminal (ANSirT1; Figura
R8A). Com era d'esperar, la pérdua del domini N-terminal de SirT1 va

suprimir completament l'efecte de SirT1 en els nivells de Suv39h1 (Figura

R8B).
B ©
c *
A S 257 ——
°
a 2
G4-SirT1 G4BD Nt Cat. Dom. Ct Dom. g2 .
G4-SirT1AN G4BD Cat. Dom. Ct Dom. § g”; ’
G4BD $o
@ 05
°
2 0
z G4BD  SirT1  SirT1AN

Figura R8. La regulacié dels nivells de Suv39h1 per part de SirT1 requereix el
domini N-terminal. A Les construccions usades en (B). B Cél-lules 293 transfectades
amb els vectors indicats. Els nivells de Myc-Suv39h1 es representen graficament en

relacio als nivells de Suv39h1 + G4BD, i se'ls assigna un valor d'1 (*: p<0,05).
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Per part de Suv39h1, també s’havien mapejat, en treballs previs del
grup, el/s domini/s de Suv39h1 que interaccioven amb SirT1"%. Aquests
comprenen els primers 88 residus, dins els quals hi ha un domini chromo (44-
88) (figura RYA). SirT1 interactua amb aquesta regié6 de Suv39h1, ja que la
perdua dels 88 residus inhibeix la uni6’. Per identificar els residus que
participen en aquesta regulaci6 vam provar dos mutants de deleci6 de
Suv39h1, un que no té el domini catalitic SET, i I'altre el domini chromo, per a

la regulacié per SirT1 (Figures R9A). Mentre que el mutant ASET encara

r;ﬁ estava regulat per SirT1, Achromo no (Figures R9B i ROC).
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Figura R9. La regulacié dels nivells de Suv39h1 per SirT1 requereix el
chromodomain de Suv39h1. A Esquema de les diferents construccions de Suv39h1
etiquetats amb Myc utilitzats en (B). La capacitat d'aquestes construccions per unir-se a
SirT1” es resumeix a la part dreta de I'esquema. B Western blot de cél-lules 293
transfectades amb les construccions descrites en (A): FL (Suv39h1), AChr (AChromo) o
ASET -/+ FLAG-SirT1. C Quantificacié de diversos experiments (n=5) com en (B) (***:
p<0,002).
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Aquests resultats van suggerir que la diana de SirT1 és el domini
chromo de Suv39h1, revelant d'aquesta manera un possible paper acabat de

'8 No obstant aixo, SirT1 no va

descobrir i inesperat pel domini chromo
regular els nivells d'una altra proteina que conté el domini chromo com pot
ser HP1 (Figura R10), per tant aquesta dada va suggerir que I'efecte de SirT1
és especific per Suv39h1 i no una caracteristica general de tots els

chromodomains.

YFP-HP1a - -+ +
FLAG-SirT 1 - + - +
a-FLAG
a-GFP
a-Actin

Figura R10. SirT1 no regula HP1 que també conté un domini cromo. Western blot
d’extractes de cél-lules 293 préviament transfectades amb el que s’indica: YFP-HP1a i
FLAG-SIirT1.

Per confirmar aquest efecte especific de SirT1, vam decidir fusionar o
el domini chromo (chromo) o tota la regié N-terminal (Nt) de Suv39h1 a la
proteina GFP (Figura R11A) per confirmar que aquest afecte recau
estrictament en els aminoacids que comprén el domini chromo de Suv39h1.
Després varem provar cadascuna d'aquestes construccions, per I'estudi de la
regulacié6 per part de SirT1. Els nivells de GFP van ser completament
insensibles a SirT1. En canvi, els nivells de chromo-GFP i Nt-GFP encara
estaven regulats per SirT1 (Figures R11B i R11C) gairebé al mateix nivell que
els de Suv39h1 (Figura ROC).
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Figura R11. La regulacié dels nivells de Suv39h1 per SirT1 requereix el
chromodomain de Suv39h1. A Proteines de fusi6 GFP utilitzades en (B) i (C). B
Western blot de cél-lules 293 transfectades amb GFP, Chromo-GFP o Nt-GFP, -/+ FLAG-
SirT1. L'asterisc vermell marca la mida de GFP. Al utilitzar les proteines de fusié de GFP
(Chromo- i Nt-), una proporcié de la proteina GFP es troba com un resultat de la
degradaci6 esporadica. C La quantificacié de multiples experiments (n=5) realitzat com a
(B). (***:p<0,002).

En conjunt, aquests resultats van demostrar que SirT1 estabilitza els

nivells globals de Suv39h1 in vivo a través del domini chromo d’aquest.

SirT1 regula 'intercanvi de Suv39h1 en HC

Vam hipotetitzar que 'augment dels nivells de Suv39h1 per part de
SirT1 podria afectar a la dinamica d’aquest i contribuir aixi en el manteniment
de l'estructura de 'HC sota condicions d’estrés. Aquest estudi es va dur a
terme mitjangant un assaig de FRAP (recuperaci6 de la fluorescéncia després
del “fotobleaching”) en col-laboraci6 amb el laboratori de la Dra. Lourdes
Serrano. Aquesta técnica consisteix en fotodestruir un dels foci i mitjangant la
recuperacioé de la intensitat del GFP en aquesta regié ens permet quantificar
el temps mitja d’intercanvi de Suv39h1-EGFP, la fracci6 mobil d’aquest i la
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fracci6 immobil (intensitat recuperada respecte la inicial) (Figura R12B).
Utilitzem la proteina de fusio Suv39h1-EGFP'®, en estructures d’HPC in vivo
(Figura R12A fletxes vermelles).

D'acord amb els resultats publicats per EYFP-Suv39h1%®, el nostre
analisi del FRAP va indicar que aproximadament un 63% de les molécules de
Suv39h1 en els “foci” d'HPC es va intercanviar molt rapidament, amb un
temps mitja de recuperacié (t1/2) de 27,41 segons. La sobreexpressio de
SirT1 no va alterar els nivells de Suv39h1-EGFP en els “foci”, pero va afectar
drasticament l'intercanvi de Suv39h1 en aquests. Vam observar un doble
efecte: d'una banda, SirT1 va augmentar la fraccié de molécules de Suv39h1
mobils del 63,01% al 72,41%, i en segon lloc, va reduir el temps mitja
d’intercanvi d'aquestes molécules per aproximadament un 35%, de 27,41 a
18,25 segons.

Curiosament, aquest efecte no va ser impulsat per ['activitat
enzimatica de SirT1 ja que el mutant puntual cataliticament inactiu H363Y de
SirT1 (SirT1m) es va comportar de manera similar com el WT. No obstant
aixo, si que sembla especifica per SirT1: de fet, la sobreexpressié de SirT2
no va afectar notablement a l'intercanvi de Suv39h1 (Figures R12C i R12D).

Aquestes observacions suggereixen una relacié directa entre els
nivells de SirT1 i l'intercanvi de Suv39h1 a I'HC.
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Figura R12. La sobreexpressié de SirT1 altera la renovacié Suv39h1 a ’HPC. Assaig
de FRAP als “foci” d’HPC de cél-lules NIH3T3. A Esquema de I'experiment de FRAP en
el qual observem la intensitat de la molécula estudiada respecte el temps durant I'assaig.
Obtenim una corva de recuperaci6 de la intensitat després del bleach que ens permet
calcular el temps mitja de recuperacio, la fraccid mobil i immobil de la proteina estudiada.
B Els senyals de fluorescencia d’experiments representatius de FRAP en cél-lules
transfectades amb Suv39h1-EGFP -/+ SirT1 abans i després de “photobleaching”, com
s'indica. Les fletxes vermelles indiquen focis d’HPC seleccionats per “photobleaching”. C
Intensitat de fluorescéncia relativa dels experiments de FRAP de Suv39h1-EGFP -/+
SirT1, SirT1m i SirT2 sobrexpressats. D Quantificaci6 i analisi estadistic dels experiments
de FRAP en (B), com la fracci6 de la poblaci6 mobil (mobil [%]) i temps mitja de

recuperacio de fluorescéncia (t"?).
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Fluorescéncia relativa

Seguidament vam comprovar si aquesta modulacié per part de SirT1
de la renovaci6é de Suv39h1 en HC és a través d'un augment en un grup de
Suv39h1 disponible. Si aquest fos el cas, 'augment dels nivells de Suv39h1
per altres mitjans també hauria d'alterar 'intercanvi de Suv39h1 en I'HC. Per
portar-ho a terme, vam realitzar experiments de FRAP. Vam comparar
l'intercanvi de Suv39h1 en 'HC quan es van transfectar 0,5 ug (com a la
Figura R12) o 2 ug de vector d'expressié. Com era d'esperar, més vector va
conduir a nivells més alts de Suv39h1 (Figura R13A), que correlacionaven
amb una major fracci6 mobil de Suv39h1 del 63,01% al 74,77% (Figura
R13B) i un intercanvi més rapid de Suv39h1 a I'HC (t'? es va reduir en

aproximadament un 45%, de 27,41 a 14,99 segons).
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Figura R13. L’augment de Suv39h1 correlaciona amb un augment de la taxa de
renovacié d’aquest a HPC. A Analisi de FRAP (com a la Figura R12) en HPC de
cel-lules NIH3T3 transfectades amb 0,5 pg o 2 pg de plasmid d'expressié Suv39h1-

EGFP. B Quantificaci6 i analisi estadistic dels experiments de FRAP en (A), com la
112
).

fraccio de la poblacié mobil (mobil [%]) | temps mitja de recuperacié de fluorescéncia (t

En conjunt, aquests resultats demostren que SirT1 controla els nivells
globals de Suv39h1 in vivo, modulant d'aquesta manera lintercanvi de
Suv39h1 en HC.

Si els nostres estudis son reals 'augment de SirT1 per causes
endogenes, com l'estrés, hauria de produir un augment en els nivells de
Suv39h1 i un augment en l'intercanvi d’aquest. Per portar-ho a terme vam
analitzar la dinamica de Suv39h1 mitjancant I'is de condicions conegudes
que incrementen SirT1 endogen, com ara les condicions oxidatives '™ (Figura

R14A). D'acord amb els resultats en R12B, el tractament de les cel-lules amb
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2mM de H,0, augmenten significativament l'intercanvi de Suv39h1 en HC,
disminuint el t? de Suv39h1 en HC en un 25%, de 20,61 a 14,99 segons
(Figures R14A i R14B). Altres evidéncies de la participacié de SirT1 en la
dinamica d’'HPC es van obtenir d'estudis similars en MEFs SirT17". Tot i que
la dinamica de lintercanvi de Suv39h1 a 'HPC (t“z) no es va alterar, la
fraccié mobil de Suv39h1 va augmentar en MEFs SirT1" al voltant del 63% al
76%, el que suggereix que la estructura de 'HPC era d'alguna manera
diferent. Sorprenentment, les condicions d'estrés oxidatiu en MEFs SirT1™
indueixen una disminucié de t'” de més del 50%, del 27,97 al 14,53s, aixi
com un 18% de disminucié de la fraccié mobil de 76.03 % a 62.38 % (Figures
R14A i R14B).

1.0
B _—
- t12(s)  Mobile (%)
Suvagh1 27414205 63014131
= Suv39hl + 2mM H,0, 20.61+1.00 62.65+2.99
041 Suv3sh1 (SIRT1 KO) 27971384 7603 £2157
—— SUV39H1
Lk —e— SUV3SHI+ 2mM H;0, Suvaoh1 (SIRT1 KOW2mM Hy0, 1453 276" 623814007

SUV39H1 (SIRT1KO)

—#— SUV39H1 (SIRT1KO) + 2mM H,0,

0 T 1 T I 1 T 1
0 20 0 60 80 100 120

Temps de recuperacio (s)

P-valor<0.05

Figura R14. SirT1 esta implicat en I'alteracié de la renovacié de Suv39h1 a HPC
sota condicions d’estrés. A Assaig de FRAP (com en [R12B]) de Suv39h1-EGFP
expressat en MEFs WT i SirT1™" no tractades o tractades amb 2mM d’H,O, durant 1h.
Requadre: western blot de SirT1 i actina en les cél-lules WT. B Quantificacio i analisi
estadistic dels experiments de FRAP com en (R12C).

Aquests resultats donen considerablement suport a un paper directe
per SirT1 en el control de la dinamica i I'organitzacié6 de 'HPC a través de
Suv39h1.

En general, aquestes troballes suggereixen que SirT1 indueix una
estructura d’'HPC més dinamica, accelerant la renovacié de Suv39h1, que es

reflecteix en una major mobilitat i un intercanvi més rapid de Suv39h1.
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L’estrés oxidatiu i I’estrés metabolic indueixen un augment
depenent de SirT1 en els nivells de Suv39h1

S’ha demostrat que SirT1 esta augmentat en certs tipus d'estrés (per

exemple, metabolic o oxidatiu) in vivo'"*""’

. Com s'il-lustra a la Figura R14A,
esperavem que aquestes condicions també produissin un increment de
Suv39h1 endogen. La restriccié calorica (CR) és una de les condicions més
conegudes que augmenta SirT1. Es tracta d'una reducci6 del 30 al 50% en el
consum del que un animal pot menjar lliurement (ad libitum (AL)), el que porta
a un estrés metabolic en I'animal'®.

Per determinar si lincrement de SirT1 endogen també indueix
Suv39h1, vam incubar MEFs WT a un medi que contenia sérum (10%)
obtingut a partir de rates que havien estat alimentades ja sigui AL o sota CR;
les ultimes condicions s’han mostrat reproduint-les en cultius cel-lulars'”.
Com era d’esperar, es va observar un significatiu augment de SirT1 a les
MEFs incubades amb sérum de CR en comparacié amb AL (Figura R15).
D'acord amb els nostres resultats anteriors, la CR en MEFs també va induir
nivells significativament més alts de Suv39h1 (Figures R15A i R15B). A més,
es va veure que aquest efecte va ser dependent de SirT1 ja que en un
experiment similar utilitzant MEFs SirT1”, no vam observar cap increment de
Suv39h1 (Figures R15A i R15B). Aquests resultats es van reproduir sota
estrés oxidatiu mitjangant la incubaci6 de les MEFs WT i SirT1” per separat

amb 2mM de H,0O, (Figures R15C i R15D).
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Figura R15. Suv39h1 esta augmentat durant I'estrés a través d'un mecanisme
dependent de SirT1. A MEFs WT i SirT1™ incubades amb sérum de rates alimentades
AL o sota CR durant 24h es van analitzar per quantificar SirT1 endogen, Suv39h1 i
actina. B Quantificacié dels nivells de Suv39h1 normalitzats per l'actina a partir de
multiples experiments (n=3) com en (A), els nivells de RC es presenten en relacié6 amb
els corresponents nivells d'AL. C Experiment similar al d’(A), perd en lloc d'utilitzar
sérums AL i CR, incubant les MEFs en preséncia o abséncia de 2mM de H,O; durant 1h.
D La quantificacié6 de multiples experiments (n=3) com en (C) i representats com a (B).
(***: p <0,002).

Un aspecte interessant en els nostres estudis va ser comparar el
nostre model de regulacioé en el context d’'un model animal. Es van analitzar
els nivells de SirT1 i Suv39h1 en els fetges de les rates que havien estat
alimentades AL o sota CR. Com era d'esperar, els fetges de rates sotmeses a
CR contenien nivells significativament més alts tant de SirT1 com de Suv39h1

que als fetges de rates AL, aixi com H3K9me3 (Figures R16A i R16B).
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Figura R16. Augment de SirT1, Suv39h1 i H3K9me3 sota estrés metabolic. A Els
nivells de proteina de SirT1, Suv39h1, actina, histona H3 i H3K9me3 de fetges de les
rates alimentades amb AL o sota RC. B Quantificacié de SirT1 i Suv39h1 (normalitzat
pels nivells d'actina), i per H3K9me3 (normalitzat pels nivells de la histona H3), a partir de

multiples experiments realitzats com el d’(A). (***: p< 0,002).

En conjunt, els resultats anteriorment esmentats indiquen que el
control dels nivells de proteina de Suv39h1 és part de la resposta a l'estrés
mediada per SirT1 i revelen una relacié més estreta del que es pensava entre

la resposta a I'estrés i la maquinaria de la cromatina del nucli.

SirT1 inhibeix la poliubiquitinitzacié de la lisina 87 en el
domini chromo de Suv39h1 per part de MDM2

El mecanisme més evident a través del qual SirT1 podria controlar els
nivells de Suv39h1 seria mitjangant el bloqueig de la degradacié de Suv39h1,
per tant, vam ftractar d'identificar la via de degradacié relacionada. La
degradacio especifica de les proteines es produeix amb més freqiiéncia a
través de la via del proteosoma, en la que la proteina diana es marca
mitjancant poliubiquitinitzacioé abans de ser degradada. Per provar si Suv39h1
pateix una degradacié proteasomica, vam estudiar els efectes de la
lactacistina, inhibidor del proteosoma, sobre els nivells de Suv39h1. La
incubacié amb lactacistina va induir nivells més alts de Suv39h1 i va abolir

completament la capacitat de SirT1 d’incrementar Suv39h1 (Figures R17A i
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R17B), la qual cosa demostra que SirT1 controla els nivells de Suv39h1 a

través d'aquesta via.

A - ST

- Lact.
r m + SirT1

FIag-SirT1I _ +'
Myc-Suv39h1 + + + 0+

1 2 3 4 - Lact. 50uM

Nivells relatius de
proteina Suv39h1

Figura R17. SirT1 inhibeix la degradacié de Suv39h1 dependent de proteasoma. A
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Western blot de cél-lules 293 transfectades amb Suv39h1 +/- SirT1, sense tractar o

tractades amb lactacistina 50nM. B Quantificaci6 de Myc-Suv39h1 en aquestes
condicions (**: p<0,02).

El seglient pas va ser comprobar que Suv39h1 es poliubiquitinitza.
Aixo es va fer mitjangant experiments de pull-down amb resina anti-Myc
d'extractes derivats de les cél-lules co-transfectades amb Suv39h1 i
ubiquitina marcada amb HA (Figura R18). D'acord amb les dades abans
esmentades, Suv39h1 va ser significativament molt menys ubiquitinitzat en

preséncia de SirT1 que en abséncia de la mateixa (Figura R18).
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FLAG-SIrT1 - + - + = s =

Myc-Suv39h1t - -  + + - = 4+ %

HA-Ub + + + + + + 4+ +
oFLAG| e @] | -]
e[| [ ]
e-HA - m
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Figura R18. SirT1 inhibeix la poliubiquitinaci6 de Suv39h1. Nivells de
poliubiquitinitzacié de Suv39h1 dels extractes de cél-lules 293 transfectades en les
combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de I'etiqueta Myc
(Suv39h1) i analitzats per FLAG (SirT1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinacié). Es mostren
“inputs” (1) i elucions (E).



A continuaci6 vam tractar d'identificar I'E3 lligasa d’ubiquitina
responsable de la poliubiquitinitzaci6 de Suv39h1. Vam analitzar diversos
membres de la maquinaria de ubiquitinacié que s'han vinculat a Suv39h1 o
als seus ortolegs'">"">""*17%: Cul3, Cul4, Rad6 (Ube2A i 2B), MDM2, UbcH13
i APC. Tots aquests sén enzims E2, de conjugacié a ubiqiitina, excepte
MDM2, la qual és una E3 lligasa d’'ubiquitina. Entre tots els factors provats,
només MDM2 indueix nivells significativament més alts d’ubiquitinacié a
Suv39h1 (Figura R19).

a-HA

123 4567 89 1011121314

Figura R19. MDM2 incrementa la ubiquitinitzaci6 de Suv39h1. Nivells de
poliubiquitinitzacié de Suv39h1 d’'extractes de cél-lules 293 transfectades amb les
combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de I'etiqueta Myc

(Suv39h1) i analitzats per HA (ubiquitinitzaci6). Es mostren les elucions.

Per demostrar un control directe dels nivells de proteina de Suv39h1
per part de MDM2, en primer lloc vam treballar amb un mutant puntual
cataliticament inactiu de MDM2 (H457S)172 i vam observar que aquest no
ubiquitinitzava Suv39h1 (Figura R20A). En segon lloc, vam comprobar que
MDM2 és directament responsable de la poliubiquitinitzaci6 de Suv39h1 ja
que en la reaccio in vitro amb MDM2 recombinant i Suv39h1 vam observar
ubiquitinitzacid6 de Suv39h1 (Figura R20B). Atés que I'E2 ubiquitin lligasa
Ube2B també va induir una mica l'ubiquitinacié de Suv39h1 (Figura R19),
vam provar si en aquest cas, Ube2B era I'E2 parella de MDM2. S’havia
demostrat que Ube2A/B interaccionava amb p53 i MDM2, i en modulava

176

I'estabilitat *”. Els nostres resultats van confirmar que Ube2B podria promoure

la ubiquitinitzacié de Suv39h1 in vitro juntament amb MDM2 (Figura R20B).
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La participacié d’'Ube2B en la degradacié de Suv39h1 esta d'acord amb

I'antagonisme funcional entre Rhp6p i heterocromatina en S. pombe"s.

HA-Ub B
Myec-Suv39hl - + + + E1+Ub
MDM2 - - + - P
MDM2mut - - - + MDM2 - + =
- Myc-Suvasni + + o+
a-HA I Ui-Sunashd
- - | ]
oy [ ] e

Figura R20. Suv39h1 és ubiquinitzat per MDM2. A Poliubiquitinitzacié de Suv39h1 en
presencia de MDM2 WT o un mutant catalitic dMDM2 (H457S). Es mostra I'elucio
d’'immunoprecipitaci6 de Myc. B Ubiquitinitzaci6 de Suv39h1 in vitro per MDM2
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recombinant, juntament amb UbE2B (E2), E1 i Ub amb les combinacions indicades.

Finalment, comprovant la relacié entre Suv39h1 i MDM2 in vivo en
MEFs p53'/'/MDM2'/', observem que l'abséncia de MDM2 en aquestes
cél-lules produeix nivells significativament més alts de Suv39h1 i H3K9me3
que en MEFs p53'/' (Figura R21) (el fons d’p53'/' es requereix ja que

I'esgotament MDM2 en ratolins WT causa letalitat embrionaria primerenca).

psar*
MDMZ2  we =~

a-Suvagh1 E
-———
ariores [ =]
o [ =]

1 2

Figura R21. MDM2 esta implicat en la disminucié dels nivells de Suv39h1. Nivells de
proteina de Suv39h1 i H3K9me3 en MEFs p53™ o p537/MDM2™.

Aquestes evidéncies suggereixen que SirT1 afecta Suv39h1 a través
de la inhibicié de la ubiquitinacio catalitzada per MDM2.
Aquesta hipotesi va ser recolzada per dues troballes. En primer lloc,

la sobreexpressié de SirT1 va inhibir la ubiquitinitzaci6 de Suv39h1 per
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MDM2 (Figura R22A) i va revertir significativament la supressié dels nivells de
Suv39h1 per MDM2 (Figura R22B).

HA-UB + + & & B
Myc-Sivaghi + + =+ #
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- - 1
ST o MOMZ - — + 4
STl - & + -
,, adyc [ |
ahetin [= = == |
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Figura R22. SirT1 protegeix Suv39h1 de la seva degradacié per part de MDM2. A

Nivells de poliubiquitinitzacié6 de Suv39h1. Els extractes de cél-lules 293 transfectades en
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les combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de I'etiqueta
Myc (Suv39h1) i analitzats per FLAG (SirT1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinitzacié). Es
mostren eluciones d'experiments, utilitzant els factors indicats. B Nivells de Suv39h1 en
cel-lules H1299 (no expressen p53) co-transfectades amb MDM2 -/+ Sirt1.

Els efecte antagonics de SirT1 i MDM2 suggereixen que competeixen
per la unié a Suv39h1. Conseqiientment, el mutant d’'uni6 ANSIrT1, no va
inhibir la ubiquitinitzaci6 de Suv39h1 per MDM2 (Figura R23A). Els
experiments d'immunoprecipitacié van revelar que encara que SirT1 i MDM2

ambdues immunoprecipiten Suv39h1, aparentment no interactuen.

HA-Ub
Myc-Suv3ghl ¥ F + + + i B
MDM2 + 0+ o+ 4 - + IP Flag IP Mye
SirTl - o+ - - + s )
ANSirT1 T + £ = 5 Flag-SirT1 + -+ o+ + . +
SirTim (H363Y) & m o% wm w e GFP-Suv39h1 + 0+ -+ + o+ -
Myc-MDM2 - + o+ 4+ - + + +
o[ W— [ ]
T i
: corrze  —| ST TN
a-Myc [ ——— — 12 3 4 5 6 708

i1 2 3 45 6 7 8

Figura R23. Suv39h1 es ubiquitinitzat per MDM2. A Poliubiquitinitzacié6 de Suv39h1.
Elucions de l'immunoprecipitaci6 de Myc de cél-lules 293 transfectades en preséncia o
abséncia d’'MDM2 i/o SirT1, SirT1 deleccionada en els resifus 1-268 (ANSirT1) i el mutant
puntual catalitic de SirT1 H363Y (SirT1m), analitzadda amb I'anticds contra I'etiqueta HA.
B Elucions d’experiments d'immunoprecipitacié utilitzant anticossos o FLAG o I'etiqueta
Myc amb les diferents combinacions de FLAG-SirT1, GFP-Suv39h1 i Myc-MDM2.
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No obstant aix0, SirT1 pot immunoprecipitar una quantitat molt
limitada de MDM2 en preséncia de Suv39h1, el que suggereix que la unié de
SirT1 a Suv39h1 no elimina completament la unié fisica de MDM2 a Suv39h1
(Figura R23B).

A continuacié vam tenir com a objectiu identificar el residu o residus
que participen en la inhibicié. Ja que vam veure que la regulacié per part de
SirT1 sobre Suv39h1 era a través del domini chromo d’aquest, vam
hipotetitzar que aquest domini de Suv39h1 podria contenir el residu(s) que es
modifica. Per tant, es van comparar els nivells d’ubiquitinitzacié de Suv39h1
amb els del mutant Achromo. Sorprenentment, el mutant mostra menys del
20% de la ubiquitinitzacio trobada al WT (Figures R24A i R24B).

Myc-Suv39%h1 - WT AChromo 100 =
0]
- + o+ + —
HA-Ub © R 80
=}
' %3S 60
a-HA T ©
c
L. n g 40
— 5
—_ > o 20-
o
1.2 3 WT AChr

Figura R24. Implicacié del domini chromo de Suv39h1 en la poliubiquitinitzacio
d’aquest. A Nivells d’ubiquitinitzacié6 de Myc-Suv39h1 WT i AChromo d’extractes de
cellules 293 transfectades en les combinacions indicades, immunoprecipitats amb
anticossos de l'etiqueta Myc (Suv39h1) i analitzats per Myc (Suv39h1) i HA
(ubiquitinaci6). S'observen les elucions. B Quantificacié dels nivells d’ubiquitinitzacié de
I'experiment observat en (A).

Sabem que les proteines estan majoritariament ubiquitinitzades en
els residus de lisina. En el domini chromo de Suv39h1 es van identificar cinc
residus de lisina (Figura R25A, subratllat): K52, K53, K63, K81 i K87. Per
identificar la lisina(s) que participen en el bloqueig de la ubiquitinitzacié de

Suv39h1 per part de SirT1, vam generar mutacions puntuals intercanviant les
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lisines per alanines en Suv39h1, tres de simples (K63, K81, K87) i una de
doble (K52/K53).

F1 f2 F‘i -
hS3ndgh1 FEVEYLCDYERIREQEYYLVEWRGYPDSESTWEPRONLE-CVRILEQFEEDL
mSundohl FEVEYLCDYEFEIREQEYYLVEWRGYPDSENTWEPRONLE-CIRVLEQFEFRDL

DmSujvands YVVERIECVEMDOYQPVIIVEWLGYHDSENTWESLANVADCAEMEEEVERHQD

n
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Suwdahl WT  KE2AKEIA  KEB3A KE1A KATA

Figura R25. Implicacioé en la degradacié de Suv39h1 de la lisina 87 localitzada en el
domini chromo. A Estructura primaria i secundaria del domini chromo de Suv39h1
(huma, muri i de Drosophila). Es ressalta el segment que falta en el mutant AChromo
(subratllat). Les cinc lisines candidates es mostren en vermell; K87 es ressalta en groc. B
WB d’extractes de céllules 293 préviament transfectades amb Myc-Suv39h1 WT,
K52A/53A, K63A, K81A i K87A en presencia o abséncia de FLAG-SirT1, com s’indica. C
Suv39h1 WT i mutants K52A/K53A, K63A, K81A i K87A es van transfectar -/+ FLAG-
SirT1. Els resultats de diversos experiments (n=5) es van representar en relaci6 amb el
WT. (***:p<0,002).

Tots aquests mutants es localitzen als foci d’'HC, tal com ho fa el WT.
A continuacio, vam provar els nivells basals dels quatre mutants resultants de
Suv39h1 (K52A/K53A, K63A, K81A i K87A) i vam estudiar si SirT1 augmenta
els nivells de cadascun d’ells. Només K87A es va expressar en nivells
considerablement més alts que el WT en abséncia de SirT1, i va ser
incrementat per aquesta en un grau molt menor respecte el WT (Figures
R25C i R25B).

La mutacié K87A en el chromo-GFP també va induir nivells més alts
d'expressié de la proteina i molt menys increment per part de SirT1 (Figura
R26).
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Figura R26. La mutacio a la lisina 87 dins el domini chromo esta implicada en la
degradacié de Suv39h1. Efectes de la sobreexpressi6 de SirT1 en el chromo-GFP WT o
K87A. La quantificacié de multiples experiments (n=5) es mostra relacionada amb el WT.
(***p< 0,002).

Aquests resultats no estan relacionats amb cap alteracié en la
capacitat de Suv39h1 d'unir-se a SirT1, el qual s'uneix tant a Suv39h1 WT
com al mutant de K87A de manera similar (Figura R27).

I E
FLAGSIFTT - + - - + -

ol - oy (W)

| PR — [E—E— Im—Myc (K87A)

Figura R27. La mutacié de K87 de Suv39h1 no fa variar la seva unié6 amb SirT1.
Experiments d'immunoprecipitacié utilitzant I'anticos Myc. Extracte total de cél-lules 293
préviament transfectades amb Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A en presencia o
abséncia de FLAG-SirT1. Es mostren els imputs (I) de les diferents IP i elucions (E). La
preséncia de SirT (FLAG), Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A (Myc) van ser visualitzats
utilitzant els anticossos pertinents.

Tanmateix, I'efecte no esta relacionat amb la mutacié a alanina de
per si, ja que un mutant K87R es va comportar exactament com K87A en tots

els experiments (dades no mostrades).

D’acord amb aquestes troballes, el mutant K87A va presentar només
un 30% de la ubiquitinacié trobada per al WT (Figura R28). | en preséncia

d’MDM2 només observem un augment en la ubiquitinitzacié de Suv39h1 en el
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WT i no en el mutant. Aquest resultat demostra clarament que la
poliubiquitinitzacié6 de Suv39h1 es produeix principalment a K87 a través
d’'MDM2 (Figura R28B).

HA-Ub HA-Ubiquitin
1
Suv3ghi WT K874 Myc-Suv39h1K87A - - - - + +
Myc-Suv3%h1i - + + - - - °
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Figura R28. SirT1 protegeix la degradacié6 de Suv39h1 per la inhibicié de
poliubiquitinitzacié de la lisina 87 de Suv39h1. A Nivells de poliubiquitinitzacié
d’elucions d’extractes transfectats amb Suv39h1 WT o K87A en preséncia o abséncia de
FLAG-SirT1, immunoprecipitats per Myc i detectats per HA(Ub) i Myc (Suv39h1 i
Suv39h1K87). B Nivells de poliubiquitinitzacié de Myc-Suv39h1 WT o K87A (senyal de a-
HA) -/+ MDM2 fet com en (A). C Quantificacié del senyal de a-HA de poliubiquitinitzacié
de Myc-Suv39h1 WT o K87A com en (B) dividit per la quantitat total de proteina Suv39h1
obtinguda a partir del senyal de a-Myc. Nivells de poliubiquitinaci6 de K87A es
representen amb relacié al WT. (***:p<0.002).

Basant-nos en els resultats ja esmentats, vam arribar a la conclusio
que SirT1 regula els nivells de Suv39h1 mitjancant el control de
poliubiquitinitzacié de K87 per part de MDM2.

El mutant K87 de Suv39h1 mostra una alteracio drastica a la
seva taxa de renovacié a ’'HC que permet la proteccié del
genoma en condicions d'estrés

Per confirmar si aquest mecanisme esta directament implicat en la
regulacié de lintercanvi de Suv39h1 per SirT1 en HC, vam dur a terme

experiments de FRAP per quantificar I'intercanvi de Suv39h1 K87A en HC en
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preséncia o abséncia de SirT1, i després comparar els resultats amb
Suv39h1 WT (Figures R29A i R29B).
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Figura R29. La mutacié de K87 augmenta l’intercanvi de Suv39h1. A L'analisi de
FRAP de Suv39h1-EGFP WT davant K87A -/+ SirT1. B Quantificaci6 i analisi estadistica

dels experiments de FRAP descrits en (A). El mutant K87A condueix a un augment
112

significatiu en la fraccié mobil (%) i una disminucio significativa ent ™.
Sorprenentment, el mutant va presentar radicalment un intercanvi
diferent respecte el WT: el seu temps mitja de recuperacié va ser de més
d’'un 80% més curt (5,71 vs 29,96 segons, respectivament), i la seva fraccié
mobil va ser molt més alta (84,94% vs 64,13%, respectivament). D'altra
banda, SirT1 no va tenir un clar impacte en la taxa de renovacié del mutant
K87A. Aquests resultats donen suport fermament a una relaci6 directa entre
el control dels nivells de Suv39h1 i lintercanvi de Suv39h1 en HC, com

haviem observat préviament (Figura R13).

A excepci6é dels assaigs de FRAP, Suv39h1 WT i K87A es van
comportar de forma idéntica: en primer lloc, tenen idéntica activitat especifica
histona metiltransferasa (HMT) in vitro (Figura R30A), en segon lloc, tots dos
s'uneixen a SirT1 i en la mateixa mesura com ja em vist abans (Figura R30B)
i, finalment, ambdos localitzen a HC en la mateixa proporcid, segons el que

es va mesurar per immunofluorescéncia (Figura R30C)
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Figura R30. Suv39h1 i Suv39h1K87A es comporten quasi igual. A Assaig d’'HMT per
Suv39h1 WT i K87A utilitzant [SH]-SAM com un donador de metil en la reaccio. A dalt, WB
d'una IP amb anticos Myc d’extracte total de cél-lules 293 transfectades amb Myc-
Suv39h1 WT (1-3) i Myc-Suv39h1K87A (4-6). Al mig, autoradiografia d'[°H] a la histona
H3. A baix, tinci6 CCBB de la membrana exposada per 'autoradiografia del panel del
mig. B Experiments d'immunoprecipitacié utilitzant I'anticos Myc. Extracte total de
cél-lules 293 previament transfectades amb Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A en
preséncia o abséncia de FLAG-SirT1. Es mostren les elucions de les diferents IP. La
preséncia de SirT1 (FLAG), Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A (Myc) van ser visualitzats
utilitzant els anticossos pertinents. C Distribucio cel-lular de Myc-Suv39h1 WT i K87A en
cél-lules NIH3T3 transfectades, per immunofluorescéncia (segona columna). Tinci6 de
DAPI de les cel-lules com a control d’ADN en els foci d’HC (primera columna). Una

imatge de “merge” és mostrada (tercera columna).

Si I'augment de la renovacié de Suv39h1 en HC és un mecanisme de
resposta a condicions d'estrés, llavors un major intercanvi en HPC
probablement estaria associat a un augment de I'estabilitat gendmica. Per
provar aquesta hipotesi, es va dissenyar un experiment que aprofita les
propietats de la mutaci6 K87 (Figura R31A), en el qual es van infectar
cél-lules NIH3T3 amb uns retrovirus que contenen ja sigui Suv39h1-EGFP
WT, Suv39h1-EGFP K87R o vector buit. Després de la seleccio, les cél-lules
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van ser irradiades, i posteriorment es van estudiar els seus respectius nivells

d’estabilitat genomica.

A I I | Infeccié | | Seleccié |Irradiaci6 Analisi
BT retroviral puromicina ] 4Gy ]

B H3K9me3 yH2AX DAPI merge
Vector ¢
) buit
c
r - \
d P
ZEI Suv39h1 -
wn WT —»
<
Suv39h1
K87R =
¥ N
s
C # Cells =500 % Cells p-nuclei Cells v-H2AX
+ Suv39h1-K87R 48 40
+ Suv39h1-WT 67 54
+ Empty Vector 81 77

Figura R31. La mutaciéo de K87 de Suv39h1 en PCH s’associa a la protecci6 del
genoma. A Experiment que es mostra en (B) i (C). B L'analisi d'immunofluorescéncia per
H3K9me3, yH2AX, Suv39h1-EGFP i DAPI (per a la deteccié de micronuclis, s'indica amb
fletxes grogues). Alguns micronuclis van ser fortament tenyits amb yH2AX (fletxes
blaves). C L’estabilitat genomica es va quantificar comptant les cél-lules positives per
yH2AX al foci i la preseéncia de micronuclis.

A través d'IF vam estudiar dos marcadors de la inestabilitat
gendmica: la freqiiéncia de micronuclis i la formaci6 del foci de yH2AX, que
reflecteixen directament el dany a 'ADN. Hem observat una gran tendéncia
en la protecci6 gendmica per a tots dos marcadors entre els tres tipus de
cél-lules. Els micronuclis es van trobar al 81% de les cél-lules control, al 67%
de les cél-lules Suv39h1-EGFP WT, i només al 48% de les cél-lules Suv39h1-
EGFP K87R (Figures R31B i R31C). De la mateixa manera, la preséncia de
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foci yH2AX es van trobar en el 77% de les cél-lules control, al 54% de les
cél-lules Suv39h1-EGFP WT, i només al 40% de les cél-lules Suv39h1-EGFP
K87R (Figures R31B i R31C).

Curiosament, els cromosomes metafasics de les cél-lules WT
Suv39h1-EGFP van mostrar  significativament més  aberracions
cromosomiques, com translocacions Robertsonianes (fusions céntriques) i

cromosomes acentrics que les de les cél-lules Suv39h1 K87R (Figura R32).

Figura R32. La mutacié K87 a Suv39h1 disminueix les aberracions cromosomiques
respecte Suv39h1 i s’associa, per tant, a la proteccié del genoma. FISH d'HPC
(quadre principal i a). Propagacié en metafase de I'expressié6 de Suv39h1 en cél-lules
NIH3T3. Cal destacar la preséncia de fragments de cromosomes acéntrics (fletxes verdes

i b) i translocacions Robertsonianes (fletxa vermella i c).

Atés que moltes d'aquestes aberracions estan relacionades amb
defectes centromeérics, els nostres resultats donen suport a la implicacié de
I'HPC en aquests processos.

Ja que Suv39h1 i i el seu mutant K87 es van comportar de manera
similar en HPC, qualsevol diferéncia entre elles s'ha d'atribuir a la diferéncia
en la seva taxa de canvi. Per tant, els nostres resultats suggereixen fortament
que l'augment d’intercanvi de Suv39h1 als foci és un mecanisme de proteccié

del genoma exercida a nivell de 'HPC en resposta a senyals d'estrés.
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Segona part

Una altra proteina molt important en 'HC, en el manteniment i
formacié d’aquesta, és la proteina estructural HP1, que com ja s’ha explicat
sén tres isoformes anomenades HP1a, HP1B i HP1y. Curiosament
comparada amb SirT1, HP1 també s’uneix a la regié N-terminal de Suv39h1,
perd contrariament, té€ una forta localitzacié a HC.

Aquesta observaci6 ens va portar a desenvolupar la segona part del
projecte centrada en entendre si el mecanisme observat entre SirT1 i
Suv39h1 estava conservat dins del cor estructural de 'HC a través de la
relacié entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1. Conseqlientment, aquest estudi
ens va dirigir cap a la caracteritzacié6 del paper de cadascuna de les
isoformes d’HP1 en el manteniment de I'estructura de 'HC. Les qual s’han

considerat, excepte en aspectes molt concrets, forgca similars.

Relaciéo de retroalimentacido entre les isoformes d’HP1 i
Suv39h1 a nivell de proteina

Primer de tot, ens vam centrar en un possible efecte per part de les
isoformes d’HP1 sobre Suv39h1 per determinar si aquestes tenien un paper
similar a SirT1 sobre l'estabilitat de Suv39h1. Per portar-ho a terme vam
transfectar HP1a, HP1B i HP1y, aixi com Suv39h1 en cél-lules embrionaries
de rony6 humanes 293F. Sorprenentment, vam observar un paper diferencial
entre aquestes tres isoformes a la regulacié dels nivells de Suv39h1: la
sobreexpressié tan d’HP1a com d'HP1y va incrementar els nivells de
Suv39h1, en canvi, HP1B no va produir cap efecte (Figures R33A i R33B).
Per tant, semblaria que les isoformes d’'HP1 tot i el seu alt grau de similitud
entre les seves seqiiencies d’aminoacids, tenen un paper diferencial respecte

el control dels nivells de la metiltransferasa Suv39h1.
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Per descartar que aquestes observacions fossin un artefacte de
I'etiqueta FLAG d’HP1, vam substituir-la per HA, i els resultats van demostrar
que les isoformes d’HP1 amb aquesta nova etiqueta van provocar el mateix
efecte en els nivells de Suv39h1 (Figura R33C).

Myc-Suv39h1 MycSuv3ghl
Flag-HP1a -+ - - ° HPla-HA -+ - -
Flag-HP1B - - + - S > HP1B-HA - - + -
o
Flag-HP1y - - -+ oo 25 HP1y-HA - - -+
- <
avye M 53 ) e
a-actin _ % a 1 o -actin
@ oS
a-FIagi g 0 ohA
=

Lo 34 - HPla HP1B HPly

12 3 4

Figura R33. Les isoformes d’HP1 regulen els nivells de Suv39h1 de manera
diferencial entre a, B i y. A Western blot de cél-lules 293 transfectades amb els factors
indicats. Els nivells de les isoformes d’'HP1 (FLAG), Suv39h1 i actina van ser
monitoritzats. B Quantificacié de diversos experiments (n=5) com el d’(A). C Western blot
com en (A) utilitzant Myc-Suv39h1 co-transfectades amb les isoformes d’HP1-HA.

Aquest resultat ens permet sostenir que la regulacié de Suv39h1 per
part d’HP1 és depenent d’isoforma.

Posteriorment es va analitzar si com en el cas de SirT1, aquesta
regulaci6 era només a nivell de proteina o si també s’observava a nivell
d’ARN. Vam extreure ARN de les diferents MEFs d’'HP1™ i WT per analitzar
els nivells de Suv39h1 en cadascuna de les linies. Els resultats van indicar
que les isoformes d’HP1 exerceixen el seu efecte a nivell de proteina, ja que
els nivells d'ARN de Suv39h1 segueixen un perfil totalment diferent, quasi
contrari, al de proteina (Figura R34).
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Figura R34. Implicacié de les isoformes d’HP1 als nivells d’ARN de Suv39h1.
Representacié dels nivells ARN de Suv39h1 extret de cél-lules MEFs WT i KO per les
diferents isoformes d’HP1. Estan representats els resultats de diversos experiments
(n=5).

Curiosament vam observar una possible regulacié per part de
Suv39h1 dels nivells de les isoformes d’HP1, de manera que indicaria
lexisténcia d’'un mecanisme de retroalimentacié entre aquestes proteines.
Per estudiar aquesta altre part de la regulacié entre aquestes proteines, vam
sobreexpressar quantitats creixents de Suv39h1 juntament amb les isoformes
d’HP1. Vam observar que els nivells de HP1a incrementaven a mesura que
anavem augmentant la concentraci6 de Suv39h1, contrariament, sota les
mateixes condicions de Suv39h1, HP1B disminuia, i també els nivells dHP1y
perd en menor mesura (Figures R35A i R35B). Per tant, és una regulacio
depenent de lisoforma, i de la dosi de Suv39h1. Varem descartar la
possibilitat de que fos qualsevol artefacte de la transfeccié6 mitjancant la
generaci6 d'una linia cel-lular estable induible per Myc-Suv39h1. La induccié
de Suv39h1 va provocar el mateix efecte, observat anteriorment, en els

nivells endogens de les isoformes d’HP1 (Figura R35C).
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Figura R35. Suv39h1 regula els nivells de les isoformes d’HP1 d’'una manera
diferencial entre a, B i y. A Western blot de ceél-lules 293 cotransfectades amb les
isoformes d’'HP1 -/+ tres quantitats creixents de Myc-Suv39h1. B Quantificaci6 de
diversos experiments (n=5) com el de (A). C Western blot de cél-lules 293TREX amb
Myc-Suv39h1 induit per tetraciclina abans i després de la induccié de Myc-Suv39h1, i

deteccio dels nivells endogens de les isoformes d’HP1.

Aquests resultats semblen indicar que hi ha una relacié funcional

entre aquestes proteines més complexa que la que ens pensavem.

Si la regulacié entre aquestes dues proteines és crucial, un aspecte
interessant seria veure l'efecte als nivells de Suv39h1 en abséncia de les
diferents isoformes d’HP1 esperant alguna alteraci6é dels nivells de Suv39h1
en les MEF’s KO per les diferents isoformes. Vam observar que la pérdua
d'HP1a i HP1y correlacionava amb uns nivells de Suv39h1 endogen

lleugerament inferiors respecte al WT, coherent amb el paper d’estabilitzacié
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dels nivells de Suv39h1 per part d’aquestes isoformes observat al
sobrexpressar-les. Per tant, amb la seva abséncia no veiem aquest efecte
d’estabilitzacié. Contrariament, en abséncia d’HP1(3 els nivells de Suv39h1 es
van veure significativament augmentats. Podria ser degut a que el paper
d’'HP1B fos desastabilitzar Suv39h1 i al no ser-hi veiem aquest augment, o
que aquest increment dels nivells de Suv39h1 fos degut a I'efecte d’'HP1a i
HP1y endogens (Figura R36).

Suv39h1

Nivells relatius de proteina

WT HP1a™ HP1B* HP1y™

Figura R36. Els nivells de Suv39h1 varien depenent de [lisoforma d’HP1.
Quantificaci6 dels nivells de proteina de Suv39h1 endodgens en extractes de MEFs WT o

KO per les diferents isoformes d’HP1.

Aquests resultats ens portarien a extreure que hi ha clarament una
regulacié entre aquestes proteines depenent d’isoforma i exclusivament a
nivell de proteina. També semblaria que la relaci6 entre les isoformes HP1a i
HP1y, i Suv39h1 és forga similar en contrast amb el que veiem entre HP1( i
Suv39h1. HP1a i HP1y podrien estabilitzar els nivells de Suv39h1 a nivell
global de la cél-lula. En canvi, HP1( podria tenir un paper contrari o actuar
com a reservori, el que significaria que en abséncia de les altres isoformes
HP1( seria I'encarregada, en aquest cas, de mantenir I'estabilitat dels nivells
de Suv39h1.
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Les isoformes d’HP1 controlen I'estabilitat de Suv39h1 a
través de la regulacio de la poliubiquitinitzacio d’aquest. El
domini Nt de Suv39h1 i la regidé hinge d’HP1 sén part de la
regulacié

Per poder assignar les regions de les isoformes d’HP1 i de Suv39h1
implicades en aquesta regulaci6 vam mapejar els diferents dominis
d’ambdues proteines. Respecte Suv39h1, es va treballar amb els mutants de
delecci6é d’aquest utilitzats i descrits en I'estudi de SirT1: una construccci6 de
Suv39h1 sense el domini chromo (Achromo), una altra en abseéncia del
domini SET (ASET) i una deleccionant tota la regié6 N-terminal (AN89) (Figura

R37A). Mentre que els mutants ASET i Achromo encara estaven regulats per
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les isoformes d’HP1 de la mateixa manera que regulen el WT, amb el

constructe AN89, clarament, no vam observar aquesta regulacié (Figures

R37B i R37C).
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Figura R37. La regulaci6 dels nivells de Suv39h1 per les isoformes d’HP1 a través
de la regié N-terminal de Suv39h1. A Esquema de les diferents construccions de
Suv39h1 etiquetades amb Myc utilitzades en (B). B Western blot de les cél-lules
transfectades amb les construccions descrites en (A): FL (Suv39h1), AChromo, ASET o
AN89 (AN-term) -/+ FLAG-HP1q, B i y. C Quantificacié de diversos experiments (n= 5)
com en (B).
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Aixd suggereix que la diana de les isoformes d’HP1 per dur a terme
aquesta regulaci6 és el domini N-terminal de Suv39h1. Com en el cas de la
regulacié6 per part de SirT1, la regulaci6 de les isoformes d’HP1 sobre

Suv39h1 dotaria a aquesta regié de Suv39h1 d’un altre nou paper.

Respecte I'estudi del domini/s d’'HP1 implicat/s en aquesta regulacié
ens vam centrar en la regié hinge ja que, tot i l'alta identitat entre les
isoformes d’HP1, aquesta regié és la més variable entre les tres (Figura
R38A). Per tant, vam pensar que podria ser causant de l'efecte diferencial
produit sobre Suv39h1. Per portar a terme aquest estudi vam intercanviar la
regié hinge entre les dues isoformes que tenen un efecte contrari més clar
sobre la regulacié entre Suv39h1 i HP1, sent les dues que és troben més
relacionades amb heterocromatina, HP1a i HP1B. Vam observar que I'efecte
d’aquestes isoformes sobre Suv39h1 reverteix parcialment al intercanviar
aquesta regié comparat amb els seus corresponents WT.

La sobreexpressi6 d’HP1a amb el domini hinge d’HP1B no va
augmentar tant els nivells de Suv39h1 com ho fa HP1a. | HP13 amb el domini
hinge d’'HP1a vam veure que incrementava els nivells de Suv39h1 pero
sense arribar als nivells provocats per la sobreexpressié d’'HP1a (Figures
R38B i R38C).

Per tant podriem dir que la regié hinge d’HP1 seria part implicada en
aquest mecanisme de regulacié diferencial per part de les isoformes d’HP1
sobre Suv39h1.
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Figura R38. La regié hinge d’HP1 esta implicada en la regulacié dels nivells de
Suv39h1. A Aliniament de les seqiiencies d’aminoacids de les tres isoformes d’'HP1. B
Western blot de cél-lules 293 transfectades amb Myc-Suv39h1-/+ HP1a, B, v i els
contructes d’'HP1 amb la regié hinge intercanviada entre aquestes dues isoformes:
HP1a(B) i HP1B(a). C Quantificaci6 de diversos experiments (n=5) com en (B).

Un altre aspecte important per aquest estudi va ser la confirmacié de
la interacci6 entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1, crucial per la formacié
d’HC. Vam treballar amb les diferents construccions de Suv39h1 utilitzades
anteriorment (Figura R37A) per tal de confirmar també el domini de Suv39h1
implicat en la interaccié. Els estudis de la relacid6 entre aquestes dues
proteines va comengar amb la descripcié de la co-immunoprecipitacié de
SUV39H1 amb M31 (HP1B homodleg de ratoll')%, on s’assumia que totes tres
isoformes interaccionaven de forma equivalent amb Suv39h1. | arribant fins a
descriure especificament la interacci6é entre els 39 primers aminoacids de la
regié N-terminal de Suv39h1 i la superficie creada per dos CSD fruit de la
dimeritzacio de les isoformes d’HP1'"". Tal com esperavem, les isoformes

d’HP1 van interaccionar amb totes les construccions de Suv39h1 excepte
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amb la que té I'N-terminal deleccionat. Sorprenentment, vam observar que la
capacitat d’'unié amb Suv39h1 era depenent de cada isoforma, sent molt més

debil amb HP1B3 que amb les altres dues isoformes (Figura R39).

. HP1la HP1B HP1y . HPla HP1p HP1y
Myc-Suv39h1l E i A S T T S T
Myc-Achromo e e e S ~ b - - - 4 - - - 4 - - - 4 - -
Myc- Aset - -+ - - - 4+ - - - 4+ - - - + - - -+ - - - 4+ - - - + - - - 4+ -
Myc- ANterm - - - + - - -+ - - - 4+ - - - + - - -+ - - - 4+ = = - 4+ = = = %

a-Myc

o-HA

12345 678910111213141516

a-actin

12345 67 8910111213141516

Figura R39. La interaccié entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1 és depenent
d’isoforma i requereix la regié N-terminal de Suv39h1. Eluits de la immunoprecipitacio
de les construccions descrites en la figura R37A i les isoformes d’HP1, amb I'anticos de
I'etiqueta Myc i analitzats per HA (isoformes d’HP1) i Myc (Suv39h1).

Aquesta dada recolzava la similitud entre HP1a i HP1y en relacié a
Suv39h1 i la diferéencia amb HP1B que haviem observat amb l'estudi de la
regulacioé dels nivells de Suv39h1.

Per confirmar aquesta diferent capacitat d’'uni6 amb Suv39h1,
centrant-nos amb les isoformes HP1a i HP1[3 les quals semblen ser totalment
diferents respecte aquest aspecte, vam realitzar una immunoprecipitacié de
competéncia entre aquestes dues isoformes i Suv39h1 amb reina Myc. Vam
observar que incrementant HP1a la interaccié d’'HP18 amb la metiltransferasa
disminuia (Figura R40), per tant, podriem deduir que Suv39h1 interacciona
més débilment amb HP13 que amb HP1a i que HP1a i HP13 competirien per
la metiltransferasa. Aquest resultat ens torna a conduir a la hipotesi del paper

HP1B com a reservori, la qual en abséncia d’HP1a, podria substituir-la.

98



Myc-Suv39h1 + + + 4+
HP1B-HA -+ + o+
Flag-HP1a

Figura R40. HP1a competeix més fortament que HP1pB per la unié a Suv39h1. Es
mostren elucions d'immunoprecipitaci6 amb I'anticds de I'etiqueta Myc després de
contransfectar cél-lules 293F amb Myc-Suv39h1 +/- HP1B-HA i quantitats creixents
d’HP1a.

Un cop confirmada la interaccié i regulacié per part de les isoformes
d’HP1 respecte Suv39h1, vam proposar un possible mecanisme a través del
qual HP1 podria controlar els nivells de Suv39h1. El mecanisme més
probable, igual que SirT1, seria a través del bloqueig de la degradacio de la
metiltransferasa, incrementant la seva vida mitja mitjangant la inhibicié de la
ubiquitinitzacié. Per estudiar aquest mecanisme vam realizar experiments
d'IP amb resina anti-Myc d'extractes derivats de les cél-lules 293
co-transfectades amb Suv39h1, ubiquitina marcada amb HA i les isoformes
d’HP1, demostrant que Suv39h1 es poliubiquitinitza i que el grau d’aquesta
modificacié és depenent de la isoforma d’HP1. Vam observar que HP1a i
HP1y disminueixen els nivells d’ubiquitinitzaci6 de Suv39h1 tal i com vam
observar amb SirT1. Contrariament, HP1B no produeix aquesta disminuci6é

sin6 que augmenta la ubiquitinitzacié respecte el control (Figura R41).
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Figura R41. Les isoformes d’HP1 regulen els nivells de Suv39h1 a través de la

inhibicié de la degradacié d’aquest. Nivells de poliubiquitinitzacié de Suv39h1. Els
extractes de cél-lules 293 transfectades en les combinacions indicades van ser
immunoprecipitades amb anticossos de I'etiqueta de Myc (Suv39h1) i analitzats per FLAG
(isoformes d’HP1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinacié). Es mostren les elucions.

HP1a i HP1y estabilitzen els nivells de Suv39h1 a través de la
inhibici6 de la poliubiquitinitzaci6 de Suv39h1. HP1B, en canvi, no
estabilitzaria aquesta metiltransferasa ja que no la protegeix de la

ubiquitinitzaci6 i conseqient degradacié sin6 que contrariament la promou.

Estudi del paper de les isoformes d’HP1 a nivell de foci
d’HC

Un cop demostrada una diferent regulaci6é per part de les isoformes
d’HP1 sobre Suv39h1 a nivell global, ens vam focalitzar en el foci d’'HC, en si
aquesta diferent actuaci6 de les isoformes d’HP1 també s’observa en
aquestes regions per tal de mantenir la seva estructura.

A les regions d’HC hi predominen les sequéncies repetitives,
especificament els major satél-lits (a les zones pericéentriques) i minor

satél-lits (a les zones centromériques) (Figura R42A). Per comencgar a
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entendre un possible paper diferencial de les diferents isoformes d’HP1 en
aquestes regions, vam analitzar I'expressié d’aquestes seqiiéncies en les
diferents MEFs WT i KO d’'HP1a, HP1B i HP1y. El control de I'expressi6
d’aquestes seqliéncies per part de les isoformes ens van aportar la primera
idea de la diferent actuacié d’aquestes en els foci. Dels resultats obtinguts va
destacar la gran derepressié de I'expressié dels major satél-lits en abséncia
d’'HP1y respecte el WT, per tant, aquesta isoforma semblaria necessaria per
reprimir I'expressiéo d’aquestes seqiencies repetitives de les regions
pericéntriques (Figura R42B). Respecte l'analisi dels nivells els minor
satél'lits en les diferents linies cel-lulars, vam observar una lleugera
derepressio d'aquests en les MEFs HP1a™ (Figura R42C), per tant, podriem
relacionar aquesta isoforma amb el control de I'expressié de les seqiéncies

repetitives que es troben en la regié centromeérica.

A pericéntric centroméric
telomer telomer
.——-—"_'f._—d—._-— \
r-“'dﬁﬁfor satellites minor satellites
(234 bp) (120 bp)
g » <
: I I I I -
10 -
© C
2 8 A
)
£ S
¢ 6 A 51,5
o ]
2 4 21
£ )
>3 - 3
0 - u% 0 T . T
WT o B+ oyt WT ot Bt y”

Figura R42. Distribucié de les isoformes al foci d’HC. A Grafic representatiu de la
localitzacié de major i minor satél-lits al cromosoma. De®. B Quantificacié de la RT-PCR

(n=5 experiments) pels major i C minor satéllits.
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Amb els nostres resultats obtinguts hipotetitzariem que HP1a i HP1y
controlen a diferents regions del foci d’heterocromatina.

En relacié amb la isoforma HP1y i els major satél-lits, hi ha un factor
de transcripcié descrit anomenat PAX3 que interacciona amb HP1y, i com
aquesta isoforma, també esta relacionat amb el control dels major satél-lits en
les zones d’'HPC (Figura R43A). Es troba localitzat en aquestes regions en un
30% de les cél-lules WT (Figura R4BB)133. Per tal d’estudiar la relaci6é entre
HP1y, PAX3 i la regié d’'HPC, vam analitzar, per IF, la localitzacié de PAX3 en
els foci dHPC a les diferents MEFs WT i KO per les isoformes d’HP1
transfectant-les amb aquest factor de transcripcié. En abséncia d’'HP1a es va

localitzar un alt % de PAX3 als focis, inclus més alt que a les cél-lules WT. En
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canvi a les MEFs d’'HP1pB el % es va reduir significativament.

C DAPI 488 Merge

A
wT 25%
2,000
1,500
B

35 1,000
% 500 4 Pax3
2
v © 20 * HP1a-/- 40%
v g 15 - DAPI N
g2 10 -
W g 5
§ 0.02 7 eGFP
= 0.01 :._l HP1B-/- 10%
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B Transcripts major satél-lits HP1y-/- 5%

Figura R43. Relacié entre HP1y, el factor de transcripcié PAX3 i la regié6 d’HPC. A

Expressi6 dels major satel-lits en cél-lules WT i WT(shPAX3). B Immunofluorescéncia de
la localitzaci6 de PAX3-GFP en els foci dHPC. (A) i (B) agafades de'. C IF de la
distribucié del DAPI i PAX3 i quantificaci6 de la localitzaci6 de PAX3 als foci en les
diferents MEFs WT i KO d’HP1.
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Curiosament, perd, en les cél-lules on quasi no es va observar
localitzaci6 de PAX3 en els foci va ser a les MEFs KO per HP1y (Figura
R43C). Per tant, aquest resultat també relacionaria HP1y amb el control de la
regié d’HPC.

Relacio entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1 a nivell de foci
d’HC in vivo

Seguint amb l'estudi a nivell de foci d’HPC, per determinar la
hipotética relacié funcional diferencial entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1,
vam analitzar la implicaci6 d’HP1a, HP1B i HP1y en el manteniment de
I'estructura de 'HC a través de la regulacié, de la dinamica de Suv39h1. Es
va portar a terme mitjangant un assaig de FRAP, en el que utilitzem la
proteina de fusié Suv39h1-EGFP'® la qual es localitza al nucli associant-se
principalment al foci d’HPC marcat per un fort enriquiment en H3K9me3 i en
HP1 (Figura R44).

DAPI Suv3%h1-EGFP H3K9me3 HPla Merge

P 3
Sw39h1-EGFP .

Figura R44. Localitzacié de les principals proteines de I'HPC i la modificacio

conseqient d’aquestes. Distribucié subnuclear de la tinci6 de DAPI, Suv39h1-EGFP,
H3K9me3 i HP1a en cel-lules NIH3T3 transfectades amb Suv39h1-EGFP.

En un primer experiment de [l'estudi de la dinamica, vam
sobreexpressar, junt amb Suv39h1-EGFP, les isoformes d’HP1. Aquestes
van afectar drasticament I'intercanvi de Suv39h1 en els foci. HP1a i HP1y van
reduir el temps mitja d’intercanvi (t"?) de les molécules de Suv39h1 des de 19
a 10,05 i 15,2 segons respectivament (Figures R45A i R45B), el que

significava que tant la sobreexpressio d’aquestes dues isoformes van fer
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augmentar l'intercanvi de Suv39h1. Contrariament, amb HP1B no es va veure

canvi en aquest aspecte respecte el WT.
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Figura R45. Efecte de la sobrexpressio de les isoformes d’HP1 sobre la dinamica
de Suv39h1 mitjangant FRAP, in vivo, en el “foci” d’HPC. A Assaig de FRAP al
“foci” d’'HPC de cél-lules NIH3T3. Intensitat de fluorescéncia relativa dels experiments
FRAP sobrexpressant Suv39h1-EGFP +/- les isoformes d’HP1. B Quantificacié i analisi

estadistic dels experiments de FRAP en (A), com la fracci6 de la poblacié mobil (mobil

[%]), i el temps mitja de recuperacio de fluoresceéncia (t"?).

Continuant amb I'estudi de la dinamica de Suv39h1 vam estudiar com
l'abséncia de les isoformes d’HP1 podria afectar a aquesta, utilitzant les
diferents MEFs WT i KO per aquestes isoformes. Vam observar que
'abséncia d’HP1a i HP1y disminueix I'intercanvi de Suv39h1 i la fraccié mobil
respecte les cél-lules WT, el 50-51% de les molécules de Suv39h1 en els foci
d’HPC tenen una velocitat d’intercanvi més lent que el control, amb un t"? de
30,27 i 29,28 segons respectivament en contra dels 18,28 segons del control,
representant una disminucié del 40%.

Contrariament, amb l'abséncia d’HP1[3, s’observa un intercanvi de Suv39h1

lleugerament més rapid que a les cél-lules WT (Figures R46A i R46B).
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Figura R46. Efecte de I'abséncia de les isoformes d’HP1 sobre la dinamica de
Suv39h1 mitjangcant FRAP, in vivo, en el foci d’HPC. A Assaig de FRAP (com en la
figura R46A) de Suv39h1-EGFP expressat en MEFs WT i KO per HP1a, B o y. B
Quantificacié i analisi estadistic dels experiments de FRAP en (A), com en (Figura R46B).
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Aquests resultats de l'estudi de la dinamica de Suv39h1 podriem
hipotetitzar que la sobreexpressio d’HP1a i HP1y induiria una estructura
d’HPC menys compacta, més dinamica, accelerant aixi la renovacié de
Suv39h1. Aquest fet concordaria amb la possible compactacié de I'estructura
de la cromatina produida per la pérdua d’aquestes isoformes. De forma
oposada, la sobreexpressié de la isoforma HP13 no altera la dinamica de
renovacio i la pérdua produeix una cromatina lleugerament més oberta. Aixi
doncs, en general no s’observa un efecte significatiu a la dinamica de
Suv39h1 degut a aquesta isoforma.

En general, aquestes troballes suggereixen un paper directe per part
d’HP1a i HP1y en el control de la dinamica i organitzaci6 de I'HPC través
Suv39h1.

Seguidament, continuant amb l'estudi in vivo, vam analitzar la
interaccié entre aquestes proteines mitjangcant experiments de FRET. Es
basa en la transferéncia d'energia entre fluorofors com GFP i RFP, emprant
la proteina de fusio GFP-Suv39h1 com a donador i HP1-RFP com a acceptor.
Es crema el donador i es van obtinguent mesures a diferents temps. El FRET

només passa quan aquestes dues proteines fluorecents sén molt properes (a
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una distancia inferior a 10nm) el que significa que han d’estar en interacci6
directe (Figura R47A). A part de confirmar la interaccié entre les isoformes
d’HP1 i Suv39h1, ja descrita per FRET entre la isoforma HP1B i Suv3oh1®,
vam comprovar si aquesta interacci6 era depenent d’isoforma en el foci
d’HPC. Vam observar que HP1a s’uneix significativament molt més amb
Suv39h1 que no pas HP1B. En el cas d’'HP1y els resultats van mostrar una
unioé intermitja amb Suv39h1 respecte HP1a i HP1B (Figures R47B i R47C).

o A Bass EX Ao 488 Photobleach
m o —m e
IE FRET FRET
= - _>
>
| V
(%) »

EM Ay 509 * *
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Figura R47. Interaccié in vivo entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1 en el foci d’HPC.
A Esquema del mecanisme de funcionament del FRET. PPB= abans i APB= després del
“photobleach”. B Senyals de fluorescéncia d’experiments representatius de FRET en
cél-lules NIH3T3 transfectades amb Suv39h1-EGFP + HP1a, HP1B o HP1y-RFP abans i
després del “photobleaching”, com s’indica. El cercle vermell representa la zona
analitzada. L’escala de colors indica el % de FRET entre les dues proteines, de més
(vermell) a menys (lila). C Quantificacié del FRET de I'experiment vist en (B). (*: p<0,05 i
***: p<0,0005). N=50.
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Per tant, la diferent capacitat d’'uni6 caracteritzada a nivell global de la
cél-lula entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1 és conserva de forma similar en
el foci d’'HPC in vivo.

En aquest estudi reafirmem la similitud entre HP1a i HP1y respecte la
seva actuacié en l'estructura de la cromatina i la diferéncia amb HP1,
observada fins ara, en els diferents aspectes estudiats com en la regulacio,
en el control de la dinamica de Suv39h1 i en la interaccié entre aquestes

proteines.

Diferents papers de les isoformes d’HP1 al foci d’HPC

Un dels factors implicats en la dinamica de I'HC per tal de mantenir
l'estructura d’aquesta son les modificacions postraduccionals. Aquestes
juntament amb les seqliéncies repetitives i les isoformes d’HP1 soén els
components majoritaris del “foci” d’HPC. Per aquests motius vam estudiar la
relaci6 de les isoformes d'HP1 amb les principals modificacions
postraduccionals caracteristiques de la cromatina: H3K9me3, H4K20me3 i
H3K27me3, relacionades amb heterocromatina, i H3K4me3 relacionada amb
eucromatina, a les MEFs WT i KO per les diferents isoformes d’HP1. Vam
portar a terme aquesta caracteritzacié a través de la deteccié enddgena de
les diferents marques per IF, en col-laboraci6 amb el laboratori de la Dra.
Lourdes Serrano. Vam veure que la péerdua de les diferents isoformes no
produeix cap canvi en H3K9me3 (Figura R48A). Sorprenentment, respecte
les marques histoniques H4K20me3 i H3K27me3, l'abséncia d’'HP1a va
mostrar un increment d’aquestes, fet que no vam observar quan faltava HP1f3
o HP1y (Figura R48B i R48C). Segons aquests resultats HP1a controlaria els
nivells d’'H4K20me3 i d’H3K27me3. Com esperavem, no vam detectar cap

efecte en els nivells de la marca control d’H3K4me3 (Figura R48D).
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Figura R48. Relaciéo entre l'abséncia de les isoformes d’HP1 i importants
modificacions posttraduccionals. A Quantificaci6 de les modificacions
posttraduccionals: H3K9me3, B H4K20me3, C H3K27me3 i D H3K4me3 a través d'IF de
les MEFs WT i KO per les les tres isoformes d’HP1, en diferents etapes del cicle cel-lular

tal com s’indica.

Per demostrar que l'efecte d’'HP1a era directe respecte aquestes
dues modificacions, H4K20me3 i H3K27me3, vam realitzar el mateix estudi
pero utilitzant les linies de MEFs HP1a™ noKO i reKO. Aquestes linies sén

-

obtingudes a partir de la linia de MEFs HP1a™ KO a la qual s'introdueix

I'activitat cre recombinasa, s'elimina el gen neo i 'exd que conté ATG es
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tornen a alinear amb el promotor i el gen s'expressa de nou obtinguent la linia
de MEFs noKO. Finalment, s’introdueix Flpe recombinasa eliminant I'ex6 i el
gen és reprimix novament, donant lloc a les MEFs reKO (Figura R49A).
Respecte la marca d’H4K20me3, al tornar-se a expressar HP1a vam
observar una reducci6 dels seus nivells respecte 'augment vist en les MEFs
KO d'HP1a, i al tornar a inhibir la seva expressid6 no detectem cap
recuperacié dels nivells d’H4K20me3. Contrariament, els nivells d’expressio
d’H3K27me3 si que es recuperen en les MEFs reKO, després de la diminucid

d’aquests causada per I'expressié HP1a (Figura R49B).
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Intensitat de Fluorescéncia
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Figura R49. La preséncia o abséncia d’HP1a modifica els nivells de les marques
d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3. A Estratégia per la recuperacié de
I'expressié6 d’'HP1a (noKO), a partir de 'HP1a KO original (KO), i posterior inhibicio
d’aquesta (reKO). R1: Cre recombinasa, R2: Flpe recombinasa. B Quantificaci6 de les
modificacions postraduccionals H4K20me3 i H3K27me3a partir d’experiments d’IF de les
diferents MEFs descrites en (A).

Extreuriem que HP1a té un efecte directe en el control d’aquetes

modificacions, explicant la falta de recuperacié dels nivells d’H4K20me3
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observats en abséncia d’HP1a (reKO), com a un efecte que es podria produir

més a llarg termini.

Degut a que aquesta modificacié regulada per HP1a és catalitzada
per un important component estructural de 'HC com és Suv420h2, el qual
media la compactacié a través de la interaccié amb HP1%" varem decidir
estudiar aquesta interaccio, entre Suv420h2 i les isoforms d’HP1, in vivo,
mitjancant la técnica del FRET. Vam observar que Suv420h2 interaccionava
significativament més amb HP1B que no pas amb les altres dues isoformes
d’'HP1, a i y (Figura R50). Per tant, hi hauria una relaci6 més estreta entre

Suv420h2 i la isoforma HP1.
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Figura R50. Interaccié entre les isformes d’HP1 i la metiltransferasa Suv420.
Quantificacié del FRET entre Suv420h2 i les isoformes d’'HP1. (***: p<0,0005). N=45.

Seguidament, i tenint en compte aquestes diferéncies de les
isoformes d’HP1 amb factors relacionats amb el nivell de compactacié de la
cromatina vam estudiar l'efecte de cadascuna d’elles sobre [l'estructura
d’HPC. Vam estudiar aquest aspecte mitjancant la digesti6, amb MNasa
(nucleasa micrococcal), de 'ADN de cadascuna de les linies de MEFs, de la
qual en vam obtenir la informacié sobre la compactacié total de la cromatina.
A continuacio, la incubacié d’aquestes mostres, transferides per southern,
amb una sonda de major satél-lits marcada amb [32P], ens va permetre
detectar el grau de compactacié a nivell d’HPC (Veure materials i métodes).
Respecte la compactacié a nivell global, en abséncia d’'HP1a vam observar

una cromatina menys digerida, respecte el control, contrariament, en les
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T (min)

ADN

MEFs HP1B'/' vam diferenciar una cromatina lleugerament més digerida. | en
el cas de les MEFs HP1v'/' no vam apreciar cap canvi en comparacié a les
MEFs WT. Semblaria que en abséncia HP1a es compacta més la cromatina i
que respecte la perdua d’HP1B s’indueix una estructura de la cromatina més
relaxada.

I més especificament, a nivell ’HPC, mitjangant la detecci6 a través
de la sonda de major satél-lits, vam veure que en abséncia d’HP1a i també
d’HP1y, perd en menor mesura, es produiria una estructura més compactada,
ja que la sonda s’uneix a les zones menys digerides d’ADN, respecte en les
cel-lules WT que no pas en les MEFs HP1B'/', on la vam detectar en zones

més digerides (Figura R51).
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Figura R51. Compactacio en les MEFs WT i KO per les diferents isformes d’HP1. A
A la part superior, digestié de ’ADN amb 2unitats d’MNasa als diferents temps i mostres
indicades. | a la part inferior, incubaci6é de les mostres amb una sonda de major satél-lit
marcada amb [32F], després de la transferéncia per southern. B Representacié de la
quantificacié del punt tres de diversos experiments com el mostrat en (A) mitjangant la

mesura d'intensitat dins una escala de grisos n=5.
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Aquests resultats suggeririen un paper d’'HP1a en el control de la
compactacioé ja que en abséncia d’aquesta augmenta. Respecte la pérdua
d’HP1B, es relacionaria amb una cromatina menys compactada i la d’'HP1y
causaria una estructura més semblant al KO per HP1a, perdo amb un efecte

menor.

Finalement, un aspecte interessant en els nostres estudis va ser
caracteritzar la relacié entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1 sota condicions
d’estrées, com aquestes proteines restructuren la cromatina per tal de
mantenir una adequada estabilitat gendmica. Per estudiar aquest aspecte

vam analitzar com les isoformes d’HP1 regulaven la dinamica de Suv39h1 a

A
m
(2]
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nivell de foci d’'HC per un assaig de FRAP i utilitzant 'agent oxidant H,O,.
Vam observar que l'intercanvi de Suv39h1 en MEFs WT i KO d’HP1a i HP1y

esta augmentat. Aixo explicaria, com vam demostrar en treballs previs, que
sota condicions d’estrés s’'incrementa l'intercanvi per assegurar la proteccié
del genoma. | seguint el patr6 com en d’altres experiments on veiem una
actuacié oposada d’'HP1( respecte les alters isoformes, amb I'abséncia de
HP1B no vam veure un increment a l'intercanvi de Suv39h1 sota condicions
d’estres (Figures R52A i R52B). Aixo sembla indicar que HP1B és necessaria
per 'adaptacié de Suv39h1 en aquestes condicions.

tractatamb H,0, B
o -WT -HPla-/-
[N 10
G]
2 -HP1B-/- -HP1ly-/- Suv3sh1t2(5) Suv3ghl
o uv s Mobile (%)
E’n; WT + H202 13.43+1.38* 75.10 £ 4.59 *
3 HP1B 7 +H202 16.84+1.51 65.95 t 6.01
2 HP1 a ™ +H202 24.76 + 3.80 49.12 £ 7.60
,§ HP1y 7 + H202 24.26 + 4.08 47.16 £ 8.50
IS *p value < 0.05
—_
o
=]
- b T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Temps [s]

Figura R52. Distribucio de les isoformes d’HP1 al foci d’HPC i implicacio
d’aquestes en la dinamica sota condicions d’estrés. A FRAP de Suv39h1-GFP en les
diferents linies de MEFs sota la incubaci6 amb 2mM d'H;O,. B Quantificacié i analisi
estadistic dels experiments de FRAP en (A), com la fraccié de la poblacié mobil (Mobile

[%]), i temps mitja de recuperacié de fluorescéncia (t'"?).
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Vam realizar un segon experiment per tal d’entendre la relacioé entre
les isoformes d’HP1 i Suv39h1 sota estrés. Es va portar a terme en MEFs WT
i KO per Suv39h1 tractades en condicions normals i sota condicions d’estrés
(5mM H,0,). Es van analitzar els nivells enddogens de les isoformes d’'HP1 i
vam observar que sota condicions d’estres, en les MEFs WT, van augmentar
totes tres. Perd en les MEFs KO per Suv39h1 sota aquestes condicions,

només HP1B va incrementar els seus nivells (Figura R53).

5 [ Suv39hl+/+
B suv3ohl-/-
4
3
2
1
U Ii'i i I i Ii
+ + + + +

SmMH,0, _

Nivells de proteina relatius

- 4+ - - - -

HP1a HP1B HP1y

Figura R53. Els nivells d’HP1a i d’HP1y soén regulats sota condicions d’estrés a
través d’un mecanisme depenent de Suv39h1. Quantificaci6 de diversos experiments
(n=5) de WT de MEFs Suv39h1™ (WT) i Suv39h1™ (KO) tractades en abséncia o
presencia d’'H,O, tal com s’indica. Es detecten els nivells endogens de les diferents

isoformes.

Per tant, HP1a i HP1y incrementen els seus nivells sota estrés a
través d’'un mecanisme que implica Suv39h1, en canvi, HP1B3, en aquest
aspecte, podria actuar independentment d’aquest.

Aquests resultats mostren que la regulaci6 entre les isoformes d’'HP1
i Suv39h1 pot ser molt important per l'adaptaci6 de 'HC en condicions

d’estrés i per tant, al manteniment de I'estabilitat del genoma.
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En aquest treball, proposem un mecanisme per entendre la relacioé
entre SirT1 i el manteniment de l'estructura de I'HC a través de la regulacié
de Suv39h1, i en particular, per la proteccié de l'estabilitat gendomica en
resposta a l'estrés. El nostre treball també suggereix la implicacié de les
isoformes d’'HP1 en la regulaci6 de Suv39h1 i en el manteniment de la
integritat gendmica, aixi com també el seu paper en l'estructura d’HC.
Recolzant d’aquesta manera el paper crucial de 'HC en [l'organitzacio i
estabilitat de la cromatina i la seva implicacié funcional en I'envelliment i la

durada de la vida.

Importancia de [I'estabilitat i la dinamica de
Suv39h1 per la preservacio de la integritat
genomica sota condicions normals i d’estrés

Demostrem, doncs, dos mecanismes de regulacié dels nivells de
proteina de Suv39h1 implicats en el manteniment de I'estabilitat gendmica, un
a través de SirT1 sota condicions d’estrés i I'altre amb la contribuci6é de les
isoformes d’HP1, el qual funcionaria sota condicions normals pel
manteniment de l'estructura del foci d'HPC i tot i que sembla que també
podria actuar sota condicions d’estrés.

L’estabilitzacié de Suv39h1, tant per part d’HP1 com de SirT1, és a
través de la uni6 a la regié N-terminal de Suv39h1, entrant en competéncia

per aquesta regio6 (Figura D1).
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Figura D1. SirT1 and HP1a competeixen pel mateix lloc d’unié a Suv39h1. IP entre
Suv39%h1, HP1 i SirT1 a partir d’extractes amb les combinacions de proteines
transfectades indicades. Per una part, immunoprecipitant Suv39h1 amb Flag-HP1 i per
laltre amb  Gal4-SirT1. Observem els imputs les elucions dambdues
immunoprecipitacions detectats amb anticossos per I'etiqueta Myc (Suv39h1), Flag (HP1)
i Gal4 (SirT1).

Per tant, especulem que sota condicions d’estres, o es podria activar
un dels dos mecanismes, ja que ambdoés tenen la mateixa finalitat quedant
laltre com un mecanisme de reservori podent-se activar sota altres
condicions especifiques o sota alguna afectaci6 de I'expressido de les
proteines implicades en el mecanisme en funcionament. O que s’activin els
dos alhora actuant sobre la fracci6 de Suv39h1 disponible en diferents
regions ja que degut a la competéncia no podrien interaccionar amb el
mateix. Els nostres estudis indiquen que aquesta regulacié de Suv39h1 per
part d’'HP1 seria directament sobre la metiltransferasa disponible dins del foci
d’HPC, ja que HP1 si que s’hi localitza, a diferéncia de SirT1. Suggerim que
la regulaci6 per part de SirT1 es porta a terme fora del foci ja que aquest no
s’ha localitzat massivament en les regions dHPC com s’observa en
experiments de fluorescéncia’. En aquest sentit I'lnica evidéncia de que

SirT1 es troba en aquestes regions va ser per la deteccié mitjangant estudis
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de ChiP. Pero els nivells detectats van ser molt baixos i a més a més aquests
resultats plantegen dubtes ja que aquesta técnica és molt sensible pero
imprecisa'’®.

Per tant, aquesta hipotética regulacié simultania des de diferents
regions podria sumar els efectes dels dos mecanismes, produint un major
augment de la dinamica de renovacié de Suv39h1, per fer front a un estrés

sever per tal de mantenir la integritat de la cél-lula.

Mecanisme proposat per mantenir I'estabilitat genomica a
través de la regulacio de Suv39h1 per part de SirT1 sota
condicions d’estrés

En el mecanisme que proposem entre SirT1 i Suv39h1 per entendre

la relacié funcional entre aquestes dues proteines a 'HC, SirT1 preserva

-

'estructura de 'HC a través de l'estabilitzacié de Suv39h1 sota condicions
d’estrés inhibint la poliubiquitinitzaci6 mediada per MDM2 a la lisina 87 del

domini chromo de Suv39h1.
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Figura D2. Model proposat. Model de com SirT1 modula Suv39h1 en l'estructura de
HPC en resposta a l'estrés. A Sota condicions d’estrés SirT1 estabilitza Suv39h1 inhibint
la seva degradaci6 gracies a la unié6 amb aquest. B L’increment dels nivells de Suv39h1
fa augmentar lintercanvi d’aquest i manté aixi la integritat gendmica. C Una fraccié de

Suv39h1 es degrada a través de la via del proteosoma.
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L’'increment de Suv39h1 disponible s’associa amb una renovacié més
rapida de 'HPC i un increment de la proteccié de la integritat gendomica en

aquestes condicions (Figura D2).

Relacié entre Suv39h1 i I’E3 ubiquitin lligasa MDM2 sota
condicions d’estrés

La interaccié de SirT1 amb Suv39h1 inhibeix la poliubiquitinitzacié
d’aquesta mediada per I'E3 ubiquitin lligasa MDM2 (Figures R22A i R23A).
S’ha descrit que MDM2 esta implicat en la degradacié del supressor de
tumors p53, en condicions de no estrés, mantenint-la a un nivell baix. Quan
les cél-lules estan exposades a estrés, la proteina p53 s'acumula i s'activa,
sent essencial pel manteniment de I'estabilitat gendmica i la proteccié contra

179,180,181

la tumorogénesis . La formacié d’'un complexe p53-Suv39h-MDM?2 té

un paper important en la resposta a estrés'’?

. En aquest sentit, 'augment
dels nivells de p53 podria portar associat un augment de Suv39h1. Una
possible especulacié és que aixd permeti la regulacié coordinada dels dos

factors (MDM2 i Suv39h1) sota estrés.

La cromatina com a entitat altament dinamica

Com a conseqiéncia d’aquesta protecci6 de Suv39h1 per SirT1
s’augmenta la fraccio disponible de Suv39h1 que es tradueix en un augment
en el seu intercanvi afavorint una cromatina més dinamica. Fet que hem
confirmat per experiments de FRAP augmentant la concentracié de Suv39h1 i
observant I'esperat increment de la dinamica d’aquest (Figura R13) vist per
I'efecte de SirT1 sota condicions d’estrés.

Els nostres estudis doéonen suport a la visi6 actual de
I'heterocromatina, no com una entitat estatica i inaccessible de conformacio
d’ordre superior, si no com una estructura altament plastica gracies a
diversos factors com la remodelacié dels nucleosomes, les modificacions

posttraduccionals i la regulacié per una varietat de proteines d’uni6 i
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complexes, fent que tingui el potencial per adaptar-se rapidament a diversos

55,182,183,184

estimuls i estres que influeixen en els patrons d'expressié de gens

o la progressio del cicle cel-lular'®'®

. Per exemple, sota dany a I'ADN
I’heterocromatina pateix una remodelacié nucleosomal global per aconseguir
una conformacié descondensada de cromatina accessible a proteines

essencials de reparacié de I'ADN 8218

, entre d’altres canvis, per fer front a
aquest dany. Nosaltres proposem un augment de la dinamica de recanvi de la
cromatina a través de l'increment de lintercanvi de Suv39h1, una de les
proteines clau en l'organitzaci6 i estabilitat del genoma. S’ha demostrat que
diverses proteines estructurals d'uni6 a la cromatina estan en constant
renovacio, com és el cas d’'HP1 i de Suv39h1, i que la dinamica d’aquestes
és essencial per regular els processos relacionats amb ['estabilitat

186,187

genomica . HP1 i Suv39h1 estan en constant intercanvi: un 95% de les

molécules d’'HP1 i al voltant d’'un 70% de les molécules de Suv39h1 mostren
ser altament mobils in vivo per analisi de FRAP'®*"5*,

Altres autors proposen que una alta renovacié de Suv39h1 esta
associada a una cromatina menys compacta i a transcripcié6 degut a que
lintercanvi a eucromatina és molt més répideg. Tot i que els nostres
experiments d’'IF per HP1, Suv39h1 i H3K9me3 (Figura R44) indiquen que en
aquestes condicions no s’observa un canvi en [lestructura del foci.
L’'increment de SirT1 afecta a l'intercanvi de Suv39h1 perd no altera ni el
numero de molécules de Suv39h1 unides a I'HC ni la compactacié d’aquesta
regié. Aixo és recolzat pels nostres analisis del mutant K87A el qual mostra
un intercanvi incrementat en HPC (Figura R29) sense associar-se a cap canvi
remarcable en els marcadors d’HC citats (Figura R30) excepte per un
decreixement limitat dels nivells d’H3K9me3 (data no mostrada). També ho
demostrem amb la regulacié dels major satél-lits, les sequéncies repetitives
que ocupen aquestes regions, als quals no veiem canvis en el control
d’aquestes comparant el Suv39h1 WT amb el mutant Suv39h1K87A (Figura
D3)
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Figura D3. Suv39h1 i el mutant Suv39h1K87 regulen igual I’expressio dels major
satel-lits. Quantificacié de la RT-PCR dels nivells d’expressié dels y o major satél-lits en
les linies cel-lulars NIH3T3 amb el vector buit, Suv39h1 o Suv39h1K87R i MEFs
Suv39h1-/- i SirT1-/- mostrades a la figura. (***p<0.002).

Per tant podem extreure que el grau de renovacié de Suv39h1 en
HPC i I'estructura de la cromatina no van necessariament units.

Les proteines associades a la cromatina tot i ser altament dinamiques
tenen una fraccié immobil variable depenent de la proteina i les condicions en
les que es troba exposada. Esta descrit en Suv39h1 una fraccié immobil d’'un
25%%°. Els nostres estudis mostren que en abseéncia d’'ambdues isoformes,
HP1a i HP1B, on conseqiientment esta descrit que tampoc s’hi localitzaria
HP1y'®, seguim detectant, en el foci d’'HC, aquesta proporcié de fraccid
immobil de Suv39h1 la qual podria estar interaccionant amb ARN, amb altres
proteines, etc. Per tant, hi ha una part de Suv39h1 independent d’HP1.

Certs estudis descriuen que la fraccié immobil de Suv39h1 podria ser
indicativa de conformacions de la cromatina que no son propenses a
processos que regulen activitat transcripcional, perd que juguen un paper en
I'organitzacié estructural del nucli de la cél-lula®. Els nostres estudis
demostren que un increment en el recanvi i la fracci6 mobil de Suv39h1
també juguen un paper en la protecci6 de I'estructura d'HPC. Observem que
el mutant Suv39h1K87 té una taxa de renovaci6 més alta que el control
Suv39h1 (Figura R29) i una major estabilitat que observem a partir de la
disminucié en els indicadors de dany, yH2AX i micronuclis, i en aberracions

cromosomals (Figures R31 i R32).
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Basat en les nostres troballes, hipotetitzem un model on un intercanvi
meés rapid de Suv39h1 en HPC i una major fraccié mobil d’aquest, conformen
una estructura de I'HC més dinamica, que podria reflectir que en condicions
d’estrés s’acceleri el recanvi dels elements de I'estructura per un costat i per
I'altre es faciliti 'accés de la maquinaria de reparacio6 al foci d’'HC. D’aquesta
manera faria que es reduis el temps de localitzaci6 del dany al foci

mantinguent I'HC amb aquesta alta renovacio.

Importancia de l’estabilitzacio dels nivells de Suv39h1 en
I'estabilitat genomica

Tot i que alguns autors han suggerit que la sobreexpressié de

188, sabem

Suv39h1 indueix una proliferacio i diferenciacié alterada en ratolins
que la seva abséncia també esta associada amb inestabilitat genc‘)micass. Els
nostres estudis semblen suggerir un gran valor a I'estabilitzacié de Suv39h1,
ja que creiem que és crucial per l'increment de la dinamica i posterior
manteniment de l'estructura de la cromatina i integritat gendmica sota
condicions d’estrés. Estudis recents doénen suport al valor d'aquesta
estabilitzacié per fer front a malalties prevenint la inestablitat genomica. La
lamina A, un important component de la lamina i matriu nuclear, interactua
amb Suv39h1 protegint-lo de la degradaci6 proteasomal. Aquesta
estabilitzacié de Suv39h1 sembla esta implicada en la protecci6é del sindrome
de progéria Hutchinson-Gilford causat predominantment per una mutacié al
gen de la lamina A"®.

Per tant, les troballes aportades relacionen 'augment dels nivells de
Suv39h1 amb estabilitat gendmica.

Aixi doncs que aquest mecanisme via activacié de SirT1, estableix la
regulacié precisa de l'estructura d’HC sota situacions comprometedores

(estrés oxidatiu) i assegura la proteccié gendmica sota aquestes condicions.
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Implicacio de les isoformes d’HP1 en I'estabilitat genomica
a través de la regulacié de Suv39h1

Sorprenentment, tot i l'alta similitud entre les tres isoformes d’HP1,
aportem una regulacié diferencial d’aquestes sobre Suv39h1. Dues de les
isoformes d’HP1 existents en mamifers, HP1a i HP1y, augmenten els nivells
de Suv39h1 a través de la seva unié i regulacio a la regié N-terminal d’aquest
(Figura R37), com hem vist amb SirT1, inhibint la degradacié per
ubiquitinitzacié i conseqiientment augmentant l'intercanvi de Suv39h1 (Figura
D4).
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Figura D4. Regulacié dels nivells de Suv39h1 per part de les isoformes d’HP1 i
conseqiient augment de la dinamica per mantenir la proteccion del genoma. A
L’augment d’HP1a i HP1y incrementen els nivells de Suv39h1. B Aquest augment dels
nivells de Suv39h1 provoca una dinamica d’intercanvi d’aquest més rapida per tal de

mantenir una adequada estabilitat genomica.

Contrariament, HP13 sembla que no estabilitza Suv39h1 (Figura

R33). Una primera hipotesi per explicar aquesta observacié seria que degut a
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la debil interaccié entre aquestes dues proteines, aquesta isoforma quedaria
desplacada, segons els nostres resultats, per exemple, en preséncia d’HP1a
(Figures R39 i R40). Per tant, la inhibicié de la degradacié per part dHP 13 es
veuria reduida en aquestes condicions. Una segona hipotesi seria I'actuacié
d’'HP1B com a reservori ja que sabem que existeix una certa redundancia
entre les isoformes. Aquesta hipotesi esta recolzada pel paper funcional
d’'HP1a, ja que esta descrit que en ratolins KO per aquesta isoforma no

s’observa cap canvi respecte els wT'™°

, suggerint que la seva funcié podria
estar recolzada per les altres isoformes.

Una altre hipotesi seria que I'activaci6 d’HP1B fos necessaria en
altres contextes o condicions, per exemple sota condicions d’estrés. Tot i que
esta descrit que les tres isoformes estan involucrades en la reparacié del
dany a I’'ADN, HP1p pateix una modificacié (fosforilacié a la Thr51) especifica
i diferencial respecte les altres isoformes, per tal de facilitar la resposta al
dany a I'’ADN'® podriem especular que aquesta modificacié estigués
implicada en aquest efecte.

Una altra observacié que recolza la relacié diferencial entre HP1(3 i
estrés, respecte les altres dues isoformes, és que I'augment observat dels
nivells d’aquesta isoforma en aquestes condicions sembla ser independent de
Suv39h1 (Figura R53). Per tant semblaria que HP1B pot actuar sota estrés
dependent o independentment de Suv39h1.

Respecte aquesta mateixa hipotesi, observem que en els
experiments de dinamica sota estres, la isoforma d’HP1B és necessaria per
augmentar l'intercanvi de Suv39h1 per tal de mantenir la integritat gendmica
(Figura R52).

Relacioé de la regulacio entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1

En aquesta regulacié de Suv39h1 per part de les isoformes d’HP1
observem un mecanisme de retroalimentacié del control d’aquestes: les
isoformes d’'HP1 regulen els nivells de Suv39h1 i a I'inrevés (Figures R33 i
R35).
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En el cas de la regulacié entre HP1a i Suv39h1 es produeix una
retroalimentacié positiva. Aixd no és un resultat trivial, ja que, hi ha certes
evidéncies contradictories respecte el paper d’HP1a a la proteccié gendmica.
Per un costat, hi ha treballs que relacionen I'expressi6 de la isoforma HP1a

%0 Altres evidéncies relacionen I'abséncia

amb el creixement tumoral
d’aquesta isoforma amb Il'aparici6 de cancers com pot ser el cancer de
mama'®'. Els nostres resultats demostren que laugment dels nivells de
Suv39h1 a través de SirT1, les isoformes d’'HP1a i d’'HP1y esta relacionat
amb l'estabilitat gendmica. Per tant, 'augment d’amdues proteines i la relacié
entre elles, semblen ser importants pel manteniment de I'estructura de 'HC
per tal d'incrementar la proteccid del genoma. Es possible que el paper
detectat com a inductor de tumors d’HP1a sigui indirecte.

Com a resultat de la retroalimentacié entre la isoforma HP1B i
Suv39h1, la sobreexpressié d’aquesta isoforma no canvia els nivells de
Suv39h1. Aixd0 ens porta a pensar que en condicions normals el paper
d’'HP1B no esta relacionat amb Suv39h1. Pero sota condicions d’estrés, on
els nivells de Suv39h1 augmenten, aquest produeix una disminucié de la
isoforma HP1B3. No obstant aix0, el que esta descrit és que la preséncia
d’aquesta isoforma és vital per tal de mantenir I'estabilitat genomica'®. Per
tant, aixd6 probablement suggereix o bé que aquest mecanisme induit per
Suv39h1 no funciona en totes les circumstacies o no funciona en condicions
d’estrés. Suggeririem perd, que els nivells d’HP 1 es conservarien gracies a
'augment d’aquesta isoforma independentment de Suv39h1 sota aquestes
condicions.

Finalment, respecte HP1y especulem que aquesta isoforma
s’autoregula a través de Suv39h1 mantenint uns nivells constants necessaris
per regular adequadament les funcions de les quals forma part com per
exemple la gametogénesism. | aquesta autoregulacié6 també podria ser
important per regular un possible augment d’'HP1y ja que esta descrit que la

sobreexpressid d’aquesta esta implicada en processos tumorogénicsm.
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Extensio del mecanisme d’estabilitzacio de Suv39h1 per
part de SirT1 a I’'HF

Tot i que ens hem centrat en el paper de SirT1 i les isoformes d’HP1
en HPC, hem observat els mecanismes d’estabilitzacié de Suv39h1 per part
d’aquestes proteines, a nivell global de la cél-lula, com es demostra en la
regulacié positiva de SirT1 que indueix alts nivells globals de Suv39h1 i
H3K9me3 in vivo (Figura R16A). Per tant, també podrien ser crucials per
preservar l'estructura de 'HF. Com s'ha esmentat anteriorment, I'increment
en lintercanvi de Suv39h1 aparentment no afectaria I'estructura del foci
d’HPC. Per tant, l'augment en H3K9me3 s'ha de relacionar amb altres
funcions relacionades amb Suv39h1. Atesa l'estreta relaci6 entre SirT1 i
Suv39h1 en HF, especulem que la coordinacié de SirT1 a la formacié d’'HF
també implica increment dels nivells de proteina Suv39h1. Els nivells de
Suv39h1 sén limitats en condicions fisiologiques normals®, un fet que és
consistent amb les nostres troballes sobre la curta vida mitja de Suv39h1. Per
tant, la induccié d’HF per SirT1 comenga probablement amb I'estabilitzacié de
molécules de Suv39h1 per augmentar el nombre dels enzims critics, induint
aixi un augment en el nombre de complexes actius i arribant a un nivell en
qué podrien ser establertes estructures compactades. Per exemple,
increment de SirT1 durant la deficiéncia de glucosa indueix la formacié del
complex eNoSC format per SirT1, Suv39h1 i nucleometilina en copies d'ADN
ribosomal'®.

En general, els nostres resultats demostren que la regulacié dels
nivells de Suv39h1 és un esdeveniment clau en la modulacié de I'estructura
de I'heterocromatina i representa un pas important en les situacions de
resposta a l'estres. Aquests resultats proporcionen una explicacié molecular
per la capacitat de I'hneterocromatina per adaptar-se a la fisiologia cel-lulari la

seva notable capacitat de preservar la integritat genomica.
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Paper de les isoformes d’HP1 en I’estructura del
foci d’HPC

Model proposat per entendre I’estructura del foci d’HPC a
través de les isoformes d’HP1

Tenint en compte els resultats obtinguts fins ara, importants pel
manteniment de l'estructura de I'HC per tal de conservar una adequada
estabilitat gendmica, proposem un model per entendre I'estructura d’aquesta
centrant-nos en el paper de les isoformes d’HP1. Situariem predominantment
HP1a, perd també HP1y, formant homo i heterodimers, a diferents regions
del foci d’HC limitant I'expansié de la marca H4K20me3. En aquesta regio,
Suv39h1 s’uniria a HP1a i a HP1y les quals I'estabilitzarien. | en el centre
d’aquestes regions hi localitzariem HP1f que tindria més afinitat amb
Suv420h2 formant homodimers o heterodimers amb HP1y. En abséncia

d’'HP1a, la modificaci6 H4K20me3 s’expandiria provocant una compactacio

de la cromatina (Figura D5).

H4K20me3

Suv39h1
Suvsohi B Suv3oht BFq o1 Ysuvazonz TRCDVoONT WS

Figura D5. Model proposat. Diferent implicaci6 de les isoformes d’HP1 en I'estructura de

'HC, amb el control de la marca d’H4K20me3 i amb l'actuacié també de Suv39h1 i
Suv420h2.
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Control de I’estructura de I’'HC a través de les seqiiéncies
repetitives

Observem la importancia de les diferents isoformes d’HP1 en el
control de l'estructura de 'HC a través de la regulacié de I'expressio de les
sequéncies repetitives presents en les regions céntriques (minor satél-lits) i
pericéntriques (major satél'lits). En la interfase, els major satéllits es
detecten colocalitzant amb el DAPI als foci d'HPC i s’associen amb les
proteines d’'HP1, mentres els minor els situen a la periféria dels foci formant
entitats individuals i associant-se amb proteins centromériques194.

Suggerim que HP1y sembla tenir un paper predominant en el control
de les zones pericéntriques recolzat per la relaci6 amb el factor de
transcripci6 PAX3 el qual també esta relacionat amb aquest control. En
aquestes regions, en menor mesura hi participaria també HP1a, tot i que
aquesta la podriem relacionar més amb el control les regions céntriques
(minor satel-lits) (Figures R42, R43 i D6).

Figura D6. Major i minor satél-lits d’ADN defineixen dominis en els nuclis de
ratolins en interfase. Localitzacié dels majors i minor satél-lits en la interfase per analisi
de FISH. A Imatge del MERGE. B Imatge del DAPI i dels minors satel-lits. C Imatge dels

satél-lits minors i majors. D Primer pla del foci'*.

Suv39h1 i SirT1, igual que HP1a i HP1y, s6n importants pel control
de l'estructura de les regions pericéntriques ja que en abséncia d’aquestes
observem una alta desregulacié de I'expressi6 dels les sequéncies repetitives

presents en aquestes regions195.
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Control de ’estructura d’HC a través de les modificacions
postraduccionals

En el manteniment de I'estructura de I’'HC per part de Suv39h1, SirT1
i les isoformes d'HP1, també hi estan implicades les modificacions
postraduccionals. Respecte I'estudi de la relacié entre aquestes proteines i
les PTM, estudis previs del grup van demostrar que en abséncia de SirT1 hi
ha una clara deslocalitzaci6 d’H3K9me3 i una desestructuracié del foci
d’'HPC, per tant, una disminucié d’aquesta marca en aquesta regié (Figura
118A). En MEFs KO per les 3 isoformes, contrariament, s’ha descrit que no
s’afecta la localitzacié d’aquesta modificacié i que no varien els nivells al total

de la cél-lula'®

. Els nostres estudis confirmen que a nivell de foci 'abséncia
de les isoformes d’HP1 no fan variar els nivells d’aquesta marca. Suggerim
que podria ser degut a que la reclutacié de Suv39h1, i per tant H3K9me3, a
aquestes regions pot ser independent d’'HP1.

Respecte la marca H4K20me3, esta descrit que la quantitat i la
localitzaci6 heterocromatica d’aquesta no presenta canvis en abséncia
d'HP1B'". Els nostres estudis demostren que tant H3K27me3 com
H4K20me3 depenen d’HP1a. Encara que totes dues estan directament
relacionades amb aquesta isoforma, ja que la restricci6 d’'HP1a retorna els
nivells de les dues marques, en el cas d’'H4K20me3 sembla ser més
complexe (Figures R48 i R49). Estudis d’ARN (data no mostrada), juntament
amb les dades del ReKO, semblen indicar que la restriccid als limits
d’'H4K20me3 passa més a llarg plag.

Amb aquests resultats hipotetitzem que HP1a seria el gran element
estructural d’HC en contrast amb HP1B i HP1y, controlant I'expansi6 de la
marca d’heterocromatinitzaci6 H4K20me3 en els limits del foci d'HPC. En
aquestes zones hi trobem altres proteines que actuen com a barreres de la
propagacié de I'heterocromatina com és el cas de la proteina estructural
CTCF (factor d'uni6 a CCCTC)'®. S’ha identificat una unié significativa de
CTCF als limits dels dominis de la cromatina repressiva marcats per
H3K27me3'?’, en la transici6 entre cromatina activa i inactiva (Figura D7)198.
Estudis recents descriuen una possible relacié entre HP1a i CTCF a través

de la proteina d’'unié a ARN vigilin. Aixi la reduccié mediada per CTCF de la
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uni6 de vigilin a les repeticions pericéntriques bloqueja la carrega d’'HP1a en
el “locus” d’aquestes repeticions. Per tant, hi hauria aquesta possible relacio

tot i que sembla que no seria una unio directa'®.

cromatina compactada cromatina descompactada cromatina compactada

Figura D7. Paper del factor de transcripci6 CTCF implicat en el control dels limits

de la cromatina repressiva. Llocs d'unié per CTCF en els limits que separen dominis

actius i inactius'®.

-

Fins ara, respecte la distribuci6 de les isoformes d’HP1 en el foci
d’'HPC, només s’havia descrit que HP1a i HP1B en aquestes regions no

correlacionen completament i tampoc coincideixen exactament en tots els
195
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casos amb els llocs d’H3K9me3 ™. Els nostres resultats suggeririen la

localitzacié d’'HP1a com a controlador dels limits del foci d’"HPC.

Paper diferencial de les isoformes en la compactacié de la
cromatina

HP1 és la proteina per excel-léncia implicada en la compactacié de
I’'estructura de la cromatina, per tant, 'abséncia de les isoformes d’HP1 causa
canvis en aquesta.

Sembla que l'abséncia d’'HP1a esta relacionada amb compactacié tal
com demostren els nostres resultats d’MNasa, dinamica i la relacié amb les
modificacions d’heterocromatina (Figures R51, R46 i R48). Hipotetitzem que
aquest augment de compactacié en abséncia d’'HP1a podria ser o per

I'expansié de les marques d’heterocromatina com H4K20me3 o H3K27me3,
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suggerint un paper d’'HP1a en el control de l'estructura de 'HPC, o com a
consequeéncia de la compactacié produida per ’'HP18 endogen.

HP1B sembla estar més relacionada amb compactacié segons els
nostres resultats, fet que estaria recolzat pel treball d’'uns autors descriuen
que la localitzaci6 d’HP1B als foci serien “blocs” sempre compactats i de
forma ovoide'®. Associem, per tant, 'abséncia d’HP1B amb una cromatina
lleugerament més descompactada, el mateix que observem als experiments
de dinamica.

Una altre dada que recolzaria la relaci6 d’HP1B amb compactacio,
seria la uni6 d’aquesta isoforma amb Suv420h2. Tot i que dades aportades
pel laboratori de I'Schotta mitjangant experiments d’IF demostren una relacio
entre les isoformes d'HP1 i Suv420h2 similar per cadascuna de les
isoformes ', els nostres estudis demostren una major unié de Suv420h2 amb
HP1B (Figura R50), respecte amb les altres dues isoformes, observada
mitjangant experiments de FRET (técnica altament sensible) in vivo.

Sabem que la interacci6 de Suv420h2 amb HP1 comporta un
mecanisme seqlencial de I'establiment d’H3K9me3 i H4K20me3 a HPC®®,
per tant, un mecanisme d’heterocromatinitzacié i compactacié. Extrapolant
aquest concepte ens portaria a especular un paper especific dHP1B3 a la
carrega i expansi6 tant de Suv420h2 com de la marca H4K20me3. No
obstant aixo, la pérdua d’HP1B no comporta una pérdua d’H4K20me3 (Figura
R48B). Juntament amb el fet de que la pérdua d’'HP1a a la llarga sembla
aportar una hipermetilacio d’H4K20me3, semblaria indicar que HP1y podria
ser redundant amb HP1B en aquests casos.

Respecte HP1y, la seva abséncia si que sembla que afecti a la
compactacié global incrementant-la lleugerament respecte al control, pero a
nivell de foci d’'HC no s’observen canvis significatius. Per tant, suggeririem
que HP1y esta relacionada amb les altres dues isoformes per intervenir en la
compactacioé en aquestes regions formant heterodimers amb HP1a i HP1§.
Fet que esta recolzat pels estudis del doble KO d’HP1a/[3"' on no s’observa

localitzacio de la isoforma HP1y al foci d’HPC'®.
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Proposta del model englobant els diferents
mecanismes implicats en el manteniment de
I’estabilitat genomica i en I’estructura de ’'HC

El conjunt de totes les troballes proposaria un model en el qual hi
hauria una regulacié sobre Suv39h1 tant a fora del foci d’HPC, per part de
SirT1 sota condicions d’estrés, com des de dins del foci per part dHP1a i
HP1y, estabilitzant-lo. HP1a també controlaria els limits d’aquestes
estructures d’heterocromatina. HP1[3, respecte les altres dues isoformes,

sembla que tindria més relaci6 amb H4K20me3 i la dinamica de Suv420h2 i

tindria una relacié funcional amb Suv39h1 aquesta en condicions d’estrés
(Figura D8).
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Figura D8. Model global proposat. Reprentacié d’'un foci dHPC on hi veiem
representats els diferents mecanismes i relacions proposades entre SirT1 i les isoformes
d’'HP1 a través de l'estabilitzaci6 de Suv39h1 per tal de mantenir 'estabilitat genomica
tant dins com fora d’aquest. També s’indica el paper d’'HP1a, HP1B i HP1y en I'estructura
de 'HPC.
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Implicacié de SirT1 en [l'estabilitat genomica en
I’envelliment

Els nostres resultats demostren que les proteines estudiades soén
crucials per mantenir una adequada estabilitat gendmica sota estres.

El dany oxidatiu a la cél-lula causat pel seu propi metabolisme al llarg
de la vida d'un organisme (per exemple acumulaci®6 de ROS) causa
inestabilitat gendmica (danys estructurals com mutacions a parells de bases,
deleccions, insercions i amplificacions de seqiiéncia, trencaments de 'ADN,
dany a gens supressors de tumors com p53, i increment de I'expressio de
pro-oncogens), la qual esta relacionada amb [l'aparici6 d’'un seguit de
malalties relacionades amb [I'envelliment com malalties metaboliques
(diabetes tipus 2), neurodegeneratives (Alzheimer) i cancer®.

La relaci6 entre ROS i cromatina esta recolzada per una gran
quantitat d’evidéncies®. SirT1 intervé en la reestructuracio de la cromatina
per tal de mantenir la integritat del genoma sota aquestes condicions, sabent
que SirT1 s’activa en la majoria de condicions d’estrés que impliquen un
desequilibri energétic (estrés oxidatiu (augment dels nivells de ROS),
restriccié calorica, hipoxia) o un dany en el genoma (estrés genotc‘>xic)45
(Figura D9).

Respecte la relacié entre SirT1 i CR s’observa que els nivells de
proteina SirT1 son elevats en ratolins mantinguts en un régim de CR. La CR
també activa [l'expressio de SirT2, SirT3, i SirT6, perd reprimeix
SirT4'7"2%20" " Eis nivells de SirT1 s6n més fortament influenciats per
I'abséncia de sérum que per lI'abséncia de glucosa; I'augment de SirT1 sobre
la privaci6 de nutrients es deu principalment a un augment de la seva

estabilitat de la proteina®.
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Figura D9. Resposta per part de SirT1 sota diferents tipus d’estrés. SirT1 intervé en

diferents processos per tal de mantenir la integritat genomica sota condicions d’estrés.

L’acumulacié de dany produit per ROS i també per estrés genotoxic
tant a I'ADN nuclear com mitocondrial és reduit mitjantgcant la CR,
augmentant aixi la resisténcia cel-lular a I'estrés oxidatiu. La CR retrassa la
taxa d'envelliment i estén I'esperanca de vida maxima d'una amplia gamma
d'organismes, incloent el llevat, nematodes, Drosophila i mamifers. D'altra
banda, la CR ha estat relacionada amb el retard en I'aparici6 de molts
trastorns relacionats amb I'edat, com ja hem esmentat*®?%,

SirT1 és la que s’ha relacionat amb el retras dels canvis
fisiopatoldgics associats amb l'edat i la prevencié d’aquestes malalties de
I'envelliment. Aquest enzim pot regular diverses funcions de supervivéncia
desacetilant no només les histones, sind6 també de molts factors de
transcripcio crucials, per exemple, els que controlen l'autofagia i la produccié
de ROS.

Actualment hi ha controversia en els estudis sobre el paper de SirT1
sobre la prolongacié de la vida; molts dels efectes beneficiosos es poden

relacionar amb la capacitat de SirT1 per millorar la qualitat de vida. Perd és
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probable que en els mamifers, les observacions relacionades amb I'edat
estiguin relacionades també amb SirT6, a més de SirT1%.

Hi hauria un equilibri optim entre el nivell de produccié de ROS i
I'activitat de SirT1, que confereix els beneficis més favorable en la durada de
la salut; en consequéncia, el manteniment d'aquest equilibri fins i tot pot

ampliar la vida mitja d'un organisme.
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SirT1 controla els nivells de Suv39h1 en el context d’estrés.

El mecanisme implicat és la poliubiquitinitzacié de Suv39h1 que hem

mapejat a la K87 del domini chromo.

Hem identificat la ubiquitina lligasa E3 implicada, la MDM2, un factor

molt important en el control de la resposta a estres relacionat amb p53.

Els nostres estudis suggereixen que l'augment dels nivells de

Suv39h1 promou un augment de l'intercanvi d’aquest a 'HPC.

L'increment de la taxa de renovacié de Suv39h1, observat al mutant

K87 d’aquest, promou la integritat gendmica en condicions d’estrés genotoxic.

Aquest mecanisme pot ser també molt important per 'HF en el

contexte del programa d’expressio en resposta a estrés regulat per SirT1.

Les isoformes d’'HP1a i HP1y també controlen I'estabilitat de Suv39h1
a nivell de foci d’'HPC, el mecanisme a través del qual no esta clar. HP1f3
sembla tenir un paper com a reservori respecte la regulacié6 de Suv39h1 en

condicions normals.

HP1a i HP1y també incrementen la renovaci6 de Suv39h1.
Especificament, HP1(3 seria necessari en aquest augment sota I'efecte de

I'estrés per garantir la integritat del genoma.
Les isoformes d’HP1 i Suv39h1 regulen els seus nivells a través
d’'una relacié de retroalimentacié. Excepte HP1B, que podria conservar els

seus nivells independentment de Suv39h1.

HP1a seria el gran element estructural d’HC tinguent un paper com a

controlador dels limits del foci d’HPC mantinguent I'expansié d’H4K20me3.
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HP1B sembla que tindria més relaci6 amb H4K20me3 i amb la
dinamica de Suv420h2.

Suggeririem que la funcié d’HP1y aniria relacionada amb el paper de
la isoforma amb la que dimeritzi, ja que per si mateixa esta més relacionada

amb la transcripcio.
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Linies cel-lulars

293F (HEK 293F) Cél-lules embrionaries de ronyd huma, les quals proliferen i
es transfecten molt faciiment.

HeLa Cel-lules epitelials humanes procedents d’un carcinoma cervical.
Aquestes, a part de créixer i transfectar-se facilment, s6n adequades per fer-
hi tractaments.

H1299 Linia cel-lular de carcinoma de pulmé huma procedent dels ganglis
limfatics.

NIH-3T3 Linia cel-lular de fibroblasts embrionaris de ratoli amb morfologia
mesenquimal.

Platinum-E Cél-lules d'empaquetament retrovirals

MEFs Fibroblasts embrionaris de ratoli:

Les MEFs SirT1 WT i KO van ser proporcionades pel Dr. Fred Alt i pel Dr.
Raul Mostoslavsky (Harvard University, Cambridge, MA).

Les WT i KO per Suv39h1 procedents del laboratori del Dr. Jenuwein

Les MEFs p53’/' i p53'/'/MDM2'/' proporcionades pel grup del Dr. J. Mark.

| les MEFs WT i KO HP1a, HP1B i HP1y, com també les noKO, ReKO
d'HP1a™, totes elles van ser proporcionades pel laboratori del Dr. Singh Prim.

293TREX Linia cel-lular amb expressié regulada per tetraciclina

La majoria de linies cel-lulars sén crescudes i mantingudes en DMEM
(Gibco) suplementat amb el 10% de suero bovi fetal a 37°C en 5% CO2.
Excepte les cél-lules Platinum en les quals afegim 1ug/ml de puromicina i
10ug/ml de blasticidina i les 293TREX amb 5ug/ml de blasticidina.

Plasmids utilitzats

Les construccions de SirT1, SirT2 i Suv39h1 van ser préviament
descrites *'*®. Nterm-GFP i Chromo-GFP van ser clonats a pcDNA3.1/CT-
GFP (Invitrogen). Mentres que les isoformes dHP1-GFP van ser
proporcionades pel Dr. Peter Hemmerich (Leibniz-Institut fir Altersforschun) i

clonades al vector pcDNA4To (Invitrogen) HA, Flag i RFP. També vam clonar
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la region hinge de la construcci6 HP1a-HA a I'HP1B-HA i a Tlinrevés.
Mutacions puntuals de Suv39h1 van ser generades a través de mutagénesi
dirigida. La construccié HA-ubiquitin va ser proporcionada per la Dra. Helen
Piwnica-Worms (WUSM, St. Louis, USA). La construccié Nt44-GFP va ser
clonada en pcDNAS3.1/CT-GFP (Invitrogen) utilitzant una estratégia de
clonaci6 estandard basat en la PCR. La construccié YFP-HP1 va ser un regal
del Dr. Hiraoka (lwaoka, Japan). Els segiients plasmids es van obtenir a partir
Addgene: pDEST17-UbE2B (15781), UbcH5c WT pET28a (12643), pCMV-
myc3-HDM2 (20935), pGEX-4T MDM2 WT (16237), pDEST17-UbE2A
(15780), pcDNA3-myc-CUL3 (19893), pcDNA3-HA2-CUL4A (19907) i
pcDNA3-myc3-CUL4B (19922).

Procediments de transfeccio

Tots els plasmids s’han transfectat utilitzant el polimer polietilenimina
(PEI). Aquest s’incuba 5 minuts amb I’ADN especific a temperatura ambient i

s’afegeix a les cél-lules les quals sén lisades al cap de 48 hores.

Extraccié de proteines, Western Blot i quantificacio

L’extracte cel-lular total va ser preparat amb cél-lules, majoritariment,

%7 amb el qual obtenim per separat I'extracte

seguint el protocol Dignam
citoplasmatic del nuclear. En algun cas obtenim directament I'extracte
cel-lular total utilitzant el buffer RIPA, el qual és més estringent.

El Western Blot es va realizar utilitzant els anticossos indicats i
'analisi densitométric d’aquest es va fer amb el programa Quantity One de

Biorad.
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Anticossos utilitzats

Contra etiquetes

Contra proteines endogenes

Contra modificacions
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Assaig d’'immunoprecipitacio (IP)

Les IPs van ser realitzades utilitzant Flag-agarosa (Sigma), HA-
agarosa (Sigma), agarosa croslincada amb I'anticos Myc (Cell Signalling), |
agarosa croslincada amb I'anticos Gal4 (Millipore) com va ser préviament

descrit al'®

. Les proteines unides van ser eluides amb 0,2 M de glicina amb
pH 2,3 i amb 0,2 mg/ml de péptid Flag quan va ser indicat. Els resultants d’IP

van ser visualitzats mitjangant un western blot.

Experiments d’immunofluorescéncia (IF)

Per experiments d'IF, les cél-lules van ser transfectades, i després de
24h, es van replaquejar en cobreobjectes i seguidament es van incubar
durant 24 hores més. Les cél-lules van ser fixades amb paraformaldehid al
4% durant 10min a temperatura ambient i es van permeabilizar durant 10
minuts amb 0,1% d'azida sodica PBS, 0,5% de Triton-X, 0,5-1% de BSA. Els
anticossos primaris i secundaris es van diluir en 0,1% d'azida sodica PBS,
0,2% de Triton-X, 0,5-1% de BSA. Com anticossos secundaris anti-rabbit
Alexa Flour 647 (porpra) i anti-mouse Alexa Flour 594 (vermell), de Molecular
Probes, van ser utilitzats. Les cél-lules es contratenyir amb DAPI (Sigma) i els
portaobjectes es van muntar en Mowiol. Es van obtenir imatges de les
cél-lules marcades utilitzant un laser de rastreig microscopi Zeiss LSM510
Meta confocal.

Els experiments d'IF en célllules MEFs disminuim a 2% de
paraformaldehid durant el mateix temps, 10 minuts i augmentem el temps de

permeabilitzacié a 15 minuts.

Assaig d’ubiquitinitzacio in vitro

L'assaig d’ubiquitinacié in vitro es va realitzar com s'ha descrit
préviament 2> amb algunes modificacions. Per a una reacci6 estandard, 25ng
de GST-Suv39h1 produit en bacteris o proteina purificada myc-Suv39h1 de
cél-lules 293F es van barrejar amb UBE1 (UB101 LifeSensors) (0.2uM), ja
sigui purificat E2 seu-Ubch5c (200ng) o His-UBE2B (200ng), E3 (GST-Mdm2)
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(500ng), i 2ug d'ubiquitina (Sigma U6253) en 20ul de tampd6 de reaccio
(40mM de Tris, 5mm de MgCl,, 2mM d'ATP, 2mM de DTT, pH 7.6). La
reacci6 es va aturar després de 60min a 37°C mitjancant I'addicié de tampo
de mostra SDS, i posteriorment es resol en gels SDS-PAGE al 10% per

I'analisi del Western Blot.

Experiments amb restriccio calorica

La quantitat de menjar que s'ofereix a les rates R s'actualitza
setmanalment d'acord amb la ingesta de les rates C. Les rates es van allotjar
individualment en gabies per evitar la coprofagia i amb temperatura
controlada (22°C) amb un cicle de llum-foscor de 12h i I'accés lliure a l'aigua.
Els animals es van sacrificar per decapitacio en l'inici del cicle de llum. Es va
recollir el serum i es va emmagatzemar a -70°C. Les cel-lules SirT1 WT i KO
van ser tractats amb el sérum de rates ja sigui C o R durant 24h. Les cél-lules
tractades es van recollir a continuacié per a l'analisi de transferéncia de
Western. El teixit hepatic de les rates C i R va ser extirpat, es va pesar, es
van congelar en N liquid, i després es va emmagatzemar a -70°C. Extractes
cel-lulars totals de teixit hepatic es van obtenir amb tampé de Laemmli i es

van analitzar posteriorment per Western Blot.

Tractaments:

Inhibicié del proteosoma

Els experiments d'inhibicié del proteasoma es van realitzar mitjancant
el tractament de cél-lules HeLa amb 50 uM de lactacistina durant 24 h.
ARNi

L’ARNi de SirT1 va ser preparat com esta préviament descrit'*.
Tractament amb H,0,

Incubar les cél-lules 1h a 37 °C amb 2mM d’'H,O, just abans de

recollir-les.
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Tractament amb BrdU
Per a la incorporacié de BrdU per tal de diferenciar les cél-lules en
fase S, les cél-lules es van incubar amb BrdU a una concentracié final de

10uM en el medi de cultiu cel-lular durant 10 minuts.

Experiments de “pulse-chase”

Les cel'lules HeLa van ser transfectades amb les construccions
apropiades i després de 24 h de la transfeccié van ser replaquejades. El pols
de S durant 40 minuts va ser realitzat després de 20h i les cel-lules van ser
recollides a diferents punts. La proteina Myc-Suv39h1 va ser
immunoprecipitada utilitzant I'anticds Myc i el Suv39h1 total o el marcat va ser

analitzat per Western Blot o per autoradiografia respectivament.

Assaig de metilacio

Les mostres es van incubar a 30°C durant 60min en un buffer de
reaccié que conté 50 mM de Tris-HCI (pH 8,7), MgCl, 5 mM, DTT 4 mM, i 1
uM *H marcada amb SAM (GE). Tres micrograms de “core histones” es van
utilitzar com a substrat. La reacci6 es va aturar per addicié de tamp6é Laemmli
i després es va fraccionar en 12,5% de SDS-PAGE. Les histones separades
es van transferir després a una membrana Immobilon-P (Millipore) i es van
visualitzar per tinci6 amb CBB. La membrana es va polvoritzar amb
EN’HANCE (PerkinElmer), i es va exposar a una pel-licula Kodak Biomax MS
durant la nit a -80°C.

Experiments de FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching)

Les cél-lules es van mantenir a 37°C utilitzant una camera d'incubaci6
amb corrent d'aire controlada (Carl Zeiss, THORNWOOD, NY) i insertant
calefaccié. El “bleaching” es va realitzar en una area circular de 1,0um de
diametre utilitzant el laser 488nm a una intensitat del 100% (durada del

“bleaching”: 25,6 us). La recuperacié de dades de fluorescéncia van ser
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adquirides amb un laser d'arg6é que opera a 50% de la poténcia del laser i el
filtre AOTF al 2%. La mida de la imatge és de 512x512 pixels amb un factor
de zoom de 5, donant una mida d'escala xi de 0056um/pixel. El pinhole
confocal es va fixar en 1,18 unitats d'Airy (AU). L’escanejat es va realitzar de
forma bidireccional amb una velocitat maxima d'escaneig (temps d'adquisicio:
253ms). Intervals es van fixar en 247ms i les imatges es van recollir cada
500ms per cada 120 segons. L'Us de la regi6 d'interés (ROI) en funci6é del
programari Zeiss LSM510, es van mesurar les tres regions d'interés: FRAP
ROI (I'area de lleixiu intencional), BASE ROI (fons sense cél-lules, off-set) i
REFERENCIA ROI (disminuci6 de la fluorescéncia d'adquisicié en tot el nucli
a causa del “photobleaching”). Una doble normalitzaci6'® va ser després
aplicada a tots els experiments FRAP. Després de la normalitzacio, les
intensitats de fluorescéncia relatives dins de la zona “bleachada” es van
representar graficament com una funcié de temps, produint les corbes de
recuperacié del FRAP. El valor de la vida mitjana (definit com el temps
necessari per arribar a la meitat del maxim de recuperacié) es va calcular a
partir de les corbes de recuperacié que han estat adaptades en una equacio

exponencial estandard.

Experiments de FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

L’experiment de FRET es va portar a terme cotransfectant una
proteina amb GFP i l'altre amb RFP. Al cap de 48 h de la transfeccio es
mesura al microscopi confocal, Leica SP5.

“FRET aceptor photobleaching” és el métode més directe i facil per
estudiar FRET. Es tracta de cremar l'acceptor, 'RFP, amb una intensitat de
laser 561 del 100%, sense cremar el donador, el GFP. Si hi ha FRET a la
zona cremada, el donador tindra una intensitat més alta de la que tenia a
I'inici ja que no hi ha transferéncia d’energia perqué I'acceptor s’ha cremat.
L’adquisicié d’'imatges es porta a terme amb les segiiens condiciions: laser
d’argé al 20%, pinhole obert (AU=2), imatges en 12 bits, format 512*512,

velocitat: 700Hz, mode bidireccional, zoom=3, mostres al limit de la saturacio
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perd sense arribar a estar saturades, “line average” de minim 2 per disminuir
el “background”.

S’adquireixen tres imatges: Imatge pre-bleach: imatge del donador
(laser 488 al 9%, detector pel donador) i imatge de I'acceptor (laser 561 al
11%, detector per I'acceptor). Imatge bleach: ROl a la zona que interessa.
Laser 561 al 100% i 7 passades de laser. | per ultim la imatge post-bleach:
imatge donador i imatge acceptor amb les mateixes condicions que la imatge
pre-bleach.
La quantificacié de la intensitat de fluorescéncia del donador amb la formula
(utilitzant el Fiji):

Eficiencia de FRET= (donador post- donador pre)/donador post *100

Digestié per la nucleasa micrococcal (MNasa) analisis amb
Southern Blot

A partir de 2:10° cél-lules de cadascuna de les diferents linies de
MEFs WT i KO de les isoformes d’'HP1, es van fer dos rentants amb PBS, es
van resuspendre en 1ml de buffer RSB (Tris 10mM pH 7.5, NaCl 10mM,
MgCl, 3mM) i un cop resuspeses es va afegir Nonidet P40 10% per trencar la
membrana citoplasmatica i incubant-les seguidament en gel durant 10 min.
Les cél-lules es van centrifugar a 1500 rpm durant 5 minuts, i el sediment
nuclear es va resuspendre en 300ul de tampé nuclear (20mM KCI, 20mM
Tris-HCI pH 7.5, 70mM NaCl, 3mM de CaCl, i inhibidors de proteasses). Es
van divider les mostres en quantitats de 70ul per ser digerides a diferents
condicions, treballant amb una concentracié de 2U/70pul d’MNasa amb
diferents temps d’incubacio (0, 1.5, 3, 5, 10min). La reaccié es va aturar amb
10mM d’EDTA. Els productes de la digestio es van separar en gels d'agarosa
al 1.5% en preséncia de Syber Safe i van ser escannejats al G-Box. Els gels,
contenint les mostres d'ADN, es van transferir a la membrana Hybond-N per
Southern. Un cop transferides, la membrana es va incubar amb la sonda del
major  satél-lit, 5 GTGAAATATGGCGAGGAAAACT 3, marcada
radioactivament amb [y32P] (Perkin Elmer) gracies a la reacci6 amb la T4
quinasa. La senyal va ser detectada exposant-la en films autoradiografics

d’alta sensibilitat. | finalment els experiments van ser quantificats amb el
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programa Fiji mitjantcant la mesura de la intensitat de grisos a cada punt de

la digestio representat en una grafica respecte la mida dels fragments.

Produccio retroviral i transfeccié cel-lular

Per a la produccié de retrovirus, la linia cel-lular d'empaquetament
Platinium-E va ser transfectada amb pMSCV, pMSCV-Suv39h1-EGFP o
pMSCV-Suv39h1K87R-EGFP utilitzant PEI (Polysciences, Inc). Els
sobrenedants retrovirals resultants es van utilitzar per a infectar cel-lules
NIH3T3 i W8 i la poblacié infectada es va seleccionar per 2ug/ml de

puromicina.

FISH

Es van sembrar 2,5-10° cél-lules en una placa de 100mm que conté
medi de creixement per fibroblasts dos dies abans de la realitzacié de les
extensions de cromosomes. 24 hores després de la sembra, les cél-lules es
van irradiar (5Gy/5min) utilitzant un filtre d'alumini a 100 kVp (Faxitron
Cabinet X-ray System, Faxitron X-ray Corp, Wheeling, IL) i es van tornar a
incubador durant 24 hores addicionals. Es van obtenir les extensions de
cromosomes després del tractament amb colcemida (0.02ug/ml) durant 3
hores. L'ADN centroméric es va tenyir utilitzant “Concentrated Mouse Pan-
Centromeric Probes”, seguint el protocol de fabricaci6 i els cromosomes es
van contratenyir amb DAPI. Les imatges es van obtenir utilitzant un

microscopi d'epifluorescéncia Zeiss 200M (objectiu 65X).

Quantificacié dels nivells de proteina yH2AX i la preséncia
de micro-nuclis

Per a la quantificacié dels nivells de proteina yH2AX i la preséncia de
micro-nuclis, les cél-lules es van sembrar en cobreobjectes recoberts amb
poli-D-lisina, col-locats en plaques de 6 pouets amb 10° cél lules per pouet, i

es van deixar incubar tota la nit. Irradiaci6 amb raigs X (5Gy/5min), el
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marcatge d'immunofluorescéncia i I'adquisicié es van dur a terme com es

descriu anteriorment, 24 hores després de la irradiacié.

Purificacioé de ’ARN i RT-gPCR

L’ARN total va ser aillat de les ceél-lules en cultiu amb el “NucleoSpinl|
kit” (Macherey-Nagel) d'acord amb les instruccions del fabricant. La
transcripcid reversa de I'ARN total (2ug) es va porta a terme utilitzant el
“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche) d'acord amb el
protocol del fabricant. L’analisi de la PCR quantitativa en temps real es va
realitzar en una reaccié en 10yl utilitzant el ciclador 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) i SYBER Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Els oligos per els major o y-satél-lits, minor satél-lits, tubulina,
GAPDH, RPL38 i EEF2 de ratoli i van ser dissenyats per amplificar amplicons
100-300pb. L’expressié relativa del gen es va determinar pel métode de
AACH.

Per I'amplificaci6 amb la PCR, els primers especifics utilitzats van

ser:
Majorsatel-lits forward 5’ CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC 3’
reverse 5’ GACGACTTGAAAAATGACGAAATC 3’
Minor satel-lits forward 5’ CATGGAAAATGATAAAAACC 3’
reverse 5’ CATCTAATATGTTCTACAGTGTGG 3’
Tubulina forward 5" GCCAGAGTGGTGCAGGAAATA 3’
reverse 5’ TCACCACGTCCAGGACAGAGT 3’
GAPDH forward 5’ GGAGCCAAACGGGTCATCATCCC 3’
reverse 5" GAGGGGCCATCCACAGTCTTCT 3’
RPL38 forward 5" AGGATGCCAAGTCTGTCAAGA 3’
reverse 5 TCCTTGTCTGTGATAACCAGGG 3’
EEF2 forward 5’ TGTCAGTCATCGCCATGTG 3’

reverse 5" CATCCTTGCGAGTGTCAGTGA 3’
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Les RT-PCR per amplificar els major satél-lits amb els seus
respectius controls, es van portar a terme a una temperature d’anealling” de

60°C, en canvi, per amplificar els minor satel-lits a 55°C.

Analisi estadistic
L’analisi estadistica es va realitzar utilitzant un test d’analisi de la

variancia (ANOVA).
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