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ABREVIACIONS 
 
ADPRT= ADP-ribosiltransferasa 

ADN= Àcid Desoxiribonucleic  

AL= Ad Libitum 

ARN= Àcid Ribonucleic 

ARNi= ARN d’interferència 

Cbx= “Chromobox homolog” 

CD= Domini chromo o “Chromo Domain” 

Clr4= “Cryptic loci regulator 4” 

CSD= “Chromo Shadow Domain” 

CTCF= “CCCTC-binding Factor” 

Cul= Culina 

ΔCD= Delecció del domini chromo  

ΔSET= Delecció 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= Sèrum boví fetal 

FISH= Hibridació “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’unió Gal4 

HATs= Acetiltransferases d’Histones 

HC= Heterocromatina Constitutiva 

HDACs= Desacetilases d’Histones 

HDMTs= Demetilases d’Histones 

HF= Heterocromatina Facultativa 

HMTs= Metiltransferases d’Histones  



ii 
 

HPC= Heterocromatina Pericentromèrica 

HP1= “Heterochromatin Protein 1” 

HR= regió frontissa o “Hinge Region” 

IF= Immunofluorescència 

KO= “Knock Out” 

MDM2= E3 ubiquitin lligasa MDM2 

MEFs= Fibroblasts embrionaris de ratolí 

MNasa= Nucleasa Micrococcal 

NDAC= Desacetilació depenent de NAD+  

PTM= Modificacions postraduccionals 

Rb= Retinoblastoma 

ROS= espècies reactives d’oxigen 

SAM= S-adenosilmetionina 

Sir2= “Silent information regulador 2” 

SirT1= Sirtuïna 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 

 

Composició de la cromatina 
 
 En el nucli de les cèl·lules eucariotes l’ADN s’estructura juntament 

amb les histones per formar la cromatina. Les histones H3 i H4 s’agrupen en 

un tetràmer i les H2A i H2B en dos dímers, donant lloc a un octàmer 

d’histones el qual s’hi embolcallen 147pb d’ADN formant el nucleosoma, la 

unitat bàsica i estructural de la cromatina1,2 (Figura I1). Els diferents 

nucleosomes els uneix la histona H1, que enllaça els llocs d’entrada i sortida 

de l’ADN entre dos nucleosomes3,2.  

 

 

 
Figura I1. Estructura del nucleosoma. Es mostren dos angles diferents de l’estructura 

del nucleosoma on s’hi observen els tetràmers d’histones formats per H3 (blau) i H4 

(verd) i els dímers formats per H2A (groc) i H2B (vermell) envoltats per la doble hèlix 

d’ADN (turquesa i taronja)3.  

 
 

El nucleosoma conté una regió 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 són més 

accessibles i desestructurades que el cor. Els residus d’aquestes cues 

d’histones, principalment H3 i H4, són susceptibles a un gran nombre de 

modificacions postraduccionals covalents2,4.  
  

H3 H4

H2BH2A
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Modificacions postraduccionals  
 

Les modificacions postraduccionals són un dels principals 

mecanismes epigenètics hereditaris i reversibles juntament amb la metilació 

de l'ADN i l’expressió d'ARN no codificant.  

Les modificacions epigenètiques són canvis que es poden transmetre 

als descendents5 per tal de mantenir els perfils de transcripció específics de 

llinatge tot i no haver-hi un canvi a la seqüència d’ADN6. La interrupció 

d’aquests processos epigenètics pot conduir a l’alteració de la funció del gen, 

a la transformació cel·lular maligna i, conseqüentment, a l’aparició de 

nombroses patologies com malalties neurodegeneratives, càncer, etc7.  
 

 
Figura I2. Principals modificacions postraduccionals a les histones. Representació 

de les modificacions postraduccionals més representatives com l’acetilació (blau), 

metilació (vermell), fosforilació (groc) i ubiquitinització (verd) en les histones H1 (H1.4), 

H2A, H2B, H3 (H3.1) i H4. El número en gris situat a sota dels aminoàcids representa la 

posició a la seqüència8.  
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Les modificacions postraduccionals més estudiades són l’acetilació, 

la metilació i la fosforilació, però moltes d’altres han estat identificades i 

caracteritzades incloent: ubiquitinització, sumoilació, ADP-ribosilació, 

biotinilació, isomerització de prolines, glicosilació i crotonilació, entre 

d’altres9,10 (Figura I2). 

Aquestes modificacions, depenent de la seva naturalesa i del residu 

que modifiquen (els més comuns són lisina i arginina) estan associades amb 

silenciament o activació gènica i, per tant, al control de l’expressió génica6. 

Aquestes poden contribuir en la regulació de la transcripció de la cromatina 

influint directament en l'estructura de la cromatina, com per exemple: 

l'acetilació de residus de lisina pot reduir la càrrega positiva de les histones, 

afeblint així la seva interacció amb l'ADN carregat negativament, augmentant 

la fluïdesa nucleosomal6, fent una cromatina més accesible a proteïnes d’unió 

a l’ADN com poden ser els factors de transcripció10.   

Per altra part, es postula la funció de les modificacions 

postraduccionals com una plataforma de senyal per reclutar proteïnes a la 

cromatina, i aquests efectors són els que en última instància determinen el 

resultat funcional de certes modificacions. Hi ha múltiples famílies de dominis 

conservats que reconeixen histones modificades com, per exemple, les 

proteïnes amb un domini anomenat “chromo” o “bromo”, com poden ser les 

proteïnes estructurals, remodeladors de la cromatina, modificadors de la 

cromatina o adaptadors per reclutar factors implicats en activitats del 

metabolisme de l’ADN6. 

És important destacar que la integritat del genoma també es manté a 

través d'una sèrie de modificacions de les histones mitòtiques que coordinen 

l'estructura cromosòmica d'ordre superior i la segregació cromosòmica 

precisa11.  

 

Maquinària de remodelació de la cromatina 
 

Les modificacions postraduccionals d’histones contribueixen al canvi 

de l’estructura de la cromatina juntament amb la cooperació amb factors 

externs com la maquinària de remodelació de la cromatina la qual media 
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alteracions nucleosomals com la incorporació de variants d’histones (H2AZ, 

H2AX, H2A, macro-H2A, H3.3, CenH3/CENP-A) o la modulació de 

l’empaquetament i posicionament nucleosomal12,13,14. 

Els complexos remodeladors de cromatina hidrolitzen ATP per 

controlar tota aquesta dinàmica15. La seva capacitat per a reposicionar 

nucleosomes juga un paper important a la regulació de l'expressió gènica, 

així com a la mediació d'accés a l'ADN durant la replicació i la reparació, a la 

regulació activa de la localització de nucleosomes en el context del 

desenvolupament i a l’estat metabòlic de la cèl·lula16,17. Aquests complexos 

poden llegir les senyals de la cromatina com la seqüència d'ADN, l'estructura 

o la metilació, reconèixer les modificacions d'histones (reconegudes a través 

dels dominis de proteïnes, presents tant en diverses subunitats reguladores 

com en l’ATPasa del complex de remodelació 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 presència de 

variants de les histones i poden interactuar amb les proteïnes associades a la 

cromatina com ara factors de transcripció per identificar nucleosomes 

específics en el nucli14 (Figura I3). 
 

 
 

Figura I3 . Dianes per remodeladors de la cromatina. ADN, ARN, PTM a les cues de 

les histones, variants d'histones o altres proteïnes associades a la cromatina representen 

senyals de la cromatina que poden dirigir remodeladors de la cromatina 14. 

 

Finalment, els remodeladors de la cromatina poden modular 

directament o indirectament els patrons epigenètics a través de la seva 

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

remodelador de 
la cromatina

seqüència d’ADN/ 
metilació d’ADN

ARN associat a 
cromatina

modificacions a la 
cua de les histones

variant d’histona proteïna no 
histònica

nucleosoma
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descrit que el remodelador de la cromatina, SMARCAD1, promou la metilació 

d'histones H3K9 en associació amb les desacetilases HDAC1/2 i la 

metiltransferasa G9a/GLP14,18. Altres proteïnes de remodelació de la 

cromatina s'uneixen a HP1 (proteïna implicada en l’estructura de 

l’heterocromatina) el que suggereix que, a més, tenen un paper en el 

manteniment de l'heterocromatina19.  

 
 

Enzims relacionats amb la cromatina 
 

Les modificacions postraduccionals són el producte del balanç entre 

els enzims que posen la modificació i els que la treuen. Per exemple, entre 

acetilases (HATs) i desacetilases (HDACs), o entre metiltransferases (HMTs) 

i demetilases (HDMTs), entre d’altres. Són 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 

l’organització de l’estructura de l’heterocromatina i conseqüentment en la 

regulació de l’expressió gènica. 

 
 

HATs i HDACs 

 

Les HATs i les HDACs estan implicades amb l’acetilació. La dinàmica 

d’aquesta modificació postraduccional està determinada pel balanç entre 

aquests dos grans grups d’enzims. Les HATs són responsables d’afegir 

aquesta marca i les HDACs són les encarregades de la seva eliminació20,21. 

 

 

HATs 

 

Les HATs estan implicades en activació de l’expressió gènica, reduïnt 

l’afinitat de l’ADN per la cromatina i fent-la més accessible als complexes 

d’inici de la transcripció13. Les HATs es classifiquen en quatre famílies segons 
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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)23, p300 (CBP juntament amb p300)24 i SCR (composada 

per SRC1, ACTR, p160 i Clock)12,13,25,26. Les HATs generalment actuen en 

complexos com, per exemple, NuA4/TIP6027, HBO128, MOZ-MORF29, MOF30 i 

STAGA/ATAC22, que promouen la transcripció. Només p300 i CBP semblen 

capaces de funcionar soles.  

 
 

HDACs 

 

Les HDACs exerceixen una funció repressiva en la transcripció 

gènica compactant la cromatina, ja que la inhibició d’aquestes causa una 

reorganització dinàmica de la cromatina, com canvis en els patrons d’HP1 

durant la interfase i canvis en les seves modificacions epigenètiques, 

augmentant l’H3K9Ac i H3K4me231,32. Les HDACs catalitzen l'eliminació dels 

grups acetil. Són un grup d’enzims més divers que les HATs. Han estat 

identificades divuit HDACs en eucariotes que tenen en comú un domini 

catalític amb activitat desacetilasa ben conservat. Estan classificades en 

quatre classes diferents (classes I- IV)33. 

Algunes HDACs formen part de complexos multiproteics que 

contenen una àmplia varietat d'altres proteïnes, incloent proteïnes “scaffold”, 

subunitats reguladores i altres enzims, com ara aquells amb activitats de 

remodelació 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 enzimàtica34. Aquestes formen part de la classe més estudiada 

de les HDACs en complexes, la classe I, que està present en diversos 

complexes d’HDACs com, per exemple, Sin3, NuRD, CoREST i 

NCoR/SMRT, NuRD, implicats en diferents funcions com ara la repressió de 

la transcripció35. Degut a que les HDACs actuen tant en histones com en 

substrats no histònics fa que regulin a diferents nivells com en la unió de 

l’ADN, en l’estabilitat de proteïnes i en l’activitat enzimàtica21.  
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HDACs  de classe I, II i IV  

 

Les classes I, II i IV es caracteritzen per requerir Zn+2 per catalitzar la 

reacció i conduir a l'alliberament del grup acetil en el medi aquós. Aquests 

enzims són sensibles a l'inhibidor d’HDACs TSA (trichostatin A) i estan 

altament relacionats des d’un punt de vista estructural i mecanístic21.  

 HDAC1, HDAC2, HDAC3, i HDAC8 són membres de la classe I 

d’HDACs similars a la desacetilasa Rpd3p (reduced potassium deficiency 3) 

de Saccharomyces cerevisiae. Aquestes són normalment localitzades en el 

nucli i formen grans complexes multiproteics. Estan involucrades en diverses 

funcions com el desenvolupament, la regulació del cicle cel·lular i el 

silenciament gènic. HDAC1 i HDAC2 tenen un 82% de similitud en les seves 

seqüències i tenen moltes funcions redundants, mentres que HDAC3 és més 

similar a la seqüència d’ HDAC834.  

Els membres de la classe II (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, 

HDAC9 i HDAC10) són homòlegs a la desacetilasa Hda1p de llevat. Aquesta 

classe pot ser subdividida en classe IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7 i HDAC9) i 

classe IIb (HDAC6 i HDAC10). Les HDACs de classe II estan implicades 

principalment en el desenvolupament i la diferenciació i les seves funcions 

són específiques de teixit36. Curiosament, les HDACs de classe IIa són 

generalment segrestades al citoplasma fins que s'activen, moment en què 

són posteriorment transportades al nucli, on actuen. Respecte a la localització 

de la classe IIb, HDAC6 és citoplasmàtica i HDAC10 es troba al nucli i al 

citoplasma37,38. No està clar que les histones siguin substrats d’aquesta 

classe d’HDACs.  

Finalment, HDAC11 forma part de la classe IV39 (Taula I1).   

 

 

HDACs de classe III: les sirtuïnes  

 

La Classe III d’HDACs o sirtuïnes, homòlegs del Sir2p (silent 

information regulador 2), està molt conservada en l’evolució5,40,41 trobant-se ja 

en procariotes amb una funció metabòlica. Tenen un antecedent comú amb la 

família de proteïnes PARPs. Les sirtuïnes són un grup de proteïnes amb 
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característiques úniques crucials per l'aptitud de les cèl·lules, l'adaptació als 

estímuls ambientals i la integritat genòmica5. Caldria destacar que no són 

sensibles a TSA.  

El número de sirtuïnes varia segons l’organisme, generalment 

correlaciona amb la complexitat5. En mamífers s’han descrit set membres 

(SirT1-7) SirT1, SirT2 i SirT3 són classificats com a enzims de la subclasse I, 

els quals mostren una alta homologia amb Sir2p i tenen una activitat 

desacetilasa més robusta. SirT4 i SirT5 són assignats com a subclasses II i 

III, respectivament, i SirT6 i SirT7 són classificats com a subclasse IV42 

(Figura I4).  

 

Figura I4. La família Sir2. Representació de la conservació de la família Sir2 des del 

llevat fins als humans. En llevat, els diferents membres de la família semblen ser els 

ortòlogs d'algunes de les sirtuïnes humanes. SirT1 sembla ser un ortòleg d’HsT1p i Sir2p; 

i SirT2 i SirT3 d’Hst2p.  

 

La característica comuna entre aquesta classe d’enzims és que 

depenen del cofactor NAD+ per dur a terme la desacetilació (en lloc de Zn+2, 

com a les altres classes d’HDACs) el qual es consumeix durant aquesta 

reacció catalítica, conduïnt a la transferència del grup acetil a una molècula 

d'ADP-ribosa resultant la proteïna desacetilada (Figura I5)40,43.  

 
Figura I5. Reacció de desacetilació de les sirtuïnes. Consisteix en una reacció de 

dues etapes que consumeix NAD+ i allibera nicotinamida (Nic), O-acetyl-ADP-ribosa 

(AADPR) i el substrat desacetilat (P). Adaptació de44.   

Hst1p    Hst2p    Hst3p    Hst4pS. cerevisiae

Nuclear Mitocondrial

SirT1      SirT2  SirT3         SirT6 SirT7       SirT4 SirT5

Eucariotes Procariotes

Sir2p

H.sapiens

E + NAD+ + AcLys-P E · ADPR · AcLys-P E + AADPR + Lys-P
Nic

Nic

H2O
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El mecanisme catalític de la família Sir2p no només porta a terme 

desacetilació depenent de NAD+ (NDAC), també pot comportar una activitat 

monoADP-ribosiltransferasa (ADPRT), que semblaria estar present en 

gairebé totes les sirtuïnes, encara que en moltes, no s’ha identificat. Encara 

que les sirtuïnes són originalment ribosiltransferases, el fet que realitzen 

desacetilació de proteïnes en arqueobacteris i bacteris suggereix que 

probablement adquireixen aquesta funció relativament d'hora en l'evolució5.  

En mamífers, SirT1, SirT2 i SirT3, són desacetilases depenents de 

NAD+ que catalizen la desacetilació d’histones i proteïnes no històniques. De 

la SirT4 a la SirT6 semblen exercir ambdues activitats d’HDACs depenent de 

NAD+ i ADPRT, tot i que en SirT4 predominaria la segona41. Caldria destacar 

que la sirtuïna 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 té una funció metabòlica. 

També la trobem en SirT642,45 (Taula I1).  

 

 

Localització de les sirtuïnes 

 

SirT1, SirT6 i SirT7 estan presents al nucli, tot i que SirT7 

majoritàriament es troba al nucleol; SirT2 és predominantment localitzada al 

citoplasma excepte durant la transició G2/M que llavors es localitza al nucli 

abans de la desaparició de la membrana nuclear; SirT3 és la desacetilasa 

majoritària al mitocondri però també es localitza al nucli en condicions 

d’absència d’estrès i SirT4 i SirT5 són exclusivament mitocondrials45.  

Aquestes localitzacions poden ser dictades per la identitat cel·lular, 

l’etapa del desenvolupament, els estímuls ambientals o la progressió del cicle 

cel·lular5 (Taula I1).   
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Substrats de les sirtuïnes 

 

El fet de que les sirtuïnes catalitzin dues activitats enzimàtiques 

diferents juntament amb l’alta 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 proteïnes estructurals fins a factors de transcripció. Per 

exemple SirT1, SirT2, SirT3 i SirT6 tenen com a substrats H4K16Ac i/o 

H3K9Ac, i altres substrats no histònics com diversos factors nuclears per part 

de SirT1, tubulina per SirT2 i dianes mitocondrials per SirT3. En mamífers les 

sirtuïnes adopten un increment de complexitat adquirint noves funcions a 

través de la focalització d'una àmplia gamma de substrats i també a través 

d’una alta diversitat de patrons de localització cel·lular5,40 (Taula I1).  

 

 
Funcions de les sirtuïnes 

 

La funció bàsica de les sirtuïnes és promoure la comunicació entre 

les cèl·lules i el seu entorn, connectant els canvis o fluctuacions de l’ambient 

amb la dinàmica funcional del genoma. Promovent d’aquesta manera una 

adaptació eficient a aquests estímuls ambientals45.  

El fet que les sirtuïnes requereixin NAD+ és fonamental per entendre 

moltes de les seves funcions, ja que suggereix que poden actuar com a 

sensors de l’estat metabòlic de la cèl·lula però també a nivell sistèmic. Per 

tant, les sirtuïnes són capaces de transmetre canvis en el metabolisme de la 

cromatina a través de la desacetilació d’histones i altres proteïnes. Les 

funcions de les sirtuïnes més rellevants inclouen la senyalització sota estrès, 

el control de la supervivència cel·lular, el manteniment de l’estabilitat 

genòmica i la regulació del metabolisme40,5.  

Les sirtuïnes també tenen implicacions funcionals en diferents 

patologies, a part de en la regulació del càncer, estan relacionades amb 

malalties neurològiques (per exemple, l'Alzheimer i el Parkinson), patologies 

relacionades amb les hormones i patologies cardiovasculars5.  
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HMTs, HDMTs 

 

 Les HMTs i les HDMs estan implicades en la metilació que consta de 

la transferència d’un grup metil de la SAM a l’ε-amina a la cadena lateral d’un 

residu de lisina47. Aquesta modificació està regulada dinàmicament per les 

HMTs les quals incorporen el grup metil i les HDMs que catalitzen la seva 

eliminació.  

 

 

HMTs 

 

Respecte el grup de les HMTs, actualment n’hi ha més de 60. Són 

fonamentals en la regulació de la senyalització de la cromatina, silenciament 

gènic per l’establiment d'heterocromatina pericèntrica, segregació 

cromosòmica, regulació de la longitud dels telòmers i desenvolupament, entre 

d’altres48. Per tant, defectes funcionals d’aquests enzims poden conduir al 

càncer, defectes de creixement de49,50, trastorns neurològics51 i altres 

patologies humanes47.  

La metilació d'histones es produeix tant a la cromatina 

transcripcionalment activa com a la inactiva, segons el residu que es metili, el 

seu grau de metilació (mono-, di-, o trimetilació) i la seva posició dins del gen 

i en el genoma. La metilació 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 metilació d'H3K9 i H3K27 

són generalment característiques de la cromatina condensada o 

heterocromatina52.  

La majoria de les HMTs descrites contenen els domini catalític SET 

encarregat de metilar un residu de lisina o arginina47. Algunes de les 

principals HMTs identificades en mamífers són (Taula I2):  
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Taula I2. Classificació d’HMTs. Observem les diferents HMTs descrites com també 

l’acció que produeixen aquestes a l’heterocromatina, substrats i localització d’aquestes53. 

Suv39h1 va ser la primera metiltransferasa específica de lisines 

descrita que conté un domini SET i és la principal activitat HMT H3K9me2/3 a 

mamífers. En ratolins hi ha dos loci molt relacionats, un a la posició 

“centromere-proximal” al cromosoma X que codifica per Suv39h1 el qual en 

teixits adults és ubiquament expressat, i l’altre al cromosoma 2 codificant per 

Suv39h2 amb una localització restringida a testicles on sembla estar 

involucrat en la regulació heterocromàtica durant la meiosi54. Suv39h1 per 

portar a terme la seva activitat necessita una monometilació prèvia a H3K955 

que és induïda per dues metiltransferases d’histones citoplasmàtiques Prdm3 

i Prdm16. Aquestes indueixen H3K9me1 en el “pool” citoplasmàtic d’H3 

perquè Suv39h1 estableixi la trimetilació. Les histones premetilades 

probablement s’incorporen en dominis de la cromatina repressiva56. Suv39h1 

i la majoria d’H3K9me3, estan dirigits preferentment a l'heterocromatina 

constitutiva5. Suv39h1 és una proteïna clau en l’organització del genoma i el 

seu paper està directament relacionat amb la integritat i organització de la 

cromatina. A partir del descobriment de Suv39h1 la investigació sobre la 

metilació d'histones ha progressat ràpidament. 

SetDB1, G9a i GLP són altres metiltransferases implicades en la 

metilació d’H3K9 (Taula I2). SETDB1 catalitza el pas d’H3K9me2 a 

H3K9me3, reacció la qual es veu reforçada per una ATPasa, regulant 

Enzim Substrats histònic Funció
heterocromatina Funció

Suv39h1 H3K9me3 repressió
formació i organització cromatina/ 

estabilitat telòmers/progressió cicle 
cel·lular/desenvolupament

SETDB1 H3K9me3 repressió desenvolupament/diferenciació

G9a H3K9me1-me2/
H3K27/H1 activació-repressió desenvolupament

GLP H3K9me1-me2 activació-repressió desenvolupament

EZH2 H3K27me2-me3/H1 repressió desenvolupament/diferenciació

PR-Set7 H4K20me1 repressió cicle cel·lular/reparació ADN

Suv420h1.1
Suv420h1.2
Suv420h2  

H4K20me2
H4H20me2    /H1
H4K20me3

repressió compactació cromatina/replicació
ADN/reparació/cohesió cromàtides
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l’expressió de gens diana57. Participa en la compactació d’heterocromatina 

durant la diferenciació cel·lular, el desenvolupament, la mort cel·lular i la 

carcinogènesis. G9a i GLP (G9a-Like Protein) són els enzims principals per la 

mono i dimetilació d’H3K9. Existeixen predominantment com un complex 

heteromèric i aquest té un paper important en el desenvolupament. G9a 

també participa en la modificació H3K9me3 in vivo i en la metilació de la 

histona H158,59,60.  

Estudis fets en cèl·lules deficients per G9a i  per Suv39h1/h2 varen 

demostrar que Suv39h1/h2 són 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 

transcripció 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 

actius61. Destaquem que la marca d’eucromatina H3K4me3 inhibeix la 

metilació d'H3K9 per SETDB1, G9A i Suv39h162.  

S’ha proposat que aquestes quatre HMTs descrites, G9A, GLP, 

SETDB1 i Suv39h1 formen un complex enzimàtic implicat en la metilació 

d’H3K9 en eucromatina i heterocromatina, en la regulació de l’expressió 

gènica i en la formació d’heterocromatina pericèntrica, però aquest fet no està 

del tot clar48.    

La metiltransferasa Ezh2 és l’encarregada de di- i trimetilar H3K27. 

Aquest enzim és un factor del grup del Polycomb fonamental en el 

desenvolupament i la diferenciació, la qual forma part del complex PRC2 

(polycomb repressiva Complex 2) juntament amb  Suz12, Eed, i RbAp46/48 i 

n’és la subunitat catalítica que estableix les modificacions. Tots els membres 

del cor de PRC2 són necessaris per Ezh2 per exercir la seva activitat 52. 

Aquesta està implicada en la formació d’HF silenciada. La marca H3K27me1 

s'enriqueix als promotors transcripcionalment actius mentre que la marca 

H3K27me3 s'associa amb promotors silenciats61. Cal destacar que G9a 

també pot metilar H3K2752,63. 

Algunes dades suggeririen que hi hauria una cooperació funcional 

entre PRC2 i G9a/GLP per assegurar un silenciament epigenètic de gens en 
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certes regions de la cromatina. Això demostra un “cross-talk” entre aquests 

dos importants mecanismes de silenciament epigenètic52.  

Respecte les metiltransferases d’H4K20, PR-Set7 monometila H4K20 

i és essencial per a la correcta divisió cel·lular i l'estabilitat genòmica64. 

Aquesta monometilació s’estableix en G2/M i és molt important en la 

compactació del cromosoma metafàsic, en la sortida mitòtica durant la mitosi, 

en la reparació de l'ADN i  en la replicació de l'ADN65.  

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 formació de 

l’heterocromatina i per tant, en el silenciament gènic. La unió estable de 

Suv420h2 és crucial per el correcte establiment d'una estructura 

d'heterocromatina compacta i cohesió de cromàtides germanes56.  

Durant M/G1, algunes H4K20me1 són metilades a H4K20me2 

(necessari per a la reparació de l'ADN) o H4K20me3 (necessari per a la 

formació de l'estructura d’heterocromatina) per les HMTs Suv420h1 i 

Suv420h2, respectivament65.  

H4K20me3, igual que H3K9me3, també està enriquida a 

heterocromatina pericèntrica i en telòmers. De fet, per la inducció 

d’H4K20me3 es requereix H3K9me3 catalitzat per Suv39h1/h2, encara que 

H4K20 no és un substrat intrínseca per aquests enzims66.  

 

 
HDMs 

 

La primera demetilasa identificada va ser la LSD1 (linina demetilasa 

1). Aquesta pot demetilar H3K4me1/2 i H3K9me1/2 en funció de les proteïnes 

associades67. Posteriorment, es va identificar una gran família de 

desmetilasas que contenien un domini JmjC (domini c-terminal Jumonji)68 el 

qual utilitza Fe2+ o α-cetoglutarat, depenent de la demetilació, com a 

cofactors per eliminar els grups metil69. Aquesta família pot demetilar lisines 

trimetilades68. Dins d’aquesta família s’han identificat desmetilases d’histones 

que eliminen específicament marques metil en H3K4, H3K9, H3K36 i 

H3K2769. UTX (ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, cromosoma 
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X) i JMJD3 són demetilases que contenen el domini JmjC, ambdues 

catalitzen la reducció de di- i trimetilació d’H3K27 in vivo70,71.  

 

 

Relació entre les HDACs i les HMTs 

 

La relació 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 relació es conserva des del 

llevat als éssers humans5. Per exemple, la relació entre SirT1 i Suv39h1 és 

molt important en la formació de l’heterocromatina on SirT1 fa augmentar els 

nivells d’H3K9me3 a través d’un seguit d’accions sobre Suv39h172. En el 

manteniment de l’heterocromatina sota condicions d’estrès SirT1 modula 

l’intercanvi de Suv39h1 en heterocromatina constitutiva (HC) mitjançant el 

control dels nivells de Suv39h1. També s’estableix aquesta relació entre 

SirT2 i PR-Set7 on SirT2 promou l'activitat PR-Set7 a través d'una 

combinació de mecanismes, incloent la desacetilació d’H4K16Ac i la unió a 

PR-Set7, que sembla que augmenta l'activitat específica de l'enzim. A més 

SirT2 altera els nivells de la PR-Set7 a la cromatina65. Un altre exemple seria 

entre p300 i Suv420. La metilació d’H4K20 impedeix l'acetilació de H4K16 per 

l’acetiltransferasa P300 in vitro. Curiosament, també es va observar el 

contrari, la marca H4K16ac evita la metilació d’H4K2073.  

 

 
Estructura de la cromatina 
 

Organització de la cromatina 
 

Els enzims i les seves modificacions esmentades anteriorment, entre 

d’altres, modulen l’organització de la cromatina en una jerarquia d’ordres 

successius de compactació. Van des de la fibra d’11nm fins al cromosoma, la 

forma de la cromatina més compactada. La fibra d’11nm representa l’ADN 
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embolicat al voltant dels nucleosomes (Fig. I6E). Aquesta s’ordena per formar 

un ordre superior de compactació de fibra helicoïdal de 30nm de diàmetre 

(Figura I6D). Es pot formar a través del reclutament de la histona H174,75 

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 hèlix en zig-zag75. Però tot i que s'ha estudiat extensament in vitro, 

les evidències per a l'existència de la fibra de 30nm in vivo són limitades. 

Alternativament, a l’organització 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 regió de la cromatina. 

Aquesta s’organitza en una sèrie de petits glòbuls per formar un estat més 

compacte76 (Figura I6D), arribant fins a la formació del cromosoma durant la 

divisió nuclear (mitosis i meiosis).  

 

 
 

Figura I6. Organització de la cromatina en el nucli de mamífer. A Els cromosomes 

estan organitzats en els territoris cromosòmics. B Els territoris cromosòmics estan 

compostos de glòbuls fractal. C Les fibres de la cromatina interactuen (i) dins d'un glòbul 

fractal (freqüent), (ii) entre glòbuls 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 nucleosomes76.  
 

 
 

 
 

A                                     B                          C                             D                             E           
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Comparació entre l’heterocromatina i l’eucromatina  
 

A part de dividir la cromatina segons el seu grau de compactació, la 

podem classificar segons la seva funcionalitat en eucromatina i 

heterocromatina.  

L’eucromatina és la forma menys compactada de les dues5. Es 

caracteritza per una alta densitat de gens i per ser transcripcionalment 

activa10. En general, regions actives de cromatina es correlacionen amb 

l'acetilació de lisines de les cues d’histones com pot ser l’acetilació a la lisina 

16 de la histona 4 i certes combinacions de la metilació en lisines i arginines 

com per exemple: H3K4me2/3, H3K36me3, H3K79me2/3 i H4K3me25 (Figura 

I7). Aquestes modificacions poden afavorir l’accés de factors de transcripció a 

les regions promotores i permetre una transcripció eficient mitjançant l'ARN 

polimerasa II77.  

Per altre banda, l’heterocromatina, és la forma de cromatina més 

compactada. Es caracteritza per baixa activitat transcripcional, baixa 

abundància de gens i enriquiment en seqüències repetitives d’ADN. Aquesta 

està generalment hipoacetilada, per exemple, degut a la desacetilació 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 característica 

de l'organització global de la cromatina. En particular, H3K9me3 és 

reconeguda per les proteïnes estructurals específiques, com ara l’HP1, que 

es requereix per l’estructura i difusió de l'heterocromatina5,78.  

La transició entre aquests dos nivells d’organitzacíó de la cromatina és vital 

pel control de la transcripció, replicació i moltes altres funcions cel·lulars 

associades amb l’ADN5. 
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Figura I7. Modificacions de la cromatina. Transició d’una plantilla de cromatina inicial a 

eucromatina activa (esquerra) o a l’establiment d’heterocromatina reprimida (dreta), 

implicant coordinadament una sèrie de modificacions. En el cas de l’activació 

transcripcional, aquesta va acompanyada per l’acció de complexes remodeladors del 

nucleosoma i la substitució d’histones per variants d’histones (en groc)204. 

 

.  

 

Comparació entre l’heterocromatina facultativa i 
l’heterocromatina constitutiva 
 

L'heterocromatina es divideix en dues formes principals d'acord amb 

la seva diferent dinàmica funcional i estructural: l'heterocromatina constitutiva 

(HC) altament compactada, conté pocs gens i es troba principalment en 

estructures cromosomals com telòmers i centròmers; i l’heterocromatina 
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facultativa (HF), és més abundant en termes de contingut de gens i 

constitueix regions que es poden formar com heterocromatina, però que 

poden revertir a eucromatina un cop requerit5,10.  

 
 

Heterocromatina facultativa  

 

 L’HF és transcripcionalment silenciada però pot passar a 

eucromatina, per tant es descompacta i permet la transcripció dins dels 

següents contextos específics: temporal (per exemple, estats de 

desenvolupament o etapes específiques del cicle cel·lular)5,10, espacial (com 

poden ser canvis de localització nuclear del centre a la perifèria o viceversa, a 

causa de senyals o factors exògens), o parental/hereditari (per exemple, 

expressió gènica monoal·lèlica)4.  

L’HF pot ocupar un cromosoma sencer (per exemple, el cromosoma 

X inactiu (Xi) de femelles de mamífer), abarcar grans distàncies genòmiques 

(per exemple, grups de gens homeòtics), o limitar-se a les regions 

reguladores de gens definits (per exemple, promotors)4,5,10.  

Marques d’histones com H3K9me2/3 i H4K20me3, que es troben en 

l'HC, s'associen sovint amb els dominis d'HF, per exemple, es van trobar en 

els subdominis del cromosoma X inactiu en les cèl·lules somàtiques 

femenines 79,80. No obstant això, la formació d'HF també està controlada per 

mecanismes independents dels que controlen l'heterocromatina constitutiva. 

De fet, la formació d'heterocromatina facultativa s'associa sovint amb 

l’H3K27me3, una marca que està absent en l'heterocromatina constitutiva81. 

H3K27me3, contribueix als mecanismes d'inactivació del cromosoma X82,21.  

 

 

Heterocromatina constitutiva  

 

En mamífers, l’HC es troba en estructures cromosòmiques funcionals 

com ara centròmers i telòmers. Als centròmers, al voltant de la regió 

centromèrica la qual està implicada directament en la formació del cinetocor, 

es defineix com a regió pericèntrica la qual està implicada en l’adequada 
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separació de cromàtides germanes19. La regió pericèntrica o pericentromèrica 

(HPC) és la més abundant dels diferents dominis d’HC en el genoma. En 

nuclis en interfase aquesta regió pot formar agrupacions denominades 

chromocenters.  
Aquestes dues regions, centromèrica i pericentromèrica, contenen 

majoritàriament seqüències repetitives d’ADN (Figura I8). 

  

 
 

Figura I8. Estructura i funció de la cromatina que forma els centròmers. Es mostra el 

centròmer,  l’heterocromatina pericèntrica, les cohesines, els microtubuls i els braços dels 

cromosomes. 

 
En ratolins, la regió centromèrica, està formada per seqüències 

repetitives anomenades minor satèl·lits, cada una de les quals conté unes 

120pb i són regions d’unes 600kb. Aquesta regió també està caracteritzada 

per la incorporació de la variant d’histona H3 centromèrica en els seus 

nucleosomes i per la presència de proteïnes centromèriques específiques 

requerides per la formació del cinetocor19,83.  

La regió pericèntrica en ratolins està formada per repeticions 

anomenades major satèl·lits, la transcripció dels quals esta regulada 

diferencialment, cada un consta d’unes 234pb i són 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 formació i 

manteniment de la regió pericèntrica; i en marques epigenètiques repressives 

cromatina que conté la histona 
H3 dimetilada a la lisina 4

cromatina que conté la variant 
d’histona H3 específica de centròmer

heterocromatina 
pericèntrica

microtúbuls

plaques interior i 
exterior del cinetocor

cohesines unint 
cromàtides germanes

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

 



24 
 

com hipoacetilació d’histones, metilació d’histones, com la metilació d’H3K9 

per part de Suv39h1, i metilació de l’ADN (als dinucleòtids CpG)19,83 (Figura 

I9).   

 

 

      
Figura I9. Organització de l’heterocromatina pericèntrica en cèl·lules de ratolí. 
Regions pericèntriques fortament metilades en H3 (es mostra per un estel blau) per 

Suv39h, en les illes CpG de l’ADN (es mostra amb una estrella taronja). El domini intern 

és la regió centromèrica (estel de vuit puntes de color vermell). Observem també els 

transcrits d’ARN homòlegs a les dues cadenes dels major satèl·lits, així com un 

component d’ARN (ARN “estructural”) que està implicat en el manteniment de 

l’organització de l’heterocromatina19. 

 

En la regulació de la metilació de l’ADN dels satèl·lits, hi està implicat 

Suv39h1, a través de dirigir la trimetilació a H3K9 i la metilació de l'ADN 

dependent de Dnmt3b. En canvi, la metilació de l'ADN en repeticions 

centromèriques es produeix independentment de la funció de Suv39h. Tots 

dos sistemes de metilació són propensos a ser importants en el reforç de 

l'estabilitat de subdominis heterocromàtics i, per tant, en la protecció de la 

integritat del genoma 84. 

En ratolins, l'heterocromatina pericèntrica es caracteritza per alts 

nivells de metilació de l'ADN i trimetilació d’H3K9. 

Dominis

ARN

Transcripts
major satèl·lits

ARN “estructural”
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Diverses modificacions de les histones s'han relacionat amb la 

formació de dominis d’HC, incluïnt trimetilació d’H3K9 (H3K9me3) i la 

trimetilació a la lisina 20 de la histone H4 (H4K20me3). Més recentment, una 

tercera modificació d’histones, H3K79me3, s’ha relacionat amb la formació 

d’HC en cèl·lules mare embrionàries de ratolí 21.  

 

 

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

Origen i estructura de Suv39h1 
 

Suv39h1/h2 va ser aïllada en mamífers, a partir de la informació de la 

seqüència del domini SET85,86, el qual va ser originalment identificat com una 

seqüència conservada d’aminoàcids en les proteïnes de Drosophila 

Su(Var)3–9, E(z), i Trithorax87. Està situat a C-terminal i és on hi recau 

l’activitat catalítica de l’enzim85,86.  

A part del domini SET, Suv39h1 conté a la regió N-terminal el domini 

chromo el qual també el trobem conservat a la proteïna homòloga de 

Schizosaccharomyces pombe, Clr4p86. Aquest domini juga un paper en la 

focalització de Suv39h1 i en el reconeixement de la lisina metilada d’H3K9 i, a 

més a més, té la capacitat d’unir-se a l’ADN i a l’ARN. També és essencial 

per a l'activitat catalítica de Suv39h1 ja que la mutació i la supressió del 

domini chromo de Suv39h1 posen en perill la seva activitat enzimàtica tot i la 

presència d'un domini SET catalíticament intacta88. Aquests dos dominis són 

presents en proteïnes cromosomals implicades en el control epigenètic de 

l’expressió gènica.  

La detecció de Suv39h1 en diferents línies cel·lulars de mamífer ens 

descriu una distribució enriquida d’aquest enzim en els foci d’HC durant la 

interfase86, on interacciona amb HP1 (la proteïna estructural més abundant 

de l’HC), però Suv39h1 pot ser reclutada en aquestes regions en part 

independentment d’HP189. Tant Suv39h1 com HP1 tenen una alta dinàmica 

de renovació. Durant la mitosi hi ha una acumulació de Suv39h1 transitòria 

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

 



26 
 

en les regions centromèriques90. També es troba en les regions d’HF on està 

implicada en la seva formació5.  

 

Regulació de Suv39h1  
 

Suv39h1 pot estar regulat per enzims, factors de transcripció i 

modificacions postraduccionals, entre d’altres. 

Per exemple, la relació entre la demetilasa d’H3K9 JMJD2b i p53 pot 

regular Suv39h1. L’activació de p53 indueix l’expressió de la d’JMJD2b que 

disminueix, indirectament, l’expressió de Suv39h1. L'esgotament JMJD2b o 

expressió sostinguda de Suv39h1 retarda la reparació de l'ADN en l’HC91.  

Un altre exemple és el de DBC1 (suprimit en el càncer de mama 1) 

que pot ser un important regulador de la formació d'heterocromatina i de 

l'estabilitat genòmica mitjançant la interrupció del complex Suv39h1-SirT1 i la 

inactivació dels dos enzims92.  

Treballs previs del grup van demostrar que SirT1 regula l’activitat de 

Suv39h1 per diverses vies: promou la metilació d’H3K9me3 per Suv39h1 

reclutant aquest directament a regions reguladores a través de la unió entre 

domini N-terminal de SirT1 i el domini chromo de Suv39h1; a part, SirT1 

desacetila H3K9Ac per permetre la metilació per part de Suv39h1; la unió 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 catalític SET, 

fent l’enzim més actiu. Aquesta modificació és la primera descrita en una 

metiltransferasa que modula la seva activitat catalítica. Encara que el paper 

de la K266 en la formació d'heterocromatina, i les seves implicacions per a 

les funcions Suv39h1 encara no estan del tot descrites9.   

 
 

Funcions de Suv39h1 
 

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

formació de l’heterocromatina i l’organització del genoma, al silenciament 
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gènic, en l’estabilitat dels telòmers, en la progressió del cicle cel·lular, en la 

segregació cromosòmica,  al desenvolupament i en la tumorogènesis. 

La relació de Suv39h1 amb HP1 sembla ser crucial en la formació 

d’heterocromatina (Figura I10). Suv39h1 és important pel reclutament d’HP1 

a l’heterocromatina gràcies a la trimetilació d’H3K9 per part d’aquest, ja que 

la pèrdua de la metiltransferasa causa una deslocalització d’HP193. La 

interacció entre aquestes dues proteïnes i el reclutament d’HP1, juntament 

amb altres proteïnes, indueix l’empaquetament de la cromatina o la formació 

d’heterocromatina  i el silenciament de gens88.  

 

 
Figura I10. Propagació de l’heterocromatina. Els nucleosomes metilats a H3K9 es 

vinculen a HP1. HP1 alhora recluta Suv39h, que metila específicament H3K9, permetent 

que la metilació i l’HP1 s’extenguin als nucleosomes successius propagant-se i donant 

lloc a la formació d’heterocromatina3. 

 

Suv39h1 està també implicat en el silenciament gènic de novo94,95.  

Suv39h1 també podria tenir una funció estructural en l’HPC, a part de 

la seva activitat catalítica. S’ha descrit una població substancial d’aquest 

enzim immòbil en aquesta regió i li assignen aquest paper estructural, sent el 

domini SET el que media aquesta unió estable89.  

També s’observa una relació de Suv39h1 i de la metilació d’H3K9 amb 

el manteniment de l’estabilitat genòmica ja que l’absència d’aquest enzim 

causa una mala segregació dels cromosomes72,55,93. 

També trobem Suv39h1 relacionat amb el manteniment dels telòmers 

ja que la pèrdua de Suv39h1/h2 durant el desenvolupament provoca 

redistribució dels seus nivells en els telòmers5. A més a més, l’absència 
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d’aquest enzim també s’ha relacionat amb l'increment de longitud dels 

telòmers en cèl·lules murines. Contràriament, en cèl·lules humanes 

disminueix la longitud dels telòmers, el que suggereix que la biologia dels 

telòmers és diferent entre les espècies de mamífers96. Suv39h i làmines de 

tipus A probablement juguen un paper clau en el manteniment dels telòmers i 

l'arquitectura nuclear d’aquests97. 

Suv39h1 està implicat en cicle cel·lular ja que s’ha vist en ratolins que 

la pertorbació d’aquest produeix defectes en la progressió d’aquest procés. 

Suv39h1 es recluta preferentment a l’HPC durant l'entrada en mitosi, 

generant un gradient de marques de metilació, sent el pic d’H3K9me3 a la 

metafase i disminueix a mesura que les cromàtides germanes se separen 93.  

La pèrdua de Suv39h1/h2 durant el desenvolupament provoca la 

pèrdua total d’H3K9me3 a HPC provocant una pèrdua d’heterocromatina ja 

que es perden les proteïnes d’HP1 i es relocalitza H4K16Ac al foci 

d’heterocromatina5. Els doble KO per Suv39h1/2 tenen la viabilitat reduïda 

durant el desenvolupament embrionari i creixement reduït i infertilitat en 

adults92. Curiosament, la pèrdua d’un dels dos no afecta els nivells de 

H3K9me3, reafirmant la importància de mantenir els nivells de la modificació 

a través del programa de desenvolupament5. Aquests són viables però 

predisposen al desenvolupament de tumors com limfomes92.    

Suv39h1 també està implicat en tumorogènesis. Se l’ha relacionat amb 

la formació d’un complexe amb pRb i juga un paper en la inhibició d’E2F1 

metilant els promotors d’aquest enzim. Per tant, Suv39h1 té una implicació en 

vies de supressors de tumors92 i, conseqüentment, en tumorogènesis.   

La senescència dependent de Suv39h1 protegeix els ratolins de 

linfomes invasius en cèl·lules T conduïts per Ras, per tant, reafirma la seva 

funció com a supressor de tumors. Contràriament, H3K9me mediada per 

Suv39h1 s'ha relacionat amb el silenciament de gens supressors de tumors 

com ara p15INK4B i E-cadherina en la AML (leucèmia mieloide aguda), 

entrant en controvèrsia amb les dades anteriors. Per tant, és possible que la 

funció per defecte de Suv39h1 sigui mantenir l'estabilitat del genoma limitant 

l'activació aguda d'oncogens mentre que la seva desregulació podria causar 

la formació de tumors98,99.  

 

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

 



29 
 

Una de les principals proteïnes implicades en 
l’estructura de l’heterocromatina: HP1 

Estructura d’HP1 i isoformes 
 

Suv39h1 crea un lloc d’unió per l’HP1 (Heterochromatin protein 1), la 

proteïna estructural per excel·lència de l’heterocromatina i una de les més 

importants en seva formació.  

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 fissió (Swi6p) fins a mamífers (HP1α, HP1β i HP1γ), amb un 

paper en la regulació estructural de l’heterocromatina31,100.   

En mamífers cada una de les tres isoformes està codificada pel seu 

propi gen. HP1α està codificada pel gen Cbx5 (“Chromobox homolog 5”), 

HP1β pel gen Cbx1 i HP1γ per Cbx3.  

Aquestes tres isoformes tenen un alt grau de similitud en la 

seqüència d’aminoàcids, aproximadament un 65% (Figura I11)100, i en 

l’organització estructural.  

 

Aquestes tres isoformes són proteïnes 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 regió C-

terminal i units per una regió més variable anomenada “hinge” (HR) (Figura 

I11). 
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Figura I11. Seqüencies d’aminoàcids de les isoformes d’HP1 de ratolí. Aliniament de 

les seqüències d’aminoàcis d’HP1α, HP1β i HP1γ murines. Els asteriscs indiquen els 

aminoàcis conservats entre les tres isoformes. Es diferencien els tres dominis d’HP1: CD 

(vermell), regió hinge (verd) i CSD (blau)19.  
 

El domini chromo (chromatin organization modifier domain) és 

responsable de la unió d’HP1 a la lisina 9 di- i trimetilada de la histona H3. La 

funció de silenciament gènic d’HP1 depèn, entre d’altres, d’aquesta 

interacció. Aquest domini és més un motiu d’interacció amb proteïnes que no 

pas un motiu d’unió a l’ADN100.   

El CD té un paper estructural altament conservat en l’evolució. Totes 

les proteïnes que el contenen poden alterar l’estructura de la cromatina 

afavorint la formació d’heterocromatina, com també és el cas de 

Suv39h132,100. El domini chromo també el trobem a les proteïnes de la família 

polycomb101.  

A part de dirigir-se a heterocromatina a través de la unió a H3K9me3, 

el CD d’HP1 també té com a diana el “histone fold domain” de la histona H3. 

Aquesta unió és d’alta afinitat i es pensa que representa la fracció immòbil 

d’HP1 102. El domini chromo d’HP1 és necessari perquè HP1 s’incorpori a 

heterocromatina, ja que el mutant ΔCD és incapaç de localitzar-se en regions 

d’heterocromatina i queda difús en cèl·lules de ratolí103. Però el 

reconeixement específic de la metilació a H3K9 no és només pel CD, sinó 

que la HR i el CSD també contribueixen en la unió selectiva de HP1 als 

nucleosomes metilats a la histona H3 a lisina 9104.  
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Les modificacions postraduccionals també contribueixin a dirigir les 

isoformes d’HP1 cap a l’HC. En mamífers, HP1α és fosforilada als residus de 

serina del domini N-terminal i aquesta fosforilació juga un paper crític 

modulant l’activitat d’aquesta isoforma d’HP1 per una unió 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’HP1α per 

assegurar la seva unió a cromatina105.  

El CSD està implicat en l’homo- i heterodimerització i com a resultat, 

en la interacció amb altres proteïnes (Figura I12). L’estructura del dímer crea 

una interfase formada per residus conservats i únics en aquest domini que 

poden acomodar proteïnes que contenen la seqüència consens PXVXL100,102.  

Aquest domini és específic de la família d’HP1101.  

 

 
 
Figura I12. Dominis d’HP1 de ratoli i interacció amb diferents factors. Aquest 

esquema representa els tres dominis d’HP1: CD, CSD i la regió “hinge”, i alguns dels 

components amb els que interacciona cadascun els quals són importants per a 

l'estabilitat dels dominis d'heterocromatina19.  

 

Suv39h1 interacciona amb HP1 gràcies a la dimerització del domini 

CSD tot i que Suv39h1 no conté la seqüència consens. HP1 interacciona amb 

el CD de Suv39h186. Aquesta interacció es veu abolida per mutacions en 

residus específics de cada isoforma d’HP1 en el CSD. Les proteïnes d’HP1 

també es dirigeixen a la cromatina gràcies a aquesta interacció i també a 

través de la interacció amb H2A.Z i H1106.  

El CSD i el CD comparteixen una alta identitat de la seqüència 

d’aminoàcids tot i tenir diferents funcions. L’alt grau de similitud suggereix que 

els gens que codifiquen HP1 podrien originar-se a partir de la duplicació 

d’una d’aquestes seqüències dels dominis100.  

Dominis 
d’interacció

Proteïnes que 
interactuen

H3K9 metilat ARN
ADN
chromatina

HP1α, HP1β, HP1γ
p150 de CAF1
Suv39h1
Dnmt1, Dnmt3a 
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La regió “hinge” és la menys conservada d’HP1. Conté una 

seqüència de localització nuclear. La regió hinge és la responsable de la unió 

a ARN i ADN. Ha estat demostrat que modificacions en aquesta regió afecten 

a la localització, interaccions i funció. La regió “hinge” podria ser una regió de 

control central en la regulació de les proteïnes d’HP1100. Una de les 

modifiacions en aquesta regió que afectarien la localització d’HP1α és la 

sumoilació. Aquesta modificació postraduccional podria promoure la unió 

d’HP1 a l’ARN in vivo107. La desumoilació causada per SENP7, localitzada als 

dominis pericèntrics enriquits d’HP1, podria afavorir el manteniment HP1α en 

aquests dominis108.  

Tot i així, s’han descrit modificacions posttraduccionals específiques 

de cada isoforma i la interacció d’aquestes amb diferents proteïnes; això 

explicaria la diferent localització i diferent funció de les isoformes a nivell 

general. En absència de cadascuna de les isoformes d’HP1 s’observen 

fenotips diferents en ratolins cosa que reafirma la diferent funcionalitat 

d’aquestes proteïnes.   

 

 

Modificacions postraduccionals a les isoformes d’HP1 
 

Les isoformes d’HP1 són regulades per modificacions 

postraduccionals com la  fosforilació, acetilació, ubiqüitinització, sumoilació i 

formilació 109. Per exemple, en mamífers, la fosforilació d’HP1α, HP1β i HP1γ, 

és una de les PTM més estudiades d’aquests enzims, sent un dels 

mecanismes a través del qual es regula la seva funció.  

La fosforilació a la regió N-terminal d’HP1α té un paper important en 

la seva localització a cromatina. La fosforilació de la serina 83 d’HP1γ per la 

PKA (proteïna kinasa A), afecta l’activitat de silenciament d’aquesta i serveix 

com a marcador per l’elongació transcripcional105 definint una subpoblació 

d’aquesta isoforma exclusiva per eucromatina. HP1γ fosforilada interacciona 

amb Ku70, una proteïna implicada en la reparació del trencament de doble 

cadena de l’ADN, mentre que la isoforma α interactua amb Ku70 en estat 

desfosforilat110,111.  
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En el cas d’HP1β, sota condicions de dany, està fosforilada per la 

CK2 (caseïna quinasa 2) al residu tirosina 51 localitzat al domini chromo. 

HP1α i HP1γ també són reclutades en llocs de dany a l’ADN però sense 

aquesta modificació específica de residu78. Altres estudis demostren que S89 

a la regió hinge i S175, la qual és única per HP1β entre les tres isoformes 

d’HP1, són els principals llocs de modificació. HP1β fosforilada a S89 i S175 

conserva la seva activitat fonamental d’unió a les histones i cromatina112. 

Canvis en la fosforilació de HP1α i HP1β poden ser conduits per 

l'activació de c-Raf, a part de conduir a la inducció estable de H3K9me3, 

resultant així en una heterocromatinització alterada del genoma109.  

 

 

Substrats d’HP1α, HP1β i HP1γ  
 

Les isoformes d’HP1 són capaces d’interaccionar amb una gran 

varietat de proteïnes implicades en diversos processos biològics. Aquestes 

interaccions poden ser específiques de cada isoforma o generals, per totes 

tres isoformes (Taula I3). Per tant, podem parlar d’exemples tan diversos 

com: 

Les metiltransferases d’ADN Dnmt1 i Dnmt3a, implicades en la 

metilació de CpG19, i Suv39h1, amb la qual s’uneixen, reforcen un estat 

repressiu de la cromatina gràcies a la interacció amb les tres isoformes 

d’HP1. 

En canvi, HP1α forma un complex amb el factor remodelador de la 

cromatina BRG1, que no es forma ni amb HP1β ni amb HP1γ. La regió que 

confereix aquesta unió al CSD d’HP1α és crítica per a l'activitat de 

silenciament d’aquesta isoforma113.  
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Taula I3. Exemples de proteïnes que interaccionen amb les isoformes d’HP1. HP1,

es refereix a HP1 de Drosophila��	
���	
�������	
���s refereix a ratolí i humà a no 

ser que s’especifiqui (Mm, ratolí; Hs, humà); ND, no determinat. Adaptat de100.

Histone H1 HP1 ND

Histone H3 HP1, HP1Mm��� 	
�Mm���	
�Mm� CD

Methyl K9 Histone H3 ������	
���	
����	
����	
� CD

Histone H4 HP1, HP1Mm�� CSD

SUV39H1 	
���	
����	
����	
� CSD

Polycomb HP1Hs���	
�Hs� CSD

Dnmt3a HP1Mm�� ND

Dnmt3b 	
����	
�� ND

Kap-������� 	
����	
����	
� CSD

Rb HP1Hs� ND

MITR HP1Mm�� Linker

BRG1 HP1Mm�� CSD

ATRx HP1Mm���	
�Mm�� CSD

TAFII130 HP1Hs���	
�Hs� CSD

PIM1 HP1Hs� CSD

RNA HP1Mm���	
�Mm� Linker

Reguladors transcripcionals o proteïnes modificadores de la cromatina

CAF-1p150 	
����	
�� CSD

Ku70 HP1Hs�������������-HP1Hs� CSD, Linker

ORC1-6 HP1 CD, CSD

Proteïnes de replicació i reparació del DNA

Psc3 Swi6 CD

INCENP HP1Hs���	
�Hs� Linker

Hsk1/CDC7 Swi6 ND

Ki-67 HP1Mm����	
Mm����	
Mm�� CSD

SP100 HP1Hs����	
Hs����	
Hs�� CSD

Altres proteïnes associades al cromosoma

Nuclear envelope HP1Mm���	
�Mm��� 	
�Mm� CD

Lamin B receptor HP1Hs���	
�Hs���	
�Hs� CSD

Lamin B HP1Mm�� CD

��
�� HP1Mm�� CD

Proteïnes d'estructura nuclear

PROTEÏNA                          ISOFORMA D’HP1                         DOMINI                     IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ



35 
 

També ha estat descrita la interacció d’HP1α amb el supressor de 

tumors Rb el qual està implicat en la repressió transcripcional. Funcionalment 

Rb interactua amb factors clau en la biologia de l’heterocromatina com 

Suv39h1, Dnmt1 i components del complex de remodelació de la cromatina 

SWI/SNF, a part de l’ HP1α. La pèrdua de Rb fa disminuir la mobilitat d’HP1α 

i que desaparegui la trimetilació d’H4K20 en els dominis d’heterocromatina. 

Per tant, fa que HP1α estigui més associada a heterocromatina en absència 

d’aquesta114. La interacció amb Rb també s’ha descrit amb HP1γ115.  

 

 

Localització de les isoformes d’HP1  
 

Tot i la similitud entre les isoformes d’HP1, aquestes mostren un 

patró heterogeni de localització intracel·lular d'acord amb la presència d'una 

àmplia varietat de molècules amb les que interactuen101.  

En la interfase, HP1α es localitza a heterocromatina, HP1β part a 

heterocromatina i part a eucromatina i HP1γ majoritàriament a eucromatina 

(Figura I13). 

  
 

Figura I13. Localització de les isoformes en el nucli de cèl·lules MEFs. IF que mostra 

la localització de les proteïnes d’HP1 endògenes (primera columna). Tinció amb DAPI 

(segona columna). MERGE (tercera columna).  Adaptació figura suplemental116. 

 

Aquesta localització pot variar també segons la fase del cicle cel·lular 

o l’etapa del desenvolupament en que es trobi la cèl·lula.  

HP1                 DAPI                      

α-HP1α

α-HP1β

α-HP1γ

Merge

IN
TR

O
D

U
C

C
IÓ

 



36 
 

Durant la mitosi, una fracció d’HP1α, però no HP1β ni HP1γ, està 

retinguda a la regió pericentromèrica dels cromosomes, on es porten a terme 

funcions importants per a la cohesió del centròmer i la formació del cinetocor i 
podria ser necessari per identificar i definir aquesta àrea especialitzada de 

l'heterocromatina en tot el cicle cel·lular117. Durant aquesta fase, però, la 

majoria de proteïnes d’HP1 són alliberades de la cromatina gràcies a la 

fosforilació transitòria de la serina 10 de la histona H3, per part de la kinasa 

mitòtica Aurora B. Aquesta modificació és suficient per expulsar les proteïnes 

HP1 dels seus llocs d'unió i permetre l'accés dels factors necessaris per a la 

mediació de condensació de la cromatina i l'adequada segregació de 

cromosomes durant la mitosi118.  

Recentment s’ha descrit que durant la divisió cel·lular mitòtica, en la 

fase G2/M, HP1γ colocalitza i és fosforilada en la serina 83 (Ser83) per 

l’Aurora A, sent aquesta fosforilació necessària per a la correcta execució de 

la divisió cel·lular119.  

Respecte el desenvolupament, la majoria de cèl·lules indiferenciades 

tenen un fenotip d’HP1α i γ difús, en canvi HP1β es manté localitzada a les 

regions d’heterocromatina103.  

La localització de les isoformes d’HP1 als foci d’heterocromatina 

també pot variar segons la presència o absència d’altres proteïnes importants 

en aquestes regions. Per exemple, la pèrdua de Suv39h1/h2 deslocalitza 

completament les isoformes d’HP1 en les regions d’heterocromatina116.  

Particularment interessant és el cas d’HP1γ, ja que necessita la 

presència de les isoformes α i β d’HP1 per localitzar-se als foci d’HC en 

MEFs. Al doble KO per aquestes dues isoformes, HP1γ es troba difusa pel 

nucli. Contràriament, la localització de H3K9me3 i Suv39h1 es manté tant en 

presència com en absència d’HP1α i HP1β indicant que els territoris 

d’heterocromatina no estan afectats per l’absència d’aquestes dues 

isoformes103.  
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Funcions i implicacions d’HP1 
 

La contínua llista en expansió de proteïnes que interactuen amb HP1 

indiquen que podria estar involucrat en la regulació de més processos 

biològics que els estrictament relacionats amb la formació d’heterocromatina. 

Entre aquests: replicació de l’ADN, reparació del dany a l’ADN i activació de 

la transcripció en regions eucromàtiques105,109.  

HP1 assegura l’estabilitat dels dominis d’heterocromatina a través de 

la seva unió transitòria a la cromatina i el seu intercanvi dinàmic32. A més a 

més, s’ha descrit que la pèrdua d’aquesta causa defectes de segregació 

cromosómica i, concretament en absència de la isoforma β, letalitat120.  

Estudis recents en cèl·lules de mamífer relacionen HP1 amb el 

reclutament de cohesines a l’heterocromatina pericèntrica a través de la 

interacció amb Suv420121.   

HP1 també ha estat implicat en el manteniment i estabilitat del 

telòmer ja que s’ha demostrat la localització d’HP1γ als telòmers a la fase S 

on aquest és requerit per establir i mantenir la cohesió. A més, el lloc d'unió 

d’HP1 a TIN2 (media la funció telomèrica en humans) és necessari per a la 

cohesió dels telòmers germans i pot impactar en el manteniment de la 

longitud dels telòmers per la telomerasa122. 

Tant l’HP1c de Drosophila com l’HP1γ en mamífers, s’han trobat en 

dominis de la cromatina activa on interaccionen i colocalitzen amb l’ARN 

polimerasa II (RNApol II), relacionant-se amb la regulació de la 

transcripció123,124, com ja s’ha esmentat anteriorment.  

El reclutament per part d’HP1 de factors de replicació d'ADN ha 

demostrat ser important per a la replicació de l'heterocromatina pericèntrica 

en ratolí. HP1 s’associa amb proteïnes implicades en la replicació de l’ADN 

com el factor d’ensamblatge de cromatina CAF1109, així com amb diversos 

membres del complex de l’origen de replicació. Com que l'heterocromatina 

pericèntrica és replica relativament tard, l'associació d’HP1 amb aquestes 

proteïnes pot ser crucial per assegurar una adequada finalització de la 

replicació de l'ADN en les últimes etapes de la fase S en cèl·lules 

eucariotes125. 
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Les isoformes d’HP1 estan implicades en la reparació del dany a 

l’ADN a través de la seva reclutació als llocs afectats, per exemple, per 

estrès. Majoritàriament implica la seva interacció directa amb CAF1109. Degut 

al dany, les isoformes d’HP1 desencadenen la seva dissociació transitòria de 

la cromatina per facilitar la resposta al dany a l’ADN126. Les isoformes estan 

implicades en vies de reparació del dany a la doble cadena de l’ADN, incluint 

la recombinació homòloga (HR) i l’anellament de cadena simple (SSA). 

Estudis recents descriuen que HP1α i HP1β estimulen HR i SSA, en canvi 

HP1γ té un paper inhibitori127. 

HP1 també està relacionada amb tumorogènesis. Alguns estudis 

descriuen que nivells reduïts estan associats amb la progressió del càncer de 

mama i el de meduloblastona, entre d’altres78,128. Contràriament, altres autors 

relacionen l’expressió de les isoformes d’HP1 amb càncer com per exemple 

en el de próstata on HP1β i HP1γ es troben incrementades129.  

 

Estudis en ratolins KO per cada una de les isoformes han donat lloc a 

diferents fenotips demostrant que les proteïnes d’HP1 no són funcionalment 

redundants a nivell global de la cèl·lula102.   

Als estudis per entendre la funció d’HP1α no s’ha vist cap alteració en 

els ratolins amb la mutació nul·la de Cbx5. Per tant, no sembla tenir cap 

funció imprescindible per la viabilitat cel·lular que no puguin compensar les 

altres isoformes. Són indiferenciables dels WT, indicant que la seva funció és 

redundant130.  

Respecte HP1β té un paper molt important en el desenvolupament ja 

que la mutació nul·la de Cbx1-/- provoca letalitat perinatal131. La pèrdua 

d’aquesta isoforma condueix a un defectuós desenvolupament 

neuromuscular i de l'escorça cerebral. El defecte en aquest últim és probable 

que sigui el resultat d’un alt increment en l’inestabilitat genòmica 102.  Per tant, 

el fenotip nul de Cbx1 en ratolins és més greu que el de Suv39h1/h2 doble 

mutant131.  

En cèl·lules Cbx3hypo (nivells molt reduïts d’HP1γ), es produeixen 

defectes en l’espermatogènesis. Per tant, HP1γ s’ha descrit ser requerida per 

una adequada renovació i supervivència de les cèl·lules germinals130.  
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No obstant, diferències entre les tres isoformes d’HP1 a nivell de foci 

d’HPC encara no han estat descrites. 

 

 

Formació d’heterocromatina constitutiva: Suv39h1 i 
HP1  

 

En mamífers, la formació d’heterocromatina i silenciament gènic es 

podria dur a terme a través del reconeixement per part de factors de 

transcripció de seqüències específiques d’ADN com elements d'ADN 

repetitius, concretament grups de seqüències satèl·lit i elements de 

transposició, que es troben en els centròmers i telòmers132. Els factors de 

transcripció reprimirien la producció d'ARN dels major satèl·lits mitjançant 

l'associació amb l'ADN dins de l'heterocromatina pericèntrica133. Aquests 

mecanismes basats en l'ADN poden cooperar amb els mecanismes basats 

en l’ARN, el qual és un component estructural important en HPC, per acoblar 

eficientment a l’heterocromatina. A més a més, els transcrits generats a partir 

dels major satèl·lits també podrien estar implicats a la formació i silenciament 

de l’heterocromatina.  

Aquests factors ajudarien a reclutar enzims modificants d’histones 

com HMT i metilarien els nucleosomes necessaris pel reclutament d’HP1 

(Figura I14). 

 
Figura I14. Model de formació d’heterocromatina. Es proposa un model a partir de la 

unió de factors de transcripció (TF) a les seqüències repetitves d’ADN de l’HC i el 

posterior reclutament d’HMT i HP1133. 

 

Heterocromatina

ARN heterocromàtic
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Un cop reclutat l’HP1, aquest successivament reclutaria Suv39h que 

metilaria específicament H3K9 formant llocs d’unió per molècules d’HP1 i així 

s’aniria propagant en els successius nucleosomes donant lloc a la formació 

d’HC3.  

Recentment s’han descrit factors que intervenen en el reclutament de 

Suv39h a través de la interacció amb les seqüències repetitives dels major 

satèlits. Aquests factors són els factors de transcripció Pax3 i Pax9. Ambdues 

proteïnes són necessàries per reprimir els transcripts no codificants de les 

repeticions de major satèl·lits.  

Les proteïnes d’HP1 no només promouen la propagació de 

l'heterocromatina, sinó també el reclutament de complexos de proteïnes amb 

diverses activitats enzimàtiques essencials per a la formació d’aquesta. La 

presència de nombrosos efectors que estan involucrats en diferents 

processos cromosòmics en el domini d’heterocromatina contribueix a 

l’actuació de l'heterocromatina com una plataforma dinàmica. Per exemple, 

l'heterocromatina podria servir per reclutar factors implicats en diversos 

processos com ara el “cell-type switching”, la cohesió de cromàtides 

germanes i el silenciament de la transcripció gènica, entre d’altres 134,132. Un 

exemple d’interacció amb les isoformes d’HP1 és el dels enzims Suv420h 

(Suv420h1.1, Suv420h1.2 i Suv420h2), aquesta interacció suggereix un 

mecanisme seqüencial d'establir trimetilació d’H3K9 i H4K20 a 

heterocromatina pericèntrica66. A més a més, trobem també que Suv4-20h2, 

a part de Suv39h1, és crucial pel reclutament del complex de cohesines a 

heterocromatina pericèntrica per la cohesió de cromàtides germanes i la 

correcta segregació cromosòmica. El que demostra que la via 

d'heterocromatina és important per a l'establiment adequat dels nivells de 

cohesina pericèntrica (Figura I15)56. 
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Figura I15. Via per la formació d’heterocromatina. Esquema de l’actuació seqüencial 

dels diferents enzims i factors necessaris per la formació d’heterocromatina i el 

reclutament de cohesines56.  

 

 

Localització “de novo” d’HP1 a l’HC per la seva formació  
 

S’ha descrit la localització “de novo” d’HP1α a heterocromatina 

pericèntrica gràcies a la sumoilació d’aquesta isoforma. HP1 sumoilat 

reconeix i s’uneix als transcrits de major satèl·lits, establint-se en aquesta 

regió a través del reconeixement de la metilació d’H3K9 per part de Suv39h. 

L’acumulació d’HP1 implica un bucle en el qual l’HP1α nou s’uneix 

directament a la cromatina per multimeritzar amb altres molècules d’HP1α o 

per associar-se amb altres proteïnes i amb H3K9me3, propagant així la 

formació d’heterocromatina pericèntrica (Figura I16)107. 

 

 

 

repeticions major satèl·lits

H3K9me1 en el citoplasma

H3K9me3

HP1 uneix H3K9me3

H4K20me3

complex
cohesines

H4K20me3

H3K9me3
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Figura I16. Model de la localització “de novo” d’HP1α a l’heterocromatina 
pericèntrica. Representació esquemàtica del nucli amb dominis pericèntrics enriquits 

amb HP1 (rosat) i els major RNA (verd). I ampliació d’aquest on s’ilustren les proteïnes i 

modificacions implicades en aquest procés de nova localització d’HP1 en aquestes 

regions d’heterocromatina pericèntrica i progressió de la formació d’aquesta107.   

 

 

HC a la replicació de l’ADN   
 

Els dominis d'heterocromatina repliquen durant la fase S i l’ADN 

recentment sintetitzat ha de conservar els trets epigenètics de 

l’heterocromatina. Per això les regions pericentromèriques poden 

descondensar per permetre l'entrada de la maquinària de replicació de l'ADN, 

no obstant, una vegada que la heterocromatina ha estat replicat, ha de ser re-

silenciada novament. La concentració total d’HP1 es manté en les regions 

d'heterocromatina pericèntriques i s’associa amb proteïnes implicades en la 

replicació de l’ADN com CAF1, un complex de 3 subunitats (p150, p60, p48) 

que media la deposició d’histones H3 i H4 sobre l'ADN recentment replicat en 

ambdues regions eucromàtiques i heterocromàtiques109. 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 pericèntriques. 

CAF1 i SETDB1 suggereix un mecanisme molt coordinat per 

assegurar la propagació de H3K9me3 en heterocromatina pericèntrica durant 

localització d’HP1α
(dependent de SUMO)

Estabilització d’HP1α
(dependent de Suv39)

Acumulació d’HP1α
(bucle d’autoreforçament)

Major ARN

Major  forward ARN

Chromocenter ric en HP1

Major satèl·lit d’ADN
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la replicació de l'ADN135. La interacció d’HP1-CAF1 també es requereix per la 

progressió de la fase S en cèl·lules de ratolí. HP1α murí i humà també pot 

interactuar amb les múltiples subunitats d’ORC i aquest  pot participar en 

l'establiment de silenciament heterochromatic109.  

No obstant, no es sap la implicació específica de cada isoforma en 

l’organització i regulació del foci d’heterocromatina constitutiva. 

 

 

Manteniment de l’estabilitat genòmica sota 
condicions d’estrès: Paper de SirT1 
 

Tots els organismes han d'adaptar-se als canvis ambientals, en 

particular els que afectem al metabolisme o a l’homeostasi energètica. 

Aquestes condicions indueixen una resposta protectora coordinada, cosa que 

implica l'ús dels recursos disponibles de manera més eficient i assegura 

l’estabilitat genòmica136. Aquests processos abarquen dues dianes principals: 

els mitocòndris i la cromatina, que estan estretament vinculats amb el control 

de l'envelliment i la vida mitja46. Les dades obtingudes durant l'última dècada 

han suggerit que els membres de la família de les sirtuïnes són importants en 

la detecció i la coordinació de les respostes dirigides a la cromatina i als 

mitocondris137. 

Les sirtuïnes controlen la integritat genòmica de la cèl·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 regulació de l’estructura de la cromatina en el manteniment de 

l’estabilitat genòmica138.  

S’ha descrit a través d’estudis en ratolins KO per les diferents 

sirtuïnes, que les SirT1-4 i 6, SirT3 i SirT4 a través del metabolisme, són les 

que estan implicades en el manteniment de l’estabilitat genòmica, ja que els 

resultats mostren clarament l’augment dels nivells de la inestabilitat 

genòmica, com indiquen els alts nivells de dany a l’ADN, la reparació 

defectuosa de l’ADN  i les aberracions cromosòmiques45.  
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Descripció i estructura de SirT1  
 

SirT1 és la més estudiada de les sirtuïnes, mostra la més àmplia 

gamma de funcions, així com la més àmplia varietat de substrats entre les 

sirtuïnes5.  

La desacetilasa SirT1 humana conté un cor catalític conservat en les 

sirtuïnes i ambdues extensions N- i C- terminals serveixen com a plataformes 

per interaccionar amb proteïnes reguladores i substrats, la qual cosa fa que 

pugui estar implicada en moltes funcions. També conté dues senyals de 

localització nuclear i dues d’exportació nuclear43. Per tant, tot i ser una 

proteïna nuclear, la localització de SirT1 pot variar segons el tipus cel·lular, 

etapa de desenvolupament i condicions d'estrès. 

SirT1 s’expressa en tots els òrgans però és més prevalent en els 

teixits més energèticament depenents com per exemple en múscul o teixit 

adipós5. 

 

Regulació de SirT1 
 

SirT1 pot estar regulada a través del control de la seva expressió 

gènica per factors de transcripció com, per exemple, E2F1 el qual s’uneix 

directament al promotor de SirT1 incrementant la seva expressió gènica. 

Successivament, la funció de desacetilació de SirT1 inhibeix l’activitat 

transcripcional d’E2F140,139. Un altre cas és el supressor de tumors p53 que 

en resposta a estrès i sota condicions de dejú s’uneix amb el factor de 

transcripció FOXO3a estimulant l’expressió de SirT1, contràriament, sota 

condicions normals la reprimeix. També c-Myc incrementa l’expressió gènica 

de SirT1, i successivament SirT1 media la desacetilació de c-Myc permetent 

la degradació proteica d’aquest40. 

L’activitat de SirT1 també pot ser regulada per modificacions 

posttraduccionals com la fosforilació per part de la cyclinB/CdK1, d’una 

manera depenent de cicle cel·lular, reduint l’activitat de la desacetilasa140; 

SirT1 també pot ser fosforilada per la quinasa associada a l’estrès JNK2 (c-

Jun N-terminal kinase 2), una fosforilació associada amb la regulació de la 
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seva estabilitat proteica141; i per la CK2 (casein kinase 2) que juntament amb 

SirT1 són reguladors clau de funcions biològiques similars incluïnt 

remodelació de la cromatina, progressió del cicle cel·lular, i supervivència o 

apoptosis142. Múltiples llocs conservats de fosforilació s’han identificat dins de 

SirT1 els qual són dianes potencials per una varietat de kinases com ATM, 

CK1 (casein kinase 1), DNA-PK (DNA-depenent proteïna kinase), entre 

d’altres143.  

D’altra banda, a més de la fosforilació, sembla que la S-nitrosilació de 

SirT1 afecta l'activitat catalítica de l’enzim144.  

També la sumoilació de SirT1 regula la seva activitat enzimàtica 

activant-la. L’exposició de cèl·lules a diferents tipus de condicions d’estrès 

com irradiación UV o peròxid d’hidrogen resulta en una desumoilació de SirT1 

mediada per la SENP1 (desumoylase sentrin-specific protease 1) i la 

inactivació de la seva funció desacetilasa40.  

SirT1 també pot estar regulada per altres factors com pot ser la ratio 

NAD+/NADH. Els nivells de NAD+ augmenten en teixits de mamífer en 

resposta a estressos relacionats amb energia o nutrient com l’exercici, el 

dejuni, o la restricció calòrica i fa que l’activitat de SirT1 es vegi reforçada144.  

 

 

Funcions en les que està involucrada SirT1 i les altres 
sirtuïnes 

  

Les sirtuïnes, a part del seu paper principal en el manteniment i 

formació de l’heterocromatina, estan implicades en una àmplia quantitat de 

funcions biològiques com en la supervivència cel·lular, reparació de l’ADN, 

regulació metabòlica, diferenciació cel·lular i desenvolupament, estabilitat 

genòmica, estabilitat dels telòmers i organització de la cromatina sota estrès. 

Les sirtuïnes modulen totes aquestes vies cel·lulars a través de la regulació 

de la funció de substrats histònics i no histònics com factors de transcripció, 

enzims metabòlics i maquinària de la cromatina, entre d’altres5,41,145. Molts 

d’aquests papers en els que estan implicades les sirtuïnes, són executats a 
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través de l’expressió gènica, i per tant, a través de la regulació de la 

cromatina5.   

 

Funció de SirT1 en la formació d’HF 

Una de les principals funcions de SirT1 es el seu paper en el 

silenciament gènic i formació 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 

pèrdua de SirT1 es correlacionava amb un augment global de H4K16Ac i 

H3K9Ac, juntament amb una pèrdua de marques d'heterocromatina tals com 

H3K9me3 i H4K20me1146.  

SirT1 està implicada en la formació d’HF a través d’interaccions amb 

una varietat de proteïnes associades a la cromatina, com factors de 

transcripció i coreguladors.  

Sota el reclutament a cromatina, SirT15,145 coordina la formació d’HF 

desacetilant H4K16Ac i H3K9Ac, també com el reclutament i desacetilació 

d’H1K26Ac i correlaciona amb una pèrdua de la marca activa H3K79me2. 

Seguidament SirT1 recluta i desacetila Suv39h1 promovent la metilació 

d’H3K9me3. H3K9me3 és reconegut per la proteïna estructural 

d’heterocromatina HP1 a través del seu domini chromo, establint les bases de 

l’estructura de l’heterocromatina44,146 (Figura I17). 

SirT1, promou l'establiment de marques d'heterocromatina, com s’ha 

comentat, d’H3K9me3, però també de l’H4K20me1, les propaga en tota la 

regió de codificació del gen5,31.  
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Figura I17. Model la formació d’heterocromatina facultativa mitjançant SirT1.  
Esquema del procés de propagació de l’HF iniciada pel reclutament de SirT1 per factors 

de transcripció, seguit de la desacetilació d’histones per part de SirT1 i el reclutament 

d’H1 (part superior) i de Suv39h1 (part intermitja) el qual atreu HP1 a través de la 

modificació produïda (H3K9me3) desencadenant-se la propagació de l'heterocromatina5.  

 

 
Funció de SirT1 a l’HC 

La rellevància de la relació entre SirT1 i Suv39h1 va més enllà de 

l’HF, també  afecta l’HC, que dóna suport a un paper general de SirT1 en la 

organització global de les dues formes d’heterocromatina dels mamífers.  
En treballs previs del grup, fibroblasts embrionaris de ratolí (MEFs) 

derivats de ratolins SirT1-/- mostren una pèrdua completa dels nivells 

d’H3K9me3 i d’HP1α al foci d’HC en aproximadament el 50% de les cèl·lules 

(Figura I18A,B), demostrant una implicació directa en aquest fenotip. Però el 

fet de que en condicions normals SirT1 mai s'ha trobat en els foci d'HC en 

Dimetilasa d’H3K79me2
Activitat d’intercanvi d’histonesO
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estudis d’immunofluorescència (Figura I18C), fa que no estigui clar com SirT1 

promou la metilació d’H3K9 en aquestes regions5 suggerint que aquesta 

relació és més complexa i va més enllà d’una simple interacció. 

 

 
 
 

Figura I18. Relació entre SirT1 I Suv39h1 in vivo. A IF de MEFs WT i SirT1-/- on es 

detecta la distribució de DAPI (a, e), H3K9me3 (b, f) i HP1 (c, g). Una imatge fusionada 

d'ells es mostra (d, h). B La quantificació de cèl·lules a (A). C MEFs WT van ser 

transfectades amb SirT1, i es van analitzar per immunofluorescència per a la distribució 

de H3K9me3 (j), etiqueta Flag (k), i la tinció amb DAPI (i). Una imatge fusionada de DAPI 

i H3K9me3 es mostra (l). Les imatges que es mostren són representatives de 

l'experiment. Es va verificar la col·localització d’HP1 i H3K9me3 sobre DAPI. Les cèl·lules 

que mostren col·localització es van expressar com una freqüència del nombre total de 

cèl·lules72.  
 

 

Altres funcions de SirT1 

SirT1 té un paper important en el manteniment de l’estabilitat 

genòmica ja que en cèl·lules SirT1-/- s’observa una condensació cromosomal 

reduïda en la metafase, la qual interfereix amb la progressió mitòtica, 

conduïnt a ruptures cromosòmiques, desigual segregació cromosòmica i 

aneuploïdies45.  

A
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El paper de SirT1 en el manteniment dels telòmers en els mamífers a 

creat una certa controvèrsia. D'una banda, hi ha evidències que suggereixen 

que SirT1 inhibeix l'activitat de la telomerasa a través d'un paper traduccional 

en l'estabilitat de la subunitat catalítica TERT, mentre que per l'altra banda, 

els resultats de cèl·lules SirT1-/- revelen que l’esgotament de SirT1 resulta en 

l'augment de la inestabilitat del genoma i en aberracions telomèriques que 

contribueixen a la disminució de creixement cel·lular41.  

SirT1 és important en la viabilitat ja que la pèrdua d’aquest resulta en 

la mort prenatal o perinatal en la meitat dels individus, i la meitat restant 

pateixen defectes en la gametogènesi i esterilitat, i altres tipus de problemes5.  

SirT1 contribueix en la progressió del cicle cel·lular, senescència o 

apoptosis a través de la interacció, a diferents nivells, amb p53, que va ser el 

primer substrat identificat per SirT1 en mamífers. Durant el cicle cel·lular els 

nivells de SirT1 correlacionen positivament en la divisió cel·lular i 

disminueixen a la sortida. Uns altres substrats de SirT1 són FOXO3 i FOXO4. 

Aquests són desacetilats sota estrès induïnt la parada del cicle cel·lular en 

lloc de l'apoptosi40. SirT1 també controla el cicle cel·lular a través de la 

regulació de Rb i d’E2F1 desacetilant-los i conseqüentment inhibint l’activitat 

proapoptòtica d’E2F1, i promovent la fosforilació de Rb inhibint la seva 

activitat per entrar a la fase S, induïnt així la proliferació cel·lular. A més, Rb 

forma un complex amb Suv39h1 i HDAC1, 2 i 3, suggerint una important 

relació entre Suv39h1 i SirT1. SirT1 també uneix i desacetila pRb participant 

en la via de pRb en resposta a estrès oxidatiu45.  

SirT1 també intervé en la reparació de diferents tipus de dany a 

l’ADN, incluint l’estrès oxidatiu. SirT1 és reclutat en llocs on es produeix el 

dany i modula l’expressió de gens implicats en la reparació de l’ADN40. Per 

exemple, en mamífers, SirT1 promou la supervivència per la reparació de 

l'ADN per desacetilació del Ku70, que està implicat en la via NHEJ41,147. A 

més a més, en DBS (dany en doble cadena), SirT1 recluta  factors que 

participen en la procés de reparació del dany de l’ADN. SirT1 també participa 

en la reparació per escissió de nucleòtids (NER), la principal via de reparació 

que s’indueix pel dany causat pels raigs ultraviolats (UV)45.  

SirT1 també participa en la regulació metabòlica desacetilant 

directament enzims metabòlics nuclears com la isoforma ACS nuclear o 
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regulant la cromatina mitjançant la promoció de silenciament o activació 

específica de teixit d'un conjunt diferent de gens relacionats amb el 

metabolisme. Íntimament relacionat amb el sistema endocrí, SirT1 participa al 

programa d'expressió d'una àmplia varietat de receptors nuclears d'hormones 

i altres reguladors del metabolisme com PGC-1α, (relacionat amb el 

metabolisme glucosídic) o PPAR-γ (del metabolisme lipídic) 41.  

SirT1 està implicat en desenvolupament a través d’EZH2. Ambdós 

formen part del complex PRC4 durant el desenvolupament en els mamífers41. 

A més, en ratolins KO de SirT1 s’ha demostrat que SirT1 és important pel 

desenvolupament, observant-se la hiperacetilació de p53 i indicant que SirT1 

és crucial per a l’apoptosi mediada per p53. Ratolins mutants per SirT1 i per 

p53 desenvolupen tumors en múltiples teixits, fet que destaca el possible 

paper de SirT1 en la regulació de p53144.  

A més, SirT1 també està implicada en funcions específiques en les 

principals malalties neurodegeneratives. Té un paper neuroprotector en la 

malaltia d'Alzheimer, bloqueja l'acumulació de les proteïnes β-amiloide i tau 

en el cervell. En el Parkinson SirT1 evita l’agregació de “misfolded α-

synuclein”, mitjançant l'activació de les xaperones. Finalment en la malaltia 

de Huntington l’activitat desacetilasa de SirT1 redueix l'acumulació de la 

proteïna mutant tòxica de Huntington148,149. L’absència de SirT1 dóna lloc a 

un deteriorament de la memòria, la funció cognitiva, i l'aprenentatge espacial, 

i l'expressió de gens importants per plasticitat sinàptica i el metabolisme es 

redueix144.  
Caldria destacar que SirT1 també està relacionada amb la malaltia 

cardiovascular, amb la lesió miocàrdica i amb l’arteroesclerosi148,150.  
SirT1 té un paper dual en tumorogènesis. Molts càncers humans 

exhibeixen nivells reduïts de SirT1 en comparació amb els controls normals i 

els ratolins mutants de SirT1 presenten una major incidència de càncer. Per 

tant, SirT1 pot actuar com un supressor de tumor a través del seu paper en la 

resposta al dany de l'ADN i la integritat del genoma144,151. Però també hi ha 

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 sirtuïnes 

 

Respecte les altres sirtuïnes, per exemple SirT2, igual que SirT1, 

ajuda a mantenir l’estabilitat genòmica i actua com a supressor de 

tumors65,152. Durant el cicle cel·lular, SirT2 desacetila H4K16Ac, important per 

entrar a la fase S i per la deposició de la monometilació d’H4K20, una marca 

del control del cicle cel·lular i estabilitat genòmica65. En el cas de SirT6, la 

seva absència, en ratolins, mostra un fenotip d’envelliment, pateixen 

inestabilitat genòmica i tenen defectes metabòlics seriosos153. També 

desacetila H3K9Ac i promou repressió gènica. SirT6 està implicat en el 

manteniment i funció dels telòmers. És una de les sirtuïnes més actives, 

juntament amb SirT1, en el control de reparació de l’ADN. SirT7 està associat 

amb gens d’rARN actius, implicat en la transcripció de l’ARN Pol I i ajuda a 

l’expressió de l’rADN per reprendre-la després de la mitosi154. L’absència de 

SirT7 també promou un fenotip d’envelliment155 com SirT6, i està associada 

amb un increment de sensibilitat a estrès oxidatiu, la qual cosa també 

suggereix una relació amb la protecció genòmica. 

En el cas de les sirtuïnes mitocondrials: SirT3, promou longevitat, la 

seva absència en fibroblasts embrionaris de ratolí exhibeix una fisiologia 

mitocondrial anormal, inestabilitat genòmica i increment dels nivells de 

superòxid 156. També podria regular la cromatina, igual que SirT1, a través de 

la desacetilació d’H4K16Ac i H3K9Ac i a promotors de gens relacionats amb 

la resposta a estrès. Diferents estudis indiquen que actua com a supressor de 

tumors45. També com SirT1, incrementa sota restricció calòrica157. SirT4, 

influeix en la resposta del metabolisme cel·lular al mitocondri per dany a 

l’ADN i a la tumorogènesis com a supressor de tumors158. SirT5 és important 

en el metabolisme mitocondrial157.  

 

Resposta de la cromatina sota estrès: actuació de SirT1 
 

En un organisme, els diversos factors que contribueixen a la 

desestabilització del genoma i que comprometen durament la seva integritat 

inclouen diferents formes d'estrès, com ara l'estrès oxidatiu (que pot ser 
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causat per ROS), l'estrès genotòxic (incluïnt radiació ionitzant) i estrès 

metabòlic (com per exemple la restricció calòrica)46.  

El tema de les sirtuïnes i l’estrès ha estat molt estudiat ja que 

aquestes ajuden a coordinar la resposta davant d’estrès gràcies a la detecció 

de canvis en la proporció de NAD+/NADH que es deriva del fet de la seva 

activitat enzimàtica requereix NAD+5,159. L’adaptació davant l’estrès per 

controlar l’estabilitat genòmica, per part de SirT1, és portada a terme a través 

de diversos mecanismes (Figura I19), dels quals ens centrem en la regulació 

de l’estructura de l’HF i l’HC45.  

 

 
Figura I19. SirT1 i mecanismes d’estabilitat genòmica sota estrès. Les sirtuïnes 

participen en múltiples mecanismes per mantenir l'estabilitat genòmica sota condicions 

d’estrès a través de la reparació de l’ADN, del control del cicle cel·lular, de la regulació de 

factors de transcripció i de la regulació de la cromatina a través de la formació de l’HF o 

de la reorganització de l’HC. Adaptació45.   

 

L’estrès (per exemple, restricció calòrica) pot requerir silenciament, el 

qual podria estar associat amb formació d’heterocromatina i l’herència 
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epigenètica. Totes les principals formes d'estrès que impliquen sirtuïnes 

podrien actuar a través d’aquest mecanisme, formant HF45. 

SirT1, a través de la formació d’HF, ajuda a regular l'expressió en 

resposta a l'estrès de numerosos factors de transcripció, entre ells NF-kB, 

p53, HIF-1α, FOXO, E2F1 i HSF1160,161,162. SirT1 promou silenciament 

epigenètic de les dianes regulades per aquests factors mitjançant la 

coordinació de diversos esdeveniments en col·laboració amb altres enzims 

responsables de les modificacions d'histones característiques 

d’heterocromatina i una conseqüent propagació d’aquestes. SirT1 promou la 

propagació d’H3K9me3 a través d’una relació funcional amb Suv39h1 

formant així l’HF72. Un clar exemple de formació d’HF induïda per SirT1, és la 

inhibició de l’expressió dels gens ribosomals sota estrès oxidatiu. Sota 

aquestes condicions SirT1, Suv39h1, i nucleometilina indueixen la formació 

d’HF en rADN, silenciant l’expressió de gens ribosomals i disminuïnt la 

producció cel·lular de proteïnes per tal de mantenir l’estabilitat 

genòmica163,164,165.  

Finalment podríem dir que durant la resposta a l’estrès, SirT1 té un 

paper molt important a l’HC i en l’establiment i manteniment de regions 

pericentromèriques i telomèriques45. SirT1 està implicat en el manteniment de 

la integritat genòmica de l’HC sota condions d’estrès 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 

protecció de l’heterocromatina constitutiva sota condicions d’estrès.  

Això s’ha traduït en dos subobjectius específics: 

 

1.- Entendre la contribució de la cromatina per SirT1 en condicions 

d’estrès.  

Considerant la importància de l’HC en l’organització global de la 

cromatina i en l’estabilitat genòmica i la implicació de SirT1 per fer front a 

condicions adverses, ens vam dirigir a entendre la relació funcional entre 

SirT1 i l’estructura de l’HC. A partir de la important relació descrita entre SirT1 

i Suv39h1 en la formació de l’HF, es va observar que la relació entre 

aquestes dues proteïnes també és crucial per la formació d’HC72. Per tant ens 

centrem en entendre com respon la cromatina enfront a condicions d’estrès, a 

través de la relació entre SirT1 i Suv39h1 per tal de mantenir una adequada 

estructura en l’HC i preservar així la protecció genòmica.  

 

2.- Demostrar si aquesta relació està conservada entre les isoformes 

d’HP1 i Suv39h1, ja que semblen regular Suv39h1 de la mateixa manera que 

SirT1 en l’HC.  

Tenint en compte el coneixement de l’HC, que és mínim, els nostres 

estudis s’han centrat en entendre la seva estructura, a través de la 

caracterització del paper de les isoformes d’HP1, en condicions normals i 

d’estrès.  
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Primera part 
 

Sabem que SirT1 està implicat en la formació d’HF a través d’una 

relació funcional amb Suv39h1. Però SirT1 també regula l’HC depenent de 

Suv39h1 a través d’un mecanisme desconegut72. 

Considerant la importància de l’HC en l’organització i estabilitat de la 

cromatina global, i les seves implicacions funcionals en l’envelliment i la 

durada de la vida166, definir si i com SirT1 ajuda a mantenir l'estructura HC 

podria ser per a determinar les conseqüències durant la resposta a l'estrès en 

l'estabilitat del genoma. 

Per aquest motiu, en aquesta primera part de la tesi, ens vam centrar 

en entendre la connexió entre SirT1 i l’estructura de l’HC a través de l’estudi 

de la relació entre SirT1 i Suv39h1, ja que com s’ha comentat anteriorment, 

aquesta relació és crucial per la formació d’HC. 

 

SirT1 controla els nivells de proteïna Suv39h1 
 

Primer de tot, vam caracteritzar una possible modulació dels nivells 

de Suv39h1 per part de SirT1, independentment de la regulació d’H3K9me3 

ja estudiada en estudis previs del grup. Els resultats obtinguts van mostrar 

que un augment en els nivells de SirT1 en cèl·lules HeLa correlacionava 

consistentment amb nivells més alts ja sigui de Suv39h1 endogen o 

sobreexpressat a nivell de proteïna (Figura R1). Confirmant una regulació per 

part de SirT1 dels nivells de Suv39h1. 

 

 
Figura R1. L’increment dels nivells de SirT1 es correlaciona amb nivells més alts de 
Suv39h1. Western blot de cèl·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 proteïna o si 

també es produïa a nivell d’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 conseqüència de la presència o 

absència de SirT1 (Figures R2A i R2B). Per tant, SirT1 exerceix el seu efecte 

a nivell de proteïna i no d’ARN, ja que no varem observar la regulació dels 

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

 
Figura R2. Els nivells d’ARN de Suv39h1 no estan afectats per SirT1. A Nivells 

d'ARN de SirT1, Suv39h1 i actina a cèl·lules 293 (A) per RT-PCR. B Nivells d'ARN com a 

(A), però utilitzant MEFs WT, SirT1-/- o Suv39h1/2-/-. 

 

Un cop observat l’efecte de SirT1 sobre Suv39h1, vam determinar si 

aquesta afectació era específica i independent de la seva activitat catalítica 

sobreexpressant  SirT1 actiu (FS1) i un mutant d’aquest catalíticament inactiu 

(FS1M). Ambdós van produir nivells més alts de Suv39h1, en canvi amb una 

altra sirtuïna, per exemple SirT2, no es va observar cap efecte (Figura R3A), 

per tant, sembla una regulació específica de SirT1 independent de la seva 

activitat. Per descartar que aquest efecte fos un artefacte de l’etiqueta FLAG 

de SirT1, la vam substituir pel domini d'unió 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 transfecció, mitjançant la generació 

d'una línia cel·lular estable que expressa Myc-Suv39h1 de forma constitutiva, 

i FLAG-SirT1 de forma induïble. En aquest cas, la inducció 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 participació directa de SirT1 (Figura R3C). 
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Figura R3. Regulació 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’unió G4 (Gal4BD). B Western blot de cèl·lules 

293TREX amb FLAG-SirT1 induïble per tetraciclina, abans i després de la inducció, sol o 

amb l'expressió constitutiva de Myc-Suv39h1. C Efecte de quantitats creixents de SirT1 

en els nivells de Suv39h1. WB d’extractes de cèl·lules 293F prèviament transfectades 

amb Myc-Suv39h1 en absència o presència 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 proporció de subpoblacions de 

Suv39h1. Això canviaria la recuperació global de Suv39h1 en el nostre 

protocol de purificació167. Per excloure aquesta possibilitat, es van generar 

extractes cel·lulars totals a partir de cèl·lules 293 humanes transfectades amb 

Myc-Suv39h1 -/+ Flag-SirT1 utilitzant diferents mètodes d’extracció, el 

mètode de Dignam i el mètode RIPA més estricte. Els resultats van ser 
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idèntics als dels assajos anteriors (Figura R4) indicant que SirT1 fa el seu 

efecte a la població global de Suv39h1. 

 
Figura R4. Regulació dels nivells de Suv39h1 per part de SirT1 independentment 
del mètode d’extracció Dignam o RIPA. Western blot com a (R1), però utilitzant dos 

mètodes d'extracció diferents. 

 

Si SirT1 és crucial per a la regulació dels nivells de Suv39h1, llavors 

la pèrdua de SirT1 hauria d’alterar els nivells endògens de Suv39h1. En 

l’estudi amb MEFs SirT1-/- vam observar nivells anormalment baixos de 

Suv39h1 (Figura R5A). Consistentment, la pèrdua de SirT1 per RNAi, que 

causa una disminució global en H3K9me3 i un augment en H3K9ac146, també 

va induir una caiguda en Suv39h1 (Figura R5B). 

 
Figura R5. L’absència de SirT1 correlaciona amb els nivells més baixos de 
Suv39h1. A Els nivells de proteïna de SirT1 endogen, Suv39h1 i actina en extractes de 

MEFs WT o SirT1-/-. B Nivells de SirT1, actina, H3, H3K9Ac, H3K9me3 i Suv39h1 

endògens en cèl·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 sobreexpressió de SirT1 altera l’estabilitat de Suv39h1 
 

Vam hipotetitzar que l'augment dels nivells de proteïna Suv39h1 

induïts per SirT1 podrien alterar l’estabilitat de Suv39h1. Per comprobar 

aquesta hipòtesi varem realitzar un experiment de “pulse-chase” (Figura 

R6A). Vam emprar un sol pols de 40 minuts de [35S]–Met per marcar 

radioactivament totes les proteïnes sintetitzades en aquell moment, i després 

vam monitoritzar la decadència de Suv39h1 marcat amb [35S] en les cèl·lules 

fins 11h després del pols. Sorprenentment, Suv39h1 va exhibir una vida 

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

 
Figura R6. SirT1 regula l’estabilitat de Suv39h1. A Procediment de l’experiment 

mostrat en (B). B Corba de [35S]-Myc-Suv39h1 en presència o absència de FLAG-SirT1. 

La trama es basa en la quantificació de múltiples experiments, un dels quals es mostra en 

(C). Els nivells de [35S] en elucions de Myc-Suv39h1 es van normalitzar amb la quantitat 

total de Myc-Suv39h1. Les línies discontínues blaves indiquen la vida mitja (t1/2) de Myc-

Suv39h1 en aquestes condicions, calculat com el temps en què el senyal inicial de [35S]-

Myc-Suv39h1 (establert com a 100%) es redueix a 50 %. Les fletxes negres indiquen t1/2 

de Myc-Suv39h1; t1/2 de Myc-Suv39h1 + FLAG-SirT1, i la proporció de senyal de  [35S]-

Myc-Suv39h1 a les 11h després del pols. C Un experiment representatiu dels múltiples 

(n=4) utilitzat per generar el gràfic en (B).   
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D'altra banda, la sobreexpressió de SirT1 va desplaçar radicalment el 

pendent de la taxa de degradació de [35S]-Suv39h1, gairebé quadruplicant la 

vida mitjana de Suv39h1 a 4h 56min (Figura R6B). A causa de l'estabilitat 

perllongada de Suv39h1, les cèl·lules amb sobreexpressió de SirT1 van 

retenir el 27,4% de la població inicial de Suv39h1 marcat a [35S] després 

d’11h, en comparació amb el 7.3% en les cèl·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 degradació 

de Suv39h1 marcat, vam seguir el descens dels nivells totals de Myc-

Suv39h1 (Figura R7A). Com era d'esperar, els nivells de Suv39h1 van ser 

més alts en les cèl·lules transfectades amb SirT1 que en les cèl·lules control, 

aconseguint un màxim a les 48h després de la transfecció (Figura R7B).  

 

 
Figura R7. Protecció de la degradació de Suv39h1 per part de SirT1. A Esquema de 

l'experiment que es mostra en (B). B Experiment similar al de (R6), però sense un pols 

radioactiu. Els nivells de proteïna Myc-Suv39h1 (escala de l'esquerra) es van quantificar 

en relació al seu nivell en el moment de la transfecció de SirT1 (marcat com a 100%). Els 

nivells de SirT1 (escala dreta) es representen de forma diferent: el nivell màxim assolit se 

li va assignar un valor de 100%. 
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Sorprenentment, Suv39h1 va aconseguir el seu punt màxim en el 

mateix temps que ho va fer SirT1 i el patró de degradació 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 específics de cadascuna d’aquestes proteïnes  
 

Semblaria doncs que SirT1 mantindria l’estabilitat de Suv39h1 

protegint-lo de la seva degradació però encara és desconegut a través de 

quin mecanisme. Per entendre-ho, primer de tot, vam caracteritzar les regions 

de SirT1 i Suv39h1 implicades en aquesta regulació. Per poder assignar 

aquestes regions es van generar diversos mutants de deleció de cada 

proteïna, i després les vam provar en comparació amb el corresponent WT. 

En el cas de SirT1, en un treball anterior 72, es va demostrar que el domini de 

SirT1 que interactua amb Suv39h1 és la regió N-terminal. Per saber si aquest 

mateix domini és el que està implicat en la regulació 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 regió N-terminal (ΔNSirT1; Figura 

R8A). Com era d'esperar, la pèrdua del domini N-terminal de SirT1 va 

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

R8B). 

 
Figura R8. La regulació dels nivells de Suv39h1 per part de SirT1 requereix el 
domini N-terminal. A Les construccions usades en (B). B Cèl·lules 293 transfectades 

amb els vectors indicats. Els nivells de Myc-Suv39h1 es representen gràficament en 

relació 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 SirT172. Aquests 

comprenen els primers 88 residus, dins els quals hi ha un domini chromo (44-

88) (figura R9A). SirT1 interactua amb aquesta regió de Suv39h1, ja que la 

pèrdua dels 88 residus inhibeix la unió72. Per identificar els residus que 

participen en aquesta regulació vam provar dos mutants de deleció de 

Suv39h1, un que no té el domini catalític SET, i l'altre el domini chromo, per a 

la regulació per SirT1 (Figures R9A). Mentre que el mutant ΔSET encara 

estava regulat per SirT1, Δchromo no (Figures R9B i R9C).  
 

 
Figura R9. La regulació 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 

SirT172 es resumeix a la part dreta de l’esquema. B Western blot de cèl·lules 293 

transfectades amb les construccions descrites en (A): FL (Suv39h1), ΔChr (ΔChromo) o 

ΔSET -/+ FLAG-SirT1. C Quantificació 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 

descobrir i inesperat pel domini chromo168. No obstant això, SirT1 no va 

regular els nivells d'una altra proteïna que conté el domini chromo com pot 

ser HP1 (Figura R10), per tant aquesta dada va suggerir que l'efecte de SirT1 

és específic per Suv39h1 i no una característica general de tots els 

chromodomains. 

 
Figura R10. SirT1 no regula HP1 que també conté un domini cromo. Western blot 

d’extractes de cèl·lules 293 prèviament transfectades amb el que s’indica: YFP-HP1α i 

FLAG-SirT1. 

 

Per confirmar aquest efecte específic de SirT1, vam decidir fusionar o 

el domini chromo (chromo) o tota la regió N-terminal (Nt) de Suv39h1 a la 

proteïna GFP (Figura R11A) per confirmar que aquest afecte recau 

estrictament en els aminoàcids que comprèn el domini chromo de Suv39h1. 

Després varem provar cadascuna d'aquestes construccions, per l’estudi de la 

regulació 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 R9C). 
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Figura R11. La regulació dels nivells de Suv39h1 per SirT1 requereix el 
chromodomain de Suv39h1. A Proteïnes de fusió GFP utilitzades en (B) i (C). B 

Western blot de cèl·lules 293 transfectades amb GFP, Chromo-GFP o Nt-GFP, -/+ FLAG-

SirT1. L'asterisc vermell marca la mida de GFP. Al utilitzar les proteïnes de fusió de GFP 

(Chromo- i Nt-), una proporció de la proteïna GFP es troba com un resultat de la 

degradació esporàdica. C La quantificació de múltiples 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 l’intercanvi de Suv39h1 en HC  
 

Vam hipotetitzar que l’augment dels nivells de Suv39h1 per part de 

SirT1 podria afectar a la dinàmica d’aquest i contribuir així en el manteniment 

de l’estructura de l’HC sota condicions d’estrès. Aquest estudi es va dur a 

terme mitjançant un assaig de FRAP (recuperació de la fluorescència després 

del “fotobleaching”) en col·laboració amb el laboratori de la Dra. Lourdes 

Serrano. Aquesta tècnica consisteix en fotodestruir un dels foci i mitjançant la 

recuperació de la intensitat del GFP en aquesta regió ens permet quantificar 

el temps mitja d’intercanvi de Suv39h1-EGFP, la fracció mòbil d’aquest i la 
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fracció immòbil (intensitat recuperada respecte la inicial) (Figura R12B). 

Utilitzem la proteïna de fusió Suv39h1-EGFP169, en estructures d’HPC in vivo 

(Figura R12A fletxes vermelles). 

D'acord amb els resultats publicats per EYFP-Suv39h189, el nostre 

anàlisi del FRAP va indicar que aproximadament un 63% de les molècules de 

Suv39h1 en els “foci” d’HPC es va intercanviar molt ràpidament, amb un 

temps mitjà de recuperació (t1/2) de 27,41 segons. La sobreexpressió de 

SirT1 no va alterar els nivells de Suv39h1-EGFP en els “foci”, però va afectar 

dràsticament l’intercanvi de Suv39h1 en aquests. Vam observar un doble 

efecte: d'una banda, SirT1 va augmentar la fracció de molècules de Suv39h1 

mòbils del 63,01% al 72,41%, i en segon lloc, va reduir el temps mitjà 

d’intercanvi d'aquestes molècules per aproximadament un 35%, de 27,41 a 

18,25 segons.  

Curiosament, aquest efecte no va ser impulsat per l'activitat 

enzimàtica de SirT1 ja que el mutant puntual catalíticament inactiu H363Y de 

SirT1 (SirT1m) es va comportar de manera similar com el WT. No obstant 

això, sí que sembla específica per SirT1: de fet, la sobreexpressió de SirT2 

no va afectar notablement a l’intercanvi de Suv39h1 (Figures R12C i R12D). 

Aquestes observacions suggereixen una relació directa entre els 

nivells de SirT1 i l’intercanvi de Suv39h1 a l’HC.  
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Figura R12. La sobreexpressió de SirT1 altera la renovació Suv39h1 a l’HPC.  Assaig 

de FRAP als “foci” d’HPC de cèl·lules NIH3T3. A Esquema de l’experiment de FRAP en 

el qual observem la intensitat de la molècula estudiada respecte el temps durant l’assaig. 

Obtenim una corva de recuperació de la intensitat després del bleach que ens permet 

calcular el temps mitjà de recuperació, la fracció mòbil i immòbil de la proteïna estudiada. 

B Els senyals de fluorescència d’experiments representatius de FRAP en cèl·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 fluorescència relativa dels experiments de FRAP de Suv39h1-EGFP -/+ 

SirT1, SirT1m i SirT2 sobrexpressats. D Quantificació i anàlisi estadístic dels experiments 

de FRAP en (B), com la fracció de la població mòbil (mòbil [%]) i temps mitjà de 

recuperació de fluorescència (t1/ 2). 
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Seguidament vam comprovar si aquesta modulació per part de SirT1 

de la renovació de Suv39h1 en HC és a través d'un augment en un grup de 

Suv39h1 disponible. Si aquest fos el cas, l'augment dels nivells de Suv39h1 

per altres mitjans també hauria d'alterar l’intercanvi de Suv39h1 en l’HC. Per 

portar-ho a terme, vam realitzar experiments de FRAP. Vam comparar 

l’intercanvi de Suv39h1 en l’HC quan es van transfectar 0,5 μg (com a la 

Figura R12) o 2 μg de vector d'expressió. Com era d'esperar, més vector va 

conduir a nivells més alts de Suv39h1 (Figura R13A), que correlacionaven 

amb una major fracció mòbil de Suv39h1 del 63,01% al 74,77% (Figura 

R13B) i un intercanvi més ràpid de Suv39h1 a l’HC (t1/2 es va reduir en 

aproximadament un 45%, de 27,41 a 14,99 segons). 

 
Figura R13. L’augment de Suv39h1 correlaciona amb un augment de la taxa de 
renovació d’aquest a HPC. A Anàlisi de FRAP (com a la Figura R12) en HPC de 

cèl·lules NIH3T3 transfectades amb 0,5 µg o 2 µg de plàsmid d'expressió Suv39h1-

EGFP. B Quantificació i anàlisi estadístic dels experiments de FRAP en (A), com la 

fracció de la població mòbil (mòbil [%]) i temps mitjà de recuperació de fluorescència (t1/2). 

 

En conjunt, aquests resultats demostren que SirT1 controla els nivells 

globals de Suv39h1 in vivo, modulant d'aquesta manera l’intercanvi de 

Suv39h1 en HC. 

Si els nostres estudis són reals l’augment de SirT1 per causes 

endògenes, com l’estrès, 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 dinàmica de Suv39h1 mitjançant l'ús de condicions conegudes 

que incrementen SirT1 endogen, com ara les condicions oxidatives170 (Figura 

R14A). D'acord amb els resultats en R12B, el tractament de les cèl·lules amb 
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2mM de H2O2 augmenten significativament l’intercanvi de Suv39h1 en HC, 

disminuïnt el t1/2 de Suv39h1 en HC en un 25%, de 20,61 a 14,99 segons 

(Figures R14A i R14B). Altres evidències de la participació de SirT1 en la 

dinàmica d’HPC es van obtenir d'estudis similars en MEFs SirT1-/-. Tot i que 

la dinàmica de l’intercanvi de Suv39h1 a l’HPC (t1/2) no es va alterar, la 

fracció mòbil de Suv39h1 va augmentar en MEFs SirT1-/- al voltant del 63% al 

76%, el que suggereix que la estructura de l’HPC era d'alguna manera 

diferent. Sorprenentment, les condicions d'estrès oxidatiu en MEFs SirT1-/- 

indueixen una disminució de t1/2 de més del 50%, del 27,97 al 14,53s, així 

com un 18% de disminució de la fracció mòbil de 76.03 % a 62.38 % (Figures 

R14A i R14B). 

 
Figura R14. SirT1 està implicat en l’alteració de la renovació de Suv39h1 a HPC 
sota condicions d’estrès. A Assaig de FRAP (com en [R12B]) de Suv39h1-EGFP 

expressat en MEFs WT i SirT1-/- no tractades o tractades amb 2mM d’H2O2 durant 1h. 

Requadre: western blot de SirT1 i actina en les cèl·lules WT. B Quantificació i anàlisi 

estadístic dels experiments de FRAP com en (R12C). 

 

Aquests resultats donen considerablement suport a un paper directe 

per SirT1 en el control de la dinàmica i l’organització de l’HPC a través de 

Suv39h1. 

En general, aquestes troballes suggereixen que SirT1 indueix una 

estructura d’HPC més dinàmica, accelerant la renovació de Suv39h1, que es 

reflecteix en una major mobilitat i un intercanvi més ràpid de Suv39h1. 
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L’estrès oxidatiu i l’estrès metabòlic indueixen un augment 
depenent de SirT1 en els nivells de Suv39h1  

 
S’ha demostrat que SirT1 està augmentat en certs tipus d'estrès (per 

exemple, metabòlic o oxidatiu) in vivo170,171. Com s'il·lustra a la Figura R14A, 

esperàvem que aquestes condicions també produissin un increment de 

Suv39h1 endogen. La restricció calòrica (CR) és una de les condicions més 

conegudes que augmenta SirT1. Es tracta d'una reducció del 30 al 50% en el 

consum del que un animal pot menjar lliurement (ad libitum (AL)), el que porta 

a un estrès metabòlic en l'animal136. 

Per determinar si l’increment de SirT1 endogen també indueix 

Suv39h1, vam incubar MEFs WT a un medi que contenia sèrum (10%) 

obtingut a partir de rates que havien estat alimentades ja sigui AL o sota CR; 

les últimes condicions s’han mostrat reproduint-les en cultius cel·lulars171. 

Com era d’esperar, es va observar un significatiu augment de SirT1 a les 

MEFs incubades amb sèrum de CR en comparació 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 

estrès oxidatiu mitjançant la incubació de les MEFs WT i SirT1-/- per separat 

amb 2mM de H2O2 (Figures R15C i R15D).  
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Figura R15. Suv39h1 està augmentat durant l'estrès a través d'un mecanisme 
dependent  de SirT1. A MEFs WT i SirT1-/- incubades amb sèrum de rates alimentades 

AL o sota CR durant 24h es van analitzar per quantificar SirT1 endogen, Suv39h1 i 

actina. B Quantificació dels nivells de Suv39h1 normalitzats per l’actina a partir de 

múltiples experiments (n=3) com en (A), els nivells de RC es presenten en relació amb 

els corresponents nivells d'AL. C Experiment similar al d’(A), però en lloc d'utilitzar 

sèrums AL i CR, incubant les MEFs en presència o absència de 2mM de H2O2 durant 1h. 

D La quantificació de múltiples 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 regulació 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, així com H3K9me3 (Figures R16A i R16B).  
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Figura R16. Augment de SirT1, Suv39h1 i H3K9me3 sota estrès metabòlic. A Els 

nivells de proteïna de SirT1, Suv39h1, actina, histona H3 i H3K9me3 de fetges de les 

rates alimentades amb AL o sota RC. B Quantificació de SirT1 i Suv39h1 (normalitzat 

pels nivells d'actina), i per H3K9me3 (normalitzat pels nivells de la histona H3), a partir de 

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

 

En conjunt, els resultats anteriorment esmentats indiquen que el 

control dels nivells de proteïna de Suv39h1 és part de la resposta a l'estrès 

mediada per SirT1 i revelen una relació més estreta del que es pensava entre 

la resposta a l'estrès i la maquinària de la cromatina del nucli. 

 

 

SirT1 inhibeix la poliubiquitinització 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 mitjançant el bloqueig de la degradació de Suv39h1, 

per tant, vam tractar d'identificar la via de degradació relacionada. La 

degradació específica de les proteïnes es produeix amb més freqüència a 

través de la via del proteosoma, en la que la proteïna diana es marca 

mitjançant poliubiquitinització abans de ser degradada. Per provar si Suv39h1 

pateix una degradació proteasòmica, vam estudiar els efectes de la 

lactacistina, inhibidor del proteosoma, sobre els nivells de Suv39h1. La 

incubació 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.  

 

 
Figura R17. SirT1 inhibeix la degradació de Suv39h1 dependent de proteasoma. A 

Western blot de cèl·lules 293 transfectades amb Suv39h1 +/- SirT1, sense tractar o 

tractades amb lactacistina 50nM. B Quantificació de Myc-Suv39h1 en aquestes 

condicions (**: p<0,02).  
 

El següent pas va ser comprobar que Suv39h1 es poliubiquitinitza. 

Això es va fer mitjançant experiments de pull-down amb resina anti-Myc 

d'extractes derivats de les cèl·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 

presència de SirT1 que en absència de la mateixa (Figura R18). 

 
Figura R18. SirT1 inhibeix la poliubiquitinació de Suv39h1. Nivells de 

poliubiquitinització de Suv39h1 dels extractes de cèl·lules 293 transfectades en les 

combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de l’etiqueta Myc 

(Suv39h1) i analitzats per FLAG (SirT1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinació). Es mostren 

“inputs” (I) i elucions (E). 
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A continuació vam tractar d'identificar l’E3 lligasa d’ubiquitina 

responsable de la poliubiquitinització de Suv39h1. Vam analitzar diversos 

membres de la maquinària de ubiquitinació que s'han vinculat a Suv39h1 o 

als seus ortòlegs172,173,174,175: Cul3, Cul4, Rad6 (Ube2A i 2B), MDM2, UbcH13 

i APC. Tots aquests són enzims E2, de conjugació a ubiqüitina, excepte 

MDM2, la qual és una E3 lligasa d’ubiquitina. Entre tots els factors provats, 

només MDM2 indueix nivells significativament més alts d’ubiquitinació a 

Suv39h1 (Figura R19).  

 
Figura R19. MDM2 incrementa la ubiquitinització de Suv39h1. Nivells de 

poliubiquitinització de Suv39h1 d’extractes de cèl·lules 293 transfectades amb les 

combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de l’etiqueta Myc 

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

 

 

Per demostrar un control directe dels nivells de proteïna de Suv39h1 

per part de MDM2, en primer lloc vam treballar amb un mutant puntual 

catalíticament 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 poliubiquitinització de Suv39h1 ja 

que en la reacció in vitro amb MDM2 recombinant i Suv39h1 vam observar 

ubiquitinització de Suv39h1 (Figura R20B). Atès que l’E2 ubiquitin lligasa 

Ube2B també va induir una mica l’ubiquitinació de Suv39h1 (Figura R19), 

vam provar si en aquest cas, Ube2B era l’E2 parella de MDM2. S’havia 

demostrat que Ube2A/B interaccionava amb p53 i MDM2, i en modulava 

l’estabilitat176. Els nostres resultats van confirmar que Ube2B podria promoure 

la ubiquitinització de Suv39h1 in vitro juntament amb MDM2 (Figura R20B). 
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La participació d’Ube2B en la degradació de Suv39h1 està d'acord amb 

l'antagonisme funcional entre Rhp6p i heterocromatina en S. pombe175.  

 
Figura R20. Suv39h1 és ubiquinitzat per MDM2. A Poliubiquitinització de Suv39h1 en 

presència de MDM2 WT o un mutant catalític d’MDM2 (H457S). Es mostra l’elució 

d’immunoprecipitació de Myc. B Ubiquitinització de Suv39h1 in vitro per MDM2 

recombinant, juntament amb UbE2B (E2), E1 i Ub amb les combinacions indicades.  
 

 

Finalment, comprovant la relació entre Suv39h1 i MDM2 in vivo en 

MEFs p53-/-/MDM2-/-, observem que l’absència de MDM2 en aquestes 

cèl·lules produeix nivells significativament més alts de Suv39h1 i H3K9me3 

que en MEFs p53-/- (Figura R21) (el fons d’p53-/- es requereix ja que 

l'esgotament MDM2 en ratolins WT causa letalitat embrionària primerenca). 

 
Figura R21. MDM2 està implicat en la disminució dels nivells de Suv39h1. Nivells de 

proteïna de Suv39h1 i H3K9me3 en MEFs p53-/- o p53-/-/MDM2-/-.  

 

Aquestes evidències suggereixen que SirT1 afecta Suv39h1 a través 

de la inhibició de la ubiquitinació catalitzada per MDM2.  

Aquesta hipòtesi va ser recolzada per dues troballes. En primer lloc, 

la sobreexpressió de SirT1 va inhibir la ubiquitinització de Suv39h1 per 
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MDM2 (Figura R22A) i va revertir significativament la supressió dels nivells de 

Suv39h1 per MDM2 (Figura R22B).  

 
Figura R22. SirT1 protegeix Suv39h1 de la seva degradació per part de MDM2. A 

Nivells de poliubiquitinització de Suv39h1. Els extractes de cèl·lules 293 transfectades en 

les combinacions indicades van ser immunoprecipitades amb anticossos de l’etiqueta 

Myc (Suv39h1) i analitzats per FLAG (SirT1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinització). Es 

mostren eluciones d'experiments, utilitzant els factors indicats. B Nivells de Suv39h1 en 

cèl·lules H1299 (no expressen p53)  co-transfectades amb MDM2 -/+ Sirt1. 

 

Els efecte antagònics de SirT1 i MDM2 suggereixen que competeixen 

per la unió a Suv39h1. Conseqüentment, el mutant d’unió ΔNSirT1, no va 

inhibir la ubiquitinització de Suv39h1 per MDM2 (Figura R23A). Els 

experiments d’immunoprecipitació van revelar que encara que SirT1 i MDM2 

ambdues immunoprecipiten Suv39h1, aparentment no interactuen.  

 
Figura R23. Suv39h1 es ubiquitinitzat per MDM2. A Poliubiquitinització de Suv39h1. 

Elucions de l’immunoprecipitació de Myc de cèl·lules 293 transfectades en presència o 

absència d’MDM2 i/o SirT1, SirT1 deleccionada en els resifus 1-268 (ΔNSirT1) i el mutant 

puntual catalític de SirT1 H363Y (SirT1m), analitzadda amb l’anticòs contra l’etiqueta HA. 

B Elucions d’experiments d’immunoprecipitació utilitzant anticossos o FLAG o l’etiqueta 

Myc amb les diferents combinacions de FLAG-SirT1, GFP-Suv39h1 i Myc-MDM2. 
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No obstant això, SirT1 pot immunoprecipitar una quantitat molt 

limitada de MDM2 en presència de Suv39h1, el que suggereix que la unió de 

SirT1 a Suv39h1 no elimina completament la unió física de MDM2 a Suv39h1 

(Figura R23B). 

 

A continuació vam tenir com a objectiu identificar el residu o residus 

que participen en la inhibició. Ja que vam veure que la regulació 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’ubiquitinització de Suv39h1 

amb els del mutant Δchromo. Sorprenentment, el mutant mostra menys del 

20% de la ubiquitinització trobada al WT (Figures R24A i R24B). 

 
 

Figura R24. Implicació del domini chromo de Suv39h1 en la poliubiquitinització 
d’aquest. A Nivells d’ubiquitinització de Myc-Suv39h1 WT i ΔChromo d’extractes de 

cèl·lules 293 transfectades en les combinacions indicades, immunoprecipitats amb 

anticossos de l’etiqueta Myc (Suv39h1) i analitzats per Myc (Suv39h1) i HA 

(ubiquitinació). S’observen les elucions. B Quantificació dels nivells d’ubiquitinització de 

l’experiment observat en (A). 

 
 

Sabem que les proteïnes estan majoritàriament 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 ubiquitinització 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).  

 

 
Figura R25. Implicació en la degradació de Suv39h1 de la lisina 87 localitzada en el 
domini chromo. A Estructura primària i secundària del domini chromo de Suv39h1 

(humà, murí i de Drosophila). Es ressalta el segment que falta en el mutant ΔChromo 

(subratllat). Les cinc lisines candidates es mostren en vermell; K87 es ressalta en groc. B 

WB d’extractes de cèl·lules 293 prèviament transfectades amb Myc-Suv39h1 WT, 

K52A/53A, K63A, K81A i K87A en presència o absència 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 relació amb el 

WT. (***:p<0,002). 

 

Tots aquests mutants es localitzen als foci d’HC, tal com ho fa el WT. 

A continuació, 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 absència de SirT1, i va ser 

incrementat per aquesta en un grau molt menor respecte el WT (Figures 

R25C i R25B). 

La mutació K87A en el chromo-GFP també va induir nivells més alts 

d'expressió de la proteïna i molt menys increment per part de SirT1 (Figura 

R26).  
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Figura R26. La mutació a la lisina 87 dins el domini chromo està implicada en la 
degradació de Suv39h1. Efectes de la sobreexpressió de SirT1 en el chromo-GFP WT o 

K87A. La quantificació de múltiples experiments (n=5) es mostra relacionada amb el WT. 

(***p< 0,002). 

 

Aquests resultats no estan relacionats amb cap alteració 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).  

 
 

Figura R27. La mutació de K87 de Suv39h1 no fa variar la seva unió amb SirT1. 
Experiments d’immunoprecipitació utilitzant l’anticòs Myc. Extracte total de cèl·lules 293 

prèviament transfectades amb Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A en presència o 

absència de FLAG-SirT1. Es mostren els imputs (I) de les diferents IP i elucions (E). La 

presència de SirT (FLAG), Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A (Myc) van ser visualitzats 

utilitzant els anticossos pertinents.  

 

Tanmateix, l’efecte no està relacionat amb la mutació 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 ubiquitinació trobada per al WT (Figura R28). I en presència 

d’MDM2 només observem un augment en la ubiquitinització de Suv39h1 en el 
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WT i no en el mutant. Aquest resultat demostra clarament que la 

poliubiquitinització de Suv39h1 es produeix principalment a K87 a través 

d’MDM2 (Figura R28B).     
 

 
 

Figura R28. SirT1 protegeix la degradació de Suv39h1 per la inhibició de 
poliubiquitinització de la lisina 87 de Suv39h1. A Nivells de poliubiquitinització 

d’elucions d’extractes transfectats amb Suv39h1 WT o K87A en presència o absència de 

FLAG-SirT1, immunoprecipitats per Myc i detectats per HA(Ub) i Myc (Suv39h1 i 

Suv39h1K87). B Nivells de poliubiquitinització de Myc-Suv39h1 WT o K87A (senyal de α-

HA) -/+ MDM2 fet com en (A). C Quantificació del senyal de α-HA de poliubiquitinització 

de Myc-Suv39h1 WT o K87A com en (B) dividit per la quantitat total de proteïna Suv39h1 

obtinguda a partir del senyal de α-Myc. Nivells de  poliubiquitinació de K87A es 

representen amb relació al WT. (***:p<0.002). 
 

Basant-nos en els resultats ja esmentats, vam arribar a la conclusió 

que SirT1 regula els nivells de Suv39h1 mitjançant el control de 

poliubiquitinització de K87 per part de MDM2. 

 
 

El mutant K87 de Suv39h1 mostra una alteració dràstica a la 
seva taxa de renovació a l’HC que permet la protecció del 
genoma en condicions d'estrès 
 

Per confirmar si aquest mecanisme està directament implicat en la 

regulació de l’intercanvi de Suv39h1 per SirT1 en HC, vam dur a terme 

experiments de FRAP per quantificar l’intercanvi de Suv39h1 K87A en HC en 
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presència o absència de SirT1, i després comparar els resultats amb 

Suv39h1 WT (Figures R29A i R29B).  

 

 
 

Figura R29. La mutació de K87 augmenta l’intercanvi de Suv39h1. A L'anàlisi de 

FRAP de Suv39h1-EGFP WT davant K87A -/+ SirT1. B Quantificació i anàlisi estadística 

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

significatiu en la fracció mòbil (%) i una disminució significativa en t1/2. 

 

Sorprenentment, el mutant va presentar radicalment un intercanvi 

diferent  respecte el WT: el seu temps mitjà de recuperació va ser de més 

d’un 80% més curt (5,71 vs 29,96 segons, respectivament), i la seva fracció 

mòbil 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 renovació del mutant 

K87A. Aquests resultats donen suport fermament a una relació directa entre 

el control dels nivells de Suv39h1 i l’intercanvi de Suv39h1 en HC, com 

havíem observat prèviament (Figura R13). 

 

A excepció dels assaigs de FRAP, Suv39h1 WT i K87A es van 

comportar de forma idèntica: en primer lloc, tenen idèntica activitat específica 

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, ambdós localitzen a HC en la mateixa proporció, segons el que 

es va mesurar per immunofluorescència (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 [3H]-SAM com un donador de metil en la reacció. A dalt, WB 

d’una IP amb anticòs Myc d’extracte total de cèl·lules 293 transfectades amb Myc-

Suv39h1 WT (1-3) i Myc-Suv39h1K87A (4-6). Al mig, autoradiografia d’[3H] a la histona 

H3. A baix, tinció CCBB de la membrana exposada per l’autoradiografia del panel del 

mig. B Experiments d’immunoprecipitació utilitzant l’anticòs Myc. Extracte total de 

cèl·lules 293 prèviament transfectades amb Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A en 

presència o absència de FLAG-SirT1. Es mostren les elucions de les diferents IP. La 

presència de SirT1 (FLAG), Myc-Suv39h1 i Myc-Suv39h1K87A (Myc) van ser visualitzats 

utilitzant els anticossos pertinents. C Distribució cel·lular de Myc-Suv39h1 WT i K87A en 

cèl·lules NIH3T3 transfectades, per immunofluorescència (segona columna). Tinció de 

DAPI de les cèl·lules com a control d’ADN en els foci d’HC (primera columna). Una 

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

 

Si l'augment de la renovació de Suv39h1 en HC és un mecanisme de 

resposta a condicions d'estrès, llavors un major intercanvi en HPC 

probablement estaria associat a un augment de l'estabilitat genòmica. Per 

provar aquesta hipòtesi, es va dissenyar un experiment que aprofita les 

propietats de la mutació K87 (Figura R31A), en el qual es van infectar 

cèl·lules NIH3T3 amb uns retrovirus que contenen ja sigui Suv39h1-EGFP 

WT, Suv39h1-EGFP K87R o vector buit. Després de la selecció, les cèl·lules 
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van ser irradiades, i posteriorment es van estudiar els seus respectius nivells 

d’estabilitat genòmica.  

 
Figura R31. La mutació de K87 de Suv39h1 en PCH s’associa a la protecció del 
genoma. A Experiment que es mostra en (B) i (C). B L'anàlisi d'immunofluorescència per 

H3K9me3, γH2AX, Suv39h1-EGFP i DAPI (per a la detecció de micronuclis, s'indica amb 

fletxes grogues). Alguns micronuclis van ser fortament tenyits amb γH2AX (fletxes 

blaves). C L’estabilitat genòmica es va quantificar comptant les cèl·lules positives per 

γH2AX al foci i la presència de micronuclis.  
 

A través d’IF vam estudiar dos marcadors de la inestabilitat 

genòmica: la freqüència de micronuclis i la formació del foci de γH2AX, que 

reflecteixen directament el dany a l'ADN. Hem observat una gran tendència 

en la protecció genòmica per a tots dos marcadors entre els tres tipus de 

cèl·lules. Els micronuclis es van trobar al 81% de les cèl·lules control, al 67% 

de les cèl·lules Suv39h1-EGFP WT, i només al 48% de les cèl·lules Suv39h1-

EGFP K87R (Figures R31B i R31C). De la mateixa manera, la presència de 
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foci γH2AX es van trobar en el 77% de les cèl·lules control, al 54% de les 

cèl·lules Suv39h1-EGFP WT, i només al 40% de les cèl·lules Suv39h1-EGFP 

K87R (Figures R31B i R31C). 

Curiosament, els cromosomes metafàsics de les cèl·lules WT 

Suv39h1-EGFP van mostrar significativament més aberracions 

cromosòmiques, com translocacions Robertsonianes (fusions cèntriques) i 

cromosomes acèntrics que les de les cèl·lules Suv39h1 K87R (Figura R32).  

 

 
 

Figura R32. La mutació K87 a Suv39h1 disminueix les aberracions cromosòmiques 
respecte Suv39h1 i s’associa, per tant, a la protecció del genoma. FISH d'HPC 

(quadre principal i a). Propagació en metafase de l’expressió de Suv39h1 en cèl·lules 

NIH3T3. Cal destacar la presència de fragments de cromosomes acèntrics (fletxes verdes 

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

 

Atès que moltes d'aquestes aberracions estan relacionades amb 

defectes centromèrics, els nostres resultats donen suport a la implicació de 

l’HPC en aquests processos. 

Ja que Suv39h1 i i el seu mutant K87 es van comportar de manera 

similar en HPC, qualsevol diferència entre elles s'ha d'atribuir a la diferència 

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 protecció 

del genoma exercida a nivell de l’HPC en resposta a senyals d'estrès.  
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Segona part 
 

Una altra proteïna molt important en l’HC, en el manteniment i 

formació d’aquesta, és la proteïna estructural HP1, que com ja s’ha explicat 

són tres isoformes anomenades HP1α, HP1β i HP1γ. Curiosament 

comparada amb SirT1, HP1 també s’uneix a la regió N-terminal de Suv39h1, 

però contràriament, té una forta localització a HC.  

Aquesta observació 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 l’HC a través de la 

relació entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1. Conseqüentment, aquest estudi 

ens va dirigir cap a la caracterització del paper de cadascuna de les 

isoformes d’HP1 en el manteniment de l’estructura de l’HC. Les qual s’han 

considerat, excepte en aspectes molt concrets, força similars.   

 

 

Relació de retroalimentació entre les isoformes d’HP1 i 
Suv39h1 a nivell de proteïna 
 

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 HP1α, HP1β i HP1γ, així com Suv39h1 en cèl·lules embrionàries 

de ronyó humanes 293F. Sorprenentment, vam observar un paper diferencial 

entre aquestes tres isoformes a la regulació dels nivells de Suv39h1: la 

sobreexpressió tan d’HP1α com d’HP1γ va incrementar els nivells de  

Suv39h1, en canvi, HP1β 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 seqüències d’aminoàcids, 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 

l’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). 

 
 

Figura R33. Les isoformes d’HP1 regulen els nivells de Suv39h1 de manera 
diferencial entre α, β i γ. A Western blot de cèl·lules 293 transfectades amb els factors 

indicats. Els nivells de les isoformes d’HP1 (FLAG), Suv39h1 i actina van ser 

monitoritzats. B Quantificació 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 regulació de Suv39h1 per 

part d’HP1 és depenent d’isoforma. 

 

Posteriorment es va analitzar si com en el cas de SirT1, aquesta 

regulació era només a nivell de proteïna 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 línies. Els resultats van indicar 

que les isoformes d’HP1 exerceixen el seu efecte a nivell de proteïna, ja que 

els nivells d'ARN de Suv39h1 segueixen un perfil totalment diferent, quasi 

contrari, al de proteïna (Figura R34). 
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Figura R34. Implicació de les isoformes d’HP1 als nivells d’ARN de Suv39h1. 
Representació dels nivells d’ARN de Suv39h1 extret de cèl·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 regulació per part de 

Suv39h1 dels nivells de les isoformes d’HP1, de manera que indicaria 

l’existència d’un mecanisme de retroalimentació entre aquestes proteïnes. 

Per estudiar aquesta altre part de la regulació entre aquestes proteïnes, vam 

sobreexpressar quantitats creixents de Suv39h1 juntament amb les isoformes 

d’HP1. Vam observar que els nivells de HP1α incrementaven a mesura que 

anàvem augmentant la concentració de Suv39h1, contràriament, sota les 

mateixes condicions de Suv39h1, HP1β disminuia, i també els nivells d’HP1γ 

però en menor mesura (Figures R35A i R35B). Per tant, és una  regulació 

depenent de l’isoforma,  i de la dosi de Suv39h1. Varem descartar la 

possibilitat de que fos qualsevol artefacte de la transfecció mitjançant la 

generació d'una línia cel·lular estable induïble per Myc-Suv39h1. La inducció 

de Suv39h1 va provocar el mateix efecte, observat anteriorment, en els 

nivells endògens 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 α, β i γ. A Western blot de cèl·lules 293 cotransfectades amb les 

isoformes d’HP1 -/+ tres quantitats creixents de Myc-Suv39h1. B Quantificació de 

diversos experiments (n=5) com el de (A). C Western blot de cèl·lules 293TREX amb 

Myc-Suv39h1 induït per tetraciclina abans i després de la inducció de Myc-Suv39h1, i 

detecció dels nivells endògens de les isoformes d’HP1. 

 

Aquests resultats semblen indicar que hi ha una relació funcional 

entre aquestes proteïnes més complexa que la que ens pensavem.  

 

Si la regulació entre aquestes dues proteïnes és crucial, un aspecte 

interessant seria veure l’efecte als nivells de Suv39h1 en absència de les 

diferents isoformes d’HP1 esperant alguna alteració dels nivells de Suv39h1 

en les MEF’s KO per les diferents isoformes. Vam observar que la pèrdua 

d’HP1α i HP1γ correlacionava amb uns nivells de Suv39h1 endogen 

lleugerament inferiors respecte al WT, coherent amb el paper d’estabilització 
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dels nivells de Suv39h1 per part d’aquestes isoformes observat al 

sobrexpressar-les. Per tant, amb la seva absència no veiem aquest efecte 

d’estabilització. Contràriament, en absència d’HP1β els nivells de Suv39h1 es 

van veure significativament augmentats. Podria ser degut a que el paper 

d’HP1β fos desastabilitzar Suv39h1 i al no ser-hi veiem aquest augment, o 

que aquest increment dels nivells de Suv39h1 fos degut a l’efecte d’HP1α i 

HP1γ endògens (Figura R36).  

 

  
Figura R36. Els nivells de Suv39h1 varien depenent de l’isoforma d’HP1. 
Quantificació dels nivells de proteïna de Suv39h1 endògens en extractes de MEFs WT o 

KO per les diferents isoformes d’HP1. 
 

Aquests resultats ens portarien a extreure que hi ha clarament una 

regulació entre aquestes proteïnes depenent d’isoforma i exclusivament a 

nivell de proteïna. També semblaria que la relació entre les isoformes HP1α i 

HP1γ, i Suv39h1 és força similar en contrast amb el que veiem entre HP1β i 

Suv39h1. HP1α i HP1γ podrien estabilitzar els nivells de Suv39h1 a nivell 

global de la cèl·lula. En canvi, HP1β podria tenir un paper contrari o actuar 

com a reservori, el que significaria que en absència de les altres isoformes 

HP1β seria l’encarregada, en aquest cas, de mantenir l’estabilitat dels nivells 

de Suv39h1. 
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Les isoformes d’HP1 controlen l’estabilitat de Suv39h1 a 
través de la regulació de la poliubiquitinització d’aquest. El 
domini Nt de Suv39h1 i la regió hinge d’HP1 són part de la 
regulació 
 

Per poder assignar les regions de les isoformes d’HP1 i de Suv39h1 

implicades en aquesta regulació vam mapejar els diferents dominis 

d’ambdues proteïnes. Respecte Suv39h1, es va treballar amb els mutants de 

delecció d’aquest utilitzats i descrits en l’estudi de SirT1: una construccció de 

Suv39h1 sense el domini chromo (Δchromo), una altra en absència del 

domini SET (ΔSET) i una deleccionant tota la regió N-terminal (ΔN89) (Figura 

R37A). Mentre que els mutants ΔSET i Δchromo encara estaven regulats per 

les isoformes d’HP1 de la mateixa manera que regulen el WT, amb el 

constructe ΔN89, clarament, no vam observar aquesta regulació (Figures 

R37B i R37C). 

 
Figura R37. La regulació dels nivells de Suv39h1 per les isoformes d’HP1 a través 
de la regió N-terminal de Suv39h1. A Esquema de les diferents construccions de 

Suv39h1 etiquetades amb Myc utilitzades en (B). B Western blot de les cèl·lules 

transfectades amb les construccions descrites en (A): FL (Suv39h1), ΔChromo, ΔSET o 

ΔN89 (ΔN-term) -/+ FLAG-HP1α, β i γ. C Quantificació de diversos experiments (n= 5) 

com en (B). 
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Això suggereix que la diana de les isoformes d’HP1 per dur a terme 

aquesta regulació és el domini N-terminal de Suv39h1. Com en el cas de la 

regulació per part de SirT1, la regulació de les isoformes d’HP1 sobre 

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

 

Respecte l’estudi del domini/s d’HP1 implicat/s en aquesta regulació 

ens vam centrar en la regió hinge ja que, tot i l’alta identitat entre les 

isoformes d’HP1, aquesta regió 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 

regió hinge entre les dues isoformes que tenen un efecte contrari més clar 

sobre la regulació entre Suv39h1 i HP1, sent les dues que és troben més 

relacionades amb heterocromatina, HP1α i HP1β. Vam observar que l’efecte 

d’aquestes isoformes sobre Suv39h1 reverteix parcialment al intercanviar 

aquesta regió comparat amb els seus corresponents WT.  

La sobreexpressió d’HP1α amb el domini hinge d’HP1β no va 

augmentar tant els nivells de Suv39h1 com ho fa HP1α. I HP1β amb el domini 

hinge d’HP1α vam veure que incrementava els nivells de Suv39h1 però 

sense arribar als nivells provocats per la sobreexpressió d’HP1α (Figures 

R38B i R38C). 

Per tant podriem dir que la regió hinge d’HP1 seria part implicada en 

aquest mecanisme de regulació diferencial per part de les isoformes d’HP1 

sobre Suv39h1. 
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Figura R38. La regió hinge d’HP1 està implicada en la regulació dels nivells de 
Suv39h1. A Aliniament de les seqüències d’aminoàcids de les tres isoformes d’HP1. B 

Western blot de cèl·lules 293 transfectades amb Myc-Suv39h1-/+ HP1α, β, γ i els 

contructes d’HP1 amb la regió hinge intercanviada entre aquestes dues isoformes: 

HP1α(β) i HP1β(α). C Quantificació de diversos experiments (n=5) com en (B). 

 

 

Un altre aspecte important per aquest estudi va ser la confirmació de 

la interacció entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1, crucial per la formació 

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 interacció. Els estudis de la relació entre aquestes dues 

proteïnes va començar amb la descripció de la co-immunoprecipitació de 

SUV39H1 amb M31 (HP1β homòleg de ratolí)86, on s’assumia que totes tres 

isoformes interaccionaven de forma equivalent amb Suv39h1. I arribant fins a 

descriure específicament la interacció entre els 39 primers aminoàcids de la 

regió N-terminal de Suv39h1 i la superficie creada per dos CSD fruit de la 

dimerització de les isoformes d’HP1177. Tal com esperàvem, les isoformes 

d’HP1 van interaccionar amb totes les construccions de Suv39h1 excepte 
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amb la que té l’N-terminal deleccionat. Sorprenentment, vam observar que la 

capacitat d’unió amb Suv39h1 era depenent de cada isoforma, sent molt més 

dèbil amb HP1β que amb les altres dues isoformes (Figura R39).  

 
 
Figura R39. La interacció entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1 és depenent 
d’isoforma i requereix la regió N-terminal de Suv39h1. Eluïts de la immunoprecipitació 

de les construccions descrites en la figura R37A i les isoformes d’HP1, amb l’anticòs de 

l’etiqueta Myc i analitzats per HA (isoformes d’HP1) i Myc (Suv39h1).  

 

 

Aquesta dada recolzava la similitud entre HP1α i HP1γ en relació a 

Suv39h1 i la diferència amb HP1β que haviem observat amb l’estudi de la 

regulació dels nivells de Suv39h1. 

Per confirmar aquesta diferent capacitat d’unió amb Suv39h1, 

centrant-nos amb les isoformes HP1α i HP1β les quals semblen ser totalment 

diferents respecte aquest aspecte, vam realitzar una immunoprecipitació de 

competència entre aquestes dues isoformes i Suv39h1 amb reïna Myc. Vam 

observar que incrementant HP1α la interacció d’HP1β amb la metiltransferasa 

disminuïa (Figura R40), per tant, podriem deduir que Suv39h1 interacciona 

més dèbilment amb HP1β que amb HP1α i que HP1α i HP1β competirien per 

la metiltransferasa. Aquest resultat ens torna a conduir a la hipòtesi del paper 

HP1β com a reservori, la qual en absència d’HP1α, podria substituïr-la.  
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Figura R40. HP1α competeix més fortament que HP1β per la unió a Suv39h1. Es 

mostren elucions d’immunoprecipitació amb l’anticòs de l’etiqueta Myc després de 

contransfectar cèl·lules 293F amb Myc-Suv39h1 +/- HP1β-HA i quantitats creixents 

d’HP1α. 
 

Un cop confirmada la interacció i regulació 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 degradació de la 

metiltransferasa, incrementant la seva vida mitja mitjançant la inhibició de la 

ubiquitinització. Per estudiar aquest mecanisme vam realizar experiments 

d’IP amb resina anti-Myc d'extractes derivats de les cèl·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 

modificació és depenent de la isoforma d’HP1. Vam observar que HP1α i 

HP1γ disminueixen els nivells d’ubiquitinització de Suv39h1 tal i com vam 

observar amb SirT1. Contràriament, HP1β no produeix aquesta disminució 

sinó que augmenta la ubiquitinització respecte el control (Figura R41). 
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Figura R41. Les isoformes d’HP1 regulen els nivells de Suv39h1 a través de la 
inhibició de la degradació d’aquest. Nivells de poliubiquitinització de Suv39h1. Els 

extractes de cèl·lules 293 transfectades en les combinacions indicades van ser 

immunoprecipitades amb anticossos de l’etiqueta de Myc (Suv39h1) i analitzats per FLAG 

(isoformes d’HP1), Myc (Suv39h1) i HA (ubiquitinació). Es mostren les elucions.  

 

HP1α i HP1γ estabilitzen els nivells de Suv39h1 a través de la 

inhibició de la poliubiquitinització de Suv39h1. HP1β, en canvi, no 

estabilitzaria aquesta metiltransferasa ja que no la protegeix de la 

ubiquitinització i conseqüent degradació sinó que contràriament la promou. 

 
 

Estudi del paper de les isoformes d’HP1 a nivell de foci 
d’HC  
 
 Un cop demostrada una diferent regulació per part de les isoformes 

d’HP1 sobre Suv39h1 a nivell global, ens vam focalitzar en el foci d’HC, en si 

aquesta diferent actuació 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 seqüències repetitives, 

específicament els major satèl·lits (a les zones pericèntriques) i minor 

satèl·lits (a les zones centromèriques) (Figura R42A). Per començar a 
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entendre un possible paper diferencial de les diferents isoformes d’HP1 en 

aquestes regions, vam analitzar l’expressió d’aquestes seqüències en les 

diferents MEFs WT i KO d’HP1α, HP1β i HP1γ. El control de l’expressió 

d’aquestes seqüències per part de les isoformes ens van aportar la primera 

idea de la diferent actuació d’aquestes en els foci. Dels resultats obtinguts va 

destacar la gran derepressió de l’expressió dels major satèl·lits en absència 

d’HP1γ respecte el WT, per tant, aquesta isoforma semblaria necessària per 

reprimir l’expressió d’aquestes seqüències repetitives de les regions 

pericèntriques (Figura R42B). Respecte l’anàlisi dels nivells els minor 

satèl·lits en les diferents línies cel·lulars, vam observar una lleugera 

derepressió d’aquests en les MEFs HP1α-/- (Figura R42C), per tant, podriem 

relacionar aquesta isoforma amb el control de l’expressió de les seqüències 

repetitives que es troben en la regió centromèrica. 

 

 
Figura R42. Distribució de les isoformes al foci d’HC.  A Gràfic representatiu de la 

localització de major i minor satèl·lits al cromosoma. De84. B Quantificació de la RT-PCR 

(n=5 experiments) pels major i C minor satèl·lits. 

 

0

2

4

6

8

10

WT      � -/- � -/- � -/-

R
el

at
iv

e
Ex

pr
es

si
on

Re
la

tiv
eE

xp
re

ss
io

n

0

0,5

1

1,5

WT      � -/- � -/- � -/-

A

B

C

Ex
pr

es
sió

 re
la

tiv
a

Ex
pr

es
sió

 re
la

tiv
a

pericèntric centromèric

telòmertelòmer

  R
ES

U
LT

A
TS

 



 

102 
 

Amb els nostres resultats obtinguts hipotetitzariem que HP1α i HP1γ 

controlen a diferents regions del foci d’heterocromatina. 

En relació amb la isoforma HP1γ i els major satèl·lits, hi ha un factor 

de transcripció descrit anomenat PAX3 que interacciona amb HP1γ, i com 

aquesta isoforma, també està relacionat amb el control dels major satèl·lits en 

les zones d’HPC (Figura R43A). Es troba localitzat en aquestes regions en un 

30% de les cèl·lules WT (Figura R43B)133. Per tal d’estudiar la relació entre 

HP1γ, PAX3 i la regió d’HPC, vam analitzar, per IF, la localització de PAX3 en 

els foci d’HPC a les diferents MEFs WT i KO per les isoformes d’HP1 

transfectant-les amb aquest factor de transcripció. En absència d’HP1α es va 

localitzar un alt % de PAX3 als focis, inclús més alt que a les cèl·lules WT. En 

canvi a les MEFs d’HP1β el % es va reduir significativament.  

 

 
Figura R43. Relació entre HP1γ, el factor de transcripció PAX3 i la regió d’HPC. A 

Expressió dels major satèl·lits en cèl·lules WT i WT(shPAX3). B Immunofluorescència de 

la localització de PAX3-GFP en els foci d’HPC. (A) i (B) agafades de133. C IF de la 

distribució del DAPI i PAX3 i quantificació de la localització de PAX3 als foci en les 

diferents MEFs WT i KO d’HP1.  
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Curiosament, però, en les cèl·lules on quasi no es va observar 

localització de PAX3 en els foci va ser a les MEFs KO per HP1γ (Figura 

R43C). Per tant, aquest resultat també relacionaria HP1γ amb el control de la 

regió d’HPC. 
 
 

Relació 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 

hipotètica relació funcional diferencial entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1, 

vam analitzar la implicació d’HP1α, HP1β i HP1γ en el manteniment de 

l’estructura de l’HC a través de la regulació, de la  dinámica de Suv39h1. Es 

va portar a terme mitjançant un assaig de FRAP, en el que utilitzem la 

proteïna de fusió Suv39h1-EGFP169 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).  

 
 

Figura R44. Localització de les principals proteïnes de l’HPC i la modificació 
conseqüent d’aquestes. Distribució subnuclear de la tinció de DAPI, Suv39h1-EGFP, 

H3K9me3 i HP1α en cèl·lules NIH3T3 transfectades amb Suv39h1-EGFP. 

 

En un primer experiment de l’estudi de la dinàmica, vam 

sobreexpressar, junt amb Suv39h1-EGFP, les isoformes d’HP1. Aquestes 

van afectar dràsticament l’intercanvi de Suv39h1 en els foci. HP1α i HP1γ van 

reduir el temps mitjà d’intercanvi (t1/2) de les molècules de Suv39h1 des de 19 

a 10,05 i 15,2 segons respectivament (Figures R45A i R45B), el que 

significava que tant la sobreexpressió d’aquestes dues isoformes van fer 
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augmentar l’intercanvi de Suv39h1. Contràriament, amb HP1β no es va veure 

canvi en aquest aspecte respecte el WT.  

 
 
Figura R45. Efecte de la sobrexpressió de les isoformes d’HP1 sobre la dinàmica 
de Suv39h1 mitjançant FRAP, in vivo, en el “foci” d’HPC. A Assaig de FRAP al 

“foci” d’HPC de cèl·lules NIH3T3. Intensitat de fluorescència relativa dels experiments 

FRAP sobrexpressant Suv39h1-EGFP +/- les isoformes d’HP1. B Quantificació i anàlisi 

estadístic dels experiments de FRAP en (A), com la fracció de la població mòbil (mòbil 

[%]), i el temps mitjà  de recuperació de fluorescència (t1/2).  

 
Continuant amb l’estudi de la dinàmica de Suv39h1 vam estudiar com 

l’absència de les isoformes d’HP1 podria afectar a aquesta, utilitzant les 

diferents MEFs WT i KO per aquestes isoformes. Vam observar que 

l’absència d’HP1α i HP1γ disminueix l’intercanvi de Suv39h1 i la fracció mòbil 

respecte les cèl·lules WT, el 50-51% de les molècules de Suv39h1 en els foci 

d’HPC tenen una velocitat d’intercanvi més lent que el control, amb un t1/2 de 

30,27 i 29,28 segons respectivament en contra dels 18,28 segons del control, 

representant una disminució del 40%. 

Contràriament, amb l’absència d’HP1β, s’observa un intercanvi de Suv39h1 

lleugerament més ràpid que a les cèl·lules WT (Figures R46A i R46B). 
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Figura R46. Efecte de l’absència de les isoformes d’HP1 sobre la dinàmica de 
Suv39h1 mitjançant 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 HP1α, β o γ. B 

Quantificació i anàlisi estadístic dels experiments de FRAP en (A), com en (Figura R46B).  
 

 

Aquests resultats de l’estudi de la dinàmica de Suv39h1 podríem 

hipotetitzar que la sobreexpressió d’HP1α i HP1γ induiria una estructura 

d’HPC menys compacta, més dinàmica, accelerant així la renovació de 

Suv39h1. Aquest fet concordaria amb la possible compactació de l’estructura 

de la cromatina produïda per la pèrdua d’aquestes isoformes. De forma 

oposada, la sobreexpressió de la isoforma HP1β no altera la dinàmica de 

renovació i la pèrdua produeix una cromatina lleugerament més oberta. Així 

doncs, en general no s’observa un efecte significatiu a la dinàmica de 

Suv39h1 degut a aquesta isoforma. 

En general, aquestes troballes suggereixen un paper directe per part 

d’HP1α i HP1γ en el control de la dinàmica i organització de l’HPC través 

Suv39h1.                                                  
          

Seguidament, continuant amb l’estudi in vivo, vam analitzar la 

interacció entre aquestes proteïnes mitjançant experiments de FRET. Es 

basa en la transferència d'energia entre fluoròfors com GFP i RFP, emprant 

la proteïna de fusió 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 proteïnes fluorecents són molt properes (a 
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una distància inferior a 10nm) el que significa que han d’estar en interacció 

directe (Figura R47A). A part de confirmar la interacció entre les isoformes 

d’HP1 i Suv39h1, ja descrita per FRET entre la isoforma HP1β i Suv39h189, 

vam comprovar si aquesta interacció era depenent d’isoforma en el foci 

d’HPC. Vam observar que HP1α s’uneix significativament molt més amb 

Suv39h1 que no pas HP1β. En el cas d’HP1γ els resultats van mostrar una 

unió intermitja amb Suv39h1 respecte HP1α i HP1β (Figures R47B i R47C).  

 
 
Figura R47. Interacció 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 fluorescència d’experiments representatius de FRET en 

cèl·lules NIH3T3 transfectades amb Suv39h1-EGFP + HP1α, HP1β o HP1γ-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 proteïnes, de més 

(vermell) a menys (lila). C Quantificació del FRET de l’experiment vist en (B). (*: p<0,05 i 

***: p<0,0005). N=50.   
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Per tant, la diferent capacitat d’unió caracteritzada a nivell global de la 

cèl·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 HP1α i HP1γ respecte la 

seva actuació en l’estructura de la cromatina i la diferència amb HP1β, 

observada fins ara, en els diferents aspectes estudiats com en la regulació, 

en el control de la dinàmica de Suv39h1 i en la interacció entre aquestes 

proteïnes. 

 

 

Diferents papers de les isoformes d’HP1 al foci d’HPC 
 
 Un dels factors implicats en la dinàmica de l’HC per tal de mantenir 

l’estructura d’aquesta són les modificacions postraduccionals. Aquestes 

juntament amb les seqüències repetitives i les isoformes d’HP1 són els 

components majoritaris del “foci” d’HPC. Per aquests motius vam estudiar la 

relació de les isoformes d’HP1 amb les principals modificacions 

postraduccionals característiques 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 caracterització a través de la detecció endògena de 

les diferents marques per IF, en col·laboració amb el laboratori de la Dra. 

Lourdes Serrano. Vam veure que la pèrdua de les diferents isoformes no 

produeix cap canvi en H3K9me3 (Figura R48A). Sorprenentment, respecte 

les marques històniques H4K20me3 i H3K27me3, l’absència d’HP1α va 

mostrar un increment d’aquestes, fet que no vam observar quan faltava HP1β 

o HP1γ (Figura R48B i R48C). Segons aquests resultats HP1α 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. Relació entre l’absència de les isoformes d’HP1 i importants 
modificacions posttraduccionals. A Quantificació 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’HP1α era directe respecte aquestes 

dues modificacions, H4K20me3 i H3K27me3, vam realitzar el mateix estudi 

però utilitzant les línies de MEFs HP1α-/- noKO i reKO. Aquestes línies són 

obtingudes a partir de la línia de MEFs HP1α-/- KO a la qual s'introdueix 

l'activitat cre recombinasa, s'elimina el gen neo i l’exó que conté ATG es 
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tornen a alinear amb el promotor i el gen s'expressa de nou obtinguent la línia 

de MEFs noKO. Finalment, s’introdueix Flpe recombinasa eliminant l’exó i el 

gen és reprimix novament, donant lloc a les MEFs reKO (Figura R49A). 

Respecte la marca d’H4K20me3, al tornar-se a expressar HP1α vam 

observar una reducció dels seus nivells respecte l’augment vist en les MEFs 

KO d’HP1α, i al tornar a inhibir la seva expressió no detectem cap 

recuperació dels nivells d’H4K20me3. Contràriament, els nivells d’expressió 

d’H3K27me3 si que es recuperen en les MEFs reKO, després de la diminució 

d’aquests causada per l’expressió HP1α (Figura R49B).  

 

 
Figura R49. La presència o absència d’HP1α modifica els nivells de les marques 
d’heterocromatina H4K20me3 i H3K27me3. A Estratègia per la recuperació de 

l’expressió d’HP1α (noKO), a partir de l’HP1α KO original (KO), i posterior inhibició 

d’aquesta (reKO). R1: Cre recombinasa, R2: Flpe recombinasa. B Quantificació de les 

modificacions postraduccionals H4K20me3 i  H3K27me3a partir d’experiments d’IF de les 

diferents MEFs descrites en (A).  
 

Extreuriem que HP1α té un efecte directe en el control d’aquetes 
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observats en absència d’HP1α (reKO), com a un efecte que es podria produir 

més a llarg termini.  

 

Degut a que aquesta modificació regulada per HP1α és catalitzada 

per un important component estructural de l'HC com és Suv420h2, el qual 

media la compactació a través de la interacció amb HP1121,  varem decidir 

estudiar aquesta interacció, entre Suv420h2 i les isoforms d’HP1, in vivo, 

mitjançant la tècnica del FRET. Vam observar que Suv420h2 interaccionava 

significativament més amb HP1β que no pas amb les altres dues isoformes 

d’HP1, α i γ (Figura R50). Per tant, hi hauria una relació més estreta entre 

Suv420h2 i la isoforma HP1β.  

 

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

 

Seguidament, i tenint en compte aquestes diferències de les 

isoformes d’HP1 amb factors relacionats amb el nivell de compactació de la 

cromatina vam estudiar l’efecte de cadascuna d’elles sobre l’estructura 

d’HPC. Vam estudiar aquest aspecte mitjançant la digestió, amb MNasa 

(nucleasa micrococcal), de l’ADN de cadascuna de les línies de MEFs, de la 

qual en vam obtenir la informació sobre la compactació total de la cromatina. 

A continuació, la incubació d’aquestes mostres, transferides per southern, 

amb una sonda de major satèl·lits marcada amb [32P], ens va permetre 

detectar el grau de compactació a nivell d’HPC (Veure materials i mètodes). 

Respecte la compactació a nivell global, en absència d’HP1α vam observar 

una cromatina menys digerida, respecte el control, contràriament, en les 

******

HP1���HP1���HP1�

Ef
ici

èn
cia

 d
e F

RE
T

  R
ESU

LTA
TS 



 

111 
 

MEFs HP1β-/- vam diferenciar una cromatina lleugerament més digerida. I en 

el cas de les MEFs HP1γ-/- no vam apreciar cap canvi en comparació a les 

MEFs WT. Semblaria que en absència HP1α es compacta més la cromatina i 

que respecte la pèrdua d’HP1β s’indueix una estructura de la cromatina més 

relaxada.  

I més específicament, a nivell d’HPC, mitjançant la detecció a través 

de la sonda de major satèl·lits, vam veure que en absència d’HP1α i també 

d’HP1γ, però 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 

cèl·lules WT que no pas en les MEFs HP1β-/-, on la vam detectar en zones 

més digerides (Figura R51). 

 
 
Figura R51. Compactació en les MEFs WT i KO per les diferents isformes d’HP1. A 
A la part superior, digestió de l’ADN amb 2unitats d’MNasa als diferents temps i mostres 

indicades. I a la part inferior, incubació de les mostres amb una sonda de major satèl·lit 

marcada amb [32F], després de la transferència per southern. B Representació de la 

quantificació del punt tres de diversos experiments com el mostrat en (A) mitjançant la 

mesura d’intensitat dins una escala de grisos n=5. 
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Aquests resultats suggeririen un paper d’HP1α en el control de la 

compactació ja que en absència d’aquesta augmenta. Respecte la pèrdua 

d’HP1β, es relacionaria amb una cromatina menys compactada i la d’HP1γ 

causaria una estructura més semblant al KO per HP1α, però amb un efecte 

menor. 

 

Finalement, un aspecte interessant en els nostres estudis va ser 

caracteritzar la relació entre les isoformes d’HP1 i Suv39h1 sota condicions 

d’estrès, com aquestes proteïnes restructuren la cromatina per tal de 

mantenir una adequada estabilitat genòmica. Per estudiar aquest aspecte 

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

nivell de foci d’HC per un assaig de FRAP i utilitzant l’agent oxidant H2O2. 

Vam observar que l’intercanvi de Suv39h1 en MEFs WT i KO d’HP1α i HP1γ 

està augmentat. Això explicaria, com vam demostrar en treballs previs, que 

sota condicions d’estrés s’incrementa l’intercanvi per assegurar la protecció 

del genoma. I seguint el patró com en d’altres experiments on veiem una 

actuació oposada d’HP1β respecte les alters isoformes, amb l’absència de 

HP1β no vam veure un increment a l’intercanvi de Suv39h1 sota condicions 

d’estrès (Figures R52A i R52B). Això sembla indicar que HP1β és necessària 

per l’adaptació de Suv39h1 en aquestes condicions. 

 
Figura R52. Distribució de les isoformes d’HP1 al foci d’HPC i implicació 
d’aquestes en la dinàmica sota condicions d’estrès. A FRAP de Suv39h1-GFP en les 

diferents línies de MEFs sota la incubació amb 2mM d’H2O2. B Quantificació i anàlisi 

estadístic dels experiments de FRAP en (A), com la fracció de la població mòbil (Mobile 

[%]), i temps mitjà de recuperació de fluorescència (t1/2). 
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Vam realizar un segon experiment per tal d’entendre la relació entre 

les isoformes d’HP1 i Suv39h1 sota estrès. Es va portar a terme en MEFs WT 

i KO per Suv39h1 tractades en condicions normals i sota condicions d’estrès 

(5mM H2O2). Es van analitzar els nivells endògens de les isoformes d’HP1 i 

vam observar que sota condicions d’estrès, en les MEFs WT, van augmentar 

totes tres. Però en les MEFs KO per Suv39h1 sota aquestes condicions, 

només HP1β va incrementar els seus nivells (Figura R53).   

 
Figura R53. Els nivells d’HP1α i d’HP1γ són regulats sota condicions d’estrès a 
través d’un mecanisme depenent de Suv39h1. Quantificació de diversos experiments 

(n=5) de WT de MEFs Suv39h1+/+ (WT) i Suv39h1-/- (KO) tractades en absència o 

presència d’H2O2 tal com s’indica. Es detecten els nivells endògens de les diferents 

isoformes.  
 

Per tant, HP1α i HP1γ incrementen els seus nivells sota estrès a 

través d’un mecanisme que implica Suv39h1, en canvi, HP1β, en aquest 

aspecte, podria actuar independentment d’aquest. 

Aquests resultats mostren que la regulació entre les isoformes d’HP1 

i Suv39h1 pot ser molt important per l’adaptació de l’HC en condicions 

d’estrès i per tant, al manteniment de l’estabilitat del genoma.  
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En aquest treball, proposem un mecanisme per entendre la relació 

entre SirT1 i el manteniment de l’estructura de l’HC a través de la regulació 

de Suv39h1, i en particular, per la protecció de l’estabilitat genòmica en 

resposta a l’estrès. El nostre treball també suggereix la implicació de les 

isoformes d’HP1 en la regulació de Suv39h1 i en el manteniment de la 

integritat genòmica, així com també el seu paper en l’estructura d’HC. 

Recolzant d’aquesta manera el paper crucial de l’HC en l’organització i 

estabilitat de la cromatina i la seva implicació funcional en l’envelliment i la 

durada de la vida. 

 
 

Importància de l’estabilitat i la dinàmica de 
Suv39h1 per la preservació de la integritat 
genòmica sota condicions normals i d’estrès 
 

Demostrem, doncs, dos mecanismes de regulació dels nivells de 

proteïna de Suv39h1 implicats en el manteniment de l’estabilitat genòmica, un 

a través de SirT1 sota condicions d’estrès i l’altre amb la contribució 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’estrès.  

L’estabilització de Suv39h1, tant per part d’HP1 com de SirT1, és a 

través de la unió a la regió N-terminal de Suv39h1, entrant en competència 

per aquesta regió (Figura D1).  
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Figura D1. SirT1 and HP1α competeixen pel mateix lloc d’unió a Suv39h1.  IP entre 

Suv39h1, HP1 i SirT1 a partir d’extractes amb les combinacions de proteïnes 

transfectades indicades. Per una part, immunoprecipitant Suv39h1 amb Flag-HP1 i per 

l’altre amb Gal4-SirT1. Observem els imputs les elucions d’ambdues 

immunoprecipitacions detectats amb anticossos per l’etiqueta Myc (Suv39h1), Flag (HP1) 

i Gal4 (SirT1). 
 

Per tant, especulem que sota condicions d’estrès, o es podria activar 

un dels dos mecanismes, ja que ambdós tenen la mateixa finalitat quedant 

l’altre com un mecanisme de reservori podent-se activar sota altres 

condicions específiques o sota alguna afectació de l’expressió de les 

proteïnes implicades en el mecanisme en funcionament. O que s’activin els 

dos alhora actuant sobre la fracció de Suv39h1 disponible en diferents 

regions ja que degut a la competència no podrien interaccionar amb el 

mateix. Els nostres estudis indiquen que aquesta regulació 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 diferència de SirT1. Suggerim que 

la regulació per part de SirT1 es porta a terme fora del foci ja que aquest no 

s’ha localitzat massivament en les regions d’HPC com s’observa en 

experiments de fluorescència72. En aquest sentit l’única evidència de que 

SirT1 es troba en aquestes regions va ser per la detecció mitjançant estudis 
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de ChiP. Però els nivells detectats van ser molt baixos i a més a més aquests 

resultats plantegen dubtes ja que aquesta tècnica és molt sensible però 

imprecisa178.  

Per tant, aquesta hipotètica regulació simultània des de diferents 

regions podria sumar els efectes dels dos mecanismes, produïnt un major 

augment de la dinàmica de renovació de Suv39h1, per fer front a un estrès 

sever per tal de mantenir la integritat de la cèl·lula. 

 
 

Mecanisme proposat per mantenir l’estabilitat genòmica a 
través de la regulació de Suv39h1 per part de SirT1 sota 
condicions d’estrès  
 

En el mecanisme que proposem entre SirT1 i Suv39h1 per entendre 

la relació funcional entre aquestes dues proteïnes a l’HC, SirT1 preserva 

l’estructura de l’HC a través de l’estabilització de Suv39h1 sota condicions 

d’estrès inhibint la poliubiquitinització mediada per MDM2 a la lisina 87 del 

domini chromo de Suv39h1.  

 
 

Figura D2. Model proposat. Model de com SirT1 modula Suv39h1 en l'estructura de 

HPC en resposta a l'estrès. A Sota condicions d’estrès SirT1 estabilitza Suv39h1 inhibint 

la seva degradació gràcies a la unió amb aquest. B L’increment dels nivells de Suv39h1 

fa augmentar l’intercanvi d’aquest i manté així la integritat genòmica. C Una fracció de 

Suv39h1 es degrada a través de la via del proteosoma. 
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L’increment de Suv39h1 disponible s’associa amb una renovació més 

ràpida de l’HPC i un increment de la protecció de la integritat genòmica en 

aquestes condicions (Figura D2). 

 

Relació entre Suv39h1 i l’E3 ubiquitin lligasa MDM2 sota 
condicions d’estrès 
 

La interacció de SirT1 amb Suv39h1 inhibeix la poliubiquitinització 

d’aquesta mediada per l’E3 ubiquitin lligasa MDM2 (Figures R22A i R23A). 

S’ha descrit que MDM2 està implicat en la degradació del supressor de 

tumors p53, en condicions de no estrès, mantenint-la a un nivell baix. Quan 

les cèl·lules estan exposades a estrès, la proteïna p53 s'acumula i s'activa, 

sent essencial pel manteniment de l'estabilitat genòmica i la protecció contra 

la tumorogènesis179,180,181. La formació d’un complexe p53-Suv39h-MDM2 té 

un paper important en la resposta a estrès172. En aquest sentit, l’augment 

dels nivells de p53 podria portar associat un augment de Suv39h1. Una 

possible especulació és que això permeti la regulació coordinada dels dos 

factors (MDM2 i Suv39h1) sota estrès.  

 

La cromatina com a entitat altament dinàmica 
 
 

Com a conseqüència d’aquesta protecció de Suv39h1 per SirT1 

s’augmenta la fracció disponible de Suv39h1 que es tradueix en un augment 

en el seu intercanvi afavorint una cromatina més dinàmica. Fet que hem 

confirmat per experiments de FRAP augmentant la concentració de Suv39h1 i 

observant l’esperat increment de la dinàmica d’aquest (Figura R13) vist per 

l’efecte de SirT1 sota condicions d’estrès.  

Els nostres estudis dónen suport a la visió actual de 

l’heterocromatina, no com una entitat estàtica i inaccessible de conformació 

d’ordre superior, si no com una estructura altament plàstica gràcies a 

diversos factors com la remodelació dels nucleosomes, les modificacions 

posttraduccionals i la regulació per una varietat de proteïnes d’unió i 

   D
ISC

U
SSIÓ

 



 

121 
 

complexes, fent que tingui el potencial per adaptar-se ràpidament a diversos 

estímuls i estrès55,182,183,184 que influeixen en els patrons d'expressió de gens 

o la progressió del cicle cel·lular183,184. Per exemple, sota dany a l’ADN 

l’heterocromatina pateix una remodelació nucleosomal global per aconseguir 

una conformació descondensada de cromatina accessible a proteïnes 

essencials de reparació de l’ADN182,185, entre d’altres canvis, per fer front a 

aquest dany. Nosaltres proposem un augment de la dinàmica de recanvi de la 

cromatina a través de l’increment de l’intercanvi de Suv39h1, una de les 

proteïnes clau en l’organització i estabilitat del genoma. S’ha demostrat que 

diverses proteïnes estructurals d'unió a la cromatina estan en constant 

renovació, com és el cas d’HP1 i de Suv39h1, i que la dinàmica d’aquestes 

és essencial per regular els processos relacionats amb l’estabilitat 

genòmica186,187. HP1 i Suv39h1 estan en constant intercanvi: un 95% de les 

molècules d’HP1 i al voltant d’un 70% de les molècules de Suv39h1 mostren 

ser altament mòbils in vivo per anàlisi de FRAP183,184.  

Altres autors proposen que una alta renovació de Suv39h1 està 

associada a una cromatina menys compacta i a transcripció degut a que 

l’intercanvi a eucromatina és molt més ràpid89. 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 l’estructura del foci. 

L’increment de SirT1 afecta a l’intercanvi de Suv39h1 però no altera ni el 

número de molècules de Suv39h1 unides a l’HC ni la compactació d’aquesta 

regió. Això és recolzat pels nostres anàlisis 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 regulació dels major satèl·lits, les seqüències 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 l’expressió dels major 
satèl·lits. Quantificació de la RT-PCR dels nivells d’expressió dels γ o major satèl·lits en 

les línies 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 renovació de Suv39h1 en 

HPC i l’estructura de la cromatina no van necessàriament units.  

Les proteïnes associades a la cromatina tot i ser altament dinàmiques 

tenen una fracció immòbil variable depenent de la proteïna i les condicions en 

les que es troba exposada. Està descrit en Suv39h1 una fracció immòbil d’un 

25%89. Els nostres estudis mostren que en absència d’ambdues isoformes, 

HP1α i HP1β, on conseqüentment està descrit que tampoc s’hi localitzaria 

HP1γ103, seguim detectant, en el foci d’HC, aquesta proporció de fracció 

immòbil de Suv39h1 la qual podria estar interaccionant amb ARN, amb altres 

proteïnes, etc. Per tant, hi ha una part de Suv39h1 independent d’HP1. 

Certs estudis descriuen que la fracció immòbil de Suv39h1 podria ser 

indicativa de conformacions de la cromatina que no són propenses a 

processos que regulen activitat transcripcional, però que juguen un paper en 

l'organització estructural del nucli de la cèl·lula89. Els nostres estudis 

demostren que un increment en el recanvi i la fracció mòbil de Suv39h1 

també juguen un paper en la protecció de l’estructura d’HPC. Observem que 

el mutant Suv39h1K87 té una taxa de renovació més alta que el control 

Suv39h1 (Figura R29) i una major estabilitat que observem a partir de la 

disminució en els indicadors de dany, γH2AX 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 

més ràpid de Suv39h1 en HPC i una major fracció mòbil d’aquest, conformen 

una estructura de l’HC més dinàmica, que podria reflectir que en condicions 

d’estrès s’acceleri el recanvi dels elements de l’estructura per un costat i per 

l’altre es faciliti l’accés de la maquinària de reparació al foci d’HC. D’aquesta 

manera faria que es reduís el temps de localització del dany al foci 

mantinguent l’HC amb aquesta alta renovació. 

 

 

Importància de l’estabilització dels nivells de Suv39h1 en 
l’estabilitat genòmica  

 

Tot i que alguns autors han suggerit que la sobreexpressió de 

Suv39h1 indueix una proliferació i diferenciació alterada en ratolins188, sabem 

que la seva absència també està associada amb inestabilitat genòmica55. Els 

nostres estudis semblen suggerir un gran valor a l’estabilització de Suv39h1, 

ja que creiem que és crucial per l’increment de la dinàmica i posterior 

manteniment de l’estructura de la cromatina i integritat genòmica sota 

condicions d’estrès. Estudis recents dónen suport al valor d’aquesta 

estabilització per fer front a malalties prevenint la inestablitat genòmica. La 

làmina A, un important component de la làmina i matriu nuclear, interactua 

amb Suv39h1 protegint-lo de la degradació proteasomal. Aquesta 

estabilització de Suv39h1 sembla està implicada en la protecció del síndrome 

de progèria Hutchinson-Gilford causat predominantment per una mutació al 

gen de la làmina A184.  

Per tant, les troballes aportades relacionen l’augment dels nivells de 

Suv39h1 amb estabilitat genòmica. 

Així doncs que aquest mecanisme via activació de SirT1, estableix la 

regulació precisa de l’estructura d’HC sota situacions comprometedores 

(estrès oxidatiu) i assegura la protecció genòmica sota aquestes condicions. 
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Implicació de les isoformes d’HP1 en l’estabilitat genòmica 
a través de la regulació de Suv39h1 
 

Sorprenentment, tot i l’alta similitud entre les tres isoformes d’HP1, 

aportem una regulació diferencial d’aquestes sobre Suv39h1. Dues de les 

isoformes d’HP1 existents en mamífers, HP1α i HP1γ, augmenten els nivells 

de Suv39h1 a través de la seva unió i regulació a la regió N-terminal d’aquest 

(Figura R37), com hem vist amb SirT1, inhibint la degradació per 

ubiquitinització i conseqüentment augmentant l’intercanvi de Suv39h1 (Figura 

D4).  
 

 

 
 

Figura D4. Regulació dels nivells de Suv39h1 per part de les isoformes d’HP1 i 
conseqüent augment de la dinàmica per mantenir la protección del genoma. A 

L’augment d’HP1α i HP1γ incrementen els nivells de Suv39h1. B Aquest augment dels 

nivells de Suv39h1 provoca una dinàmica d’intercanvi d’aquest més ràpida per tal de 

mantenir una adequada estabilitat genòmica.  

 
Contràriament, HP1β sembla que no estabilitza Suv39h1 (Figura 

R33). Una primera hipòtesi per explicar aquesta observació seria que degut a 
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la dèbil interacció entre aquestes dues proteïnes, aquesta isoforma quedaria 

desplaçada, segons els nostres resultats, per exemple, en presència d’HP1α 

(Figures R39 i R40). Per tant, la inhibició de la degradació per part d’HP1β es 

veuria reduïda en aquestes condicions. Una segona hipòtesi seria l’actuació 

d’HP1β com a reservori ja que sabem que existeix una certa redundància 

entre les isoformes. Aquesta hipòtesi està recolzada pel paper funcional 

d’HP1α, ja que està descrit que en ratolins KO per aquesta isoforma no 

s’observa cap canvi respecte els WT130, suggerint que la seva funció podria 

estar recolzada per les altres isoformes.  

Una altre hipòtesi seria que l’activació d’HP1β fos necessària en 

altres contextes o condicions, per exemple sota condicions d’estrès. Tot i que 

està descrit que les tres isoformes estan involucrades en la reparació del 

dany a l’ADN, HP1β pateix una modificació (fosforilació a la Thr51) específica 

i diferencial respecte les altres isoformes, per tal de facilitar la resposta al 

dany a l’ADN189 i podríem especular que aquesta modificació estigués 

implicada en aquest efecte.  

Una altra observació que recolza la relació diferencial entre HP1β i 

estrès, respecte les altres dues isoformes, és que l’augment observat dels 

nivells d’aquesta isoforma en aquestes condicions sembla ser independent de 

Suv39h1 (Figura R53). Per tant semblaria que HP1β pot actuar sota estrès 

dependent o independentment de Suv39h1.  

Respecte aquesta mateixa hipòtesi, observem que en els 

experiments de dinàmica sota estrès, la isoforma d’HP1β és necessària per 

augmentar l’intercanvi de Suv39h1 per tal de mantenir la integritat genòmica 

(Figura R52). 

 

Relació de la regulació entre Suv39h1 i les isoformes d’HP1 
 

En aquesta regulació de Suv39h1 per part de les isoformes d’HP1 

observem un mecanisme de retroalimentació del control d’aquestes: les 

isoformes d’HP1 regulen els nivells de Suv39h1 i a l’inrevés (Figures R33 i 

R35).  
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En el cas de la regulació entre HP1α i Suv39h1 es produeix una 

retroalimentació positiva. Això no és un resultat trivial, ja que, hi ha certes 

evidències contradictòries respecte el paper d’HP1α a la protecció genòmica. 

Per un costat, hi ha treballs que relacionen l’expressió de la isoforma HP1α 

amb el creixement tumoral190. Altres evidències relacionen l’absència 

d’aquesta isoforma amb l’aparició de càncers com pot ser el càncer de 

mama191. Els nostres resultats demostren que l’augment dels nivells de 

Suv39h1 a través de SirT1, les isoformes d’HP1α i d’HP1γ està relacionat 

amb l’estabilitat genòmica. Per tant, l’augment d’amdues proteïnes i la relació 

entre elles, semblen ser importants pel manteniment de l’estructura de l’HC 

per tal d’incrementar la protecció del genoma. És possible que el paper 

detectat com a inductor de tumors d’HP1α sigui indirecte. 
Com a resultat de la retroalimentació entre la isoforma HP1β i 

Suv39h1, la sobreexpressió d’aquesta isoforma no canvia els nivells de 

Suv39h1. Això ens porta a pensar que en condicions normals el paper 

d’HP1β no està relacionat amb Suv39h1. Però sota condicions d’estrès, on 

els nivells de Suv39h1 augmenten, aquest produeix una disminució de la 

isoforma HP1β. No obstant això, el que està descrit és que la presència 

d’aquesta isoforma és vital per tal de mantenir l’estabilitat genòmica102. Per 

tant, això probablement suggereix o bé que aquest mecanisme induït per 

Suv39h1 no funciona en totes les circumstàcies o no funciona en condicions 

d’estrès. Suggeririem però, que els nivells d’HP1β es conservarien gràcies a 

l’augment d’aquesta isoforma independentment de Suv39h1 sota aquestes 

condicions. 

Finalment, respecte HP1γ 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 gametogénesis130. I aquesta autoregulació també podria ser 

important per regular un possible augment d’HP1γ ja que està descrit que la 

sobreexpressió d’aquesta està implicada en processos tumorogènics192.  

 
 

   D
ISC

U
SSIÓ

 



 

127 
 

Extensió del mecanisme d’estabilització de Suv39h1 per 
part de SirT1 a l’HF  
 

Tot i que ens hem centrat en el paper de SirT1 i les isoformes d’HP1 

en HPC, hem observat els mecanismes d’estabilització de Suv39h1 per part 

d’aquestes proteïnes, a nivell global de la cèl·lula, com es demostra en la 

regulació 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 l’HF. Com s'ha esmentat anteriorment, l’increment 

en l’intercanvi de Suv39h1 aparentment no afectaria l'estructura del foci 

d’HPC. Per tant, l'augment en H3K9me3 s'ha de relacionar amb altres 

funcions relacionades amb Suv39h1. Atesa l'estreta relació entre SirT1 i 

Suv39h1 en HF, especulem que la coordinació de SirT1 a la formació d’HF 

també implica increment dels nivells de proteïna Suv39h1. Els nivells de 

Suv39h1 són limitats en condicions fisiològiques normals86, un fet que és 

consistent amb les nostres troballes sobre la curta vida mitja de Suv39h1. Per 

tant, la inducció d’HF per SirT1 comença probablement amb l’estabilització de 

molècules de Suv39h1 per augmentar el nombre dels enzims crítics, induïnt 

així un augment en el nombre de complexes actius i arribant a un nivell en 

què podrien ser establertes estructures compactades. Per exemple, 

l’increment de SirT1 durant la deficiència de glucosa indueix la formació del 

complex eNoSC format per SirT1, Suv39h1 i nucleometilina en còpies d'ADN 

ribosomal193. 

En general, els nostres resultats demostren que la regulació dels 

nivells de Suv39h1 és un esdeveniment clau en la modulació de l’estructura 

de l’heterocromatina i representa un pas important en les situacions de 

resposta a l'estrès. Aquests resultats proporcionen una explicació molecular 

per  la capacitat de l’heterocromatina per adaptar-se a la fisiologia cel·lular i la 

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

Model proposat per entendre l’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 l’HC per tal de conservar una adequada 

estabilitat genòmica, proposem un model per entendre l’estructura d’aquesta 

centrant-nos en el paper de les isoformes d’HP1. Situariem predominantment 

HP1α, però també HP1γ, formant homo i heterodímers, a diferents regions 

del foci d’HC limitant l’expansió de la marca H4K20me3. En aquesta regió, 

Suv39h1 s’uniria a HP1α i a HP1γ les quals l’estabilitzarien. I en el centre 

d’aquestes regions hi localitzariem HP1β que tindria més afinitat amb 

Suv420h2 formant homodímers o heterodímers amb HP1γ. En absència 

d’HP1α, la modificació H4K20me3 s’expandiria provocant una compactació 

de la cromatina (Figura D5). 

    

 
 

Figura D5. Model proposat. Diferent implicació de les isoformes d’HP1 en l’estructura de 

l’HC, amb el control de la marca d’H4K20me3 i amb l’actuació també de Suv39h1 i 

Suv420h2.  
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Control de l’estructura de l’HC a través de les seqüències 
repetitives  

 

Observem la importància de les diferents isoformes d’HP1 en el 

control de l’estructura de l’HC a través de la regulació de l’expressió de les 

seqüències repetitives presents en les regions cèntriques (minor satèl·lits) i 

pericèntriques (major satèl·lits). En la interfase, els major satèl·lits es 

detecten colocalitzant amb el DAPI als foci d’HPC i s’associen amb les 

proteïnes d’HP1, mentres els minor els situen a la perifèria dels foci formant 

entitats individuals i associant-se amb proteins centromèriques194.  
Suggerim que HP1γ sembla tenir un paper predominant en el control 

de les zones pericèntriques recolzat per la relació amb el factor de 

transcripció PAX3 el qual també està relacionat amb aquest control. En 

aquestes regions, en menor mesura hi participaria també HP1α, tot i que 

aquesta la podriem relacionar més amb el control les regions cèntriques 

(minor satèl·lits) (Figures R42, R43 i D6).  

 

 
 
Figura D6. Major i minor satèl·lits d’ADN defineixen dominis en els nuclis de 
ratolins en interfase. Localització dels majors i minor satèl·lits en la interfase per anàlisi 

de FISH. A Imatge del MERGE. B Imatge del DAPI i dels minors satèl·lits. C Imatge dels 

satèl·lits minors i majors. D Primer pla del foci194.  

 

Suv39h1 i SirT1, igual que HP1α i HP1γ, són importants pel control 

de l’estructura de les regions pericèntriques ja que en absència d’aquestes 

observem una alta desregulació de l’expressió dels les seqüències repetitives 

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

En el manteniment de l’estructura de l’HC per part de Suv39h1, SirT1 

i les isoformes d’HP1, també hi estan implicades les modificacions 

postraduccionals. Respecte  l’estudi de la relació entre aquestes proteïnes i 

les PTM, estudis previs del grup van demostrar que en absència de SirT1 hi 

ha una clara deslocalització d’H3K9me3 i una desestructuració del foci 

d’HPC, per tant, una disminució d’aquesta marca en aquesta regió (Figura 

I18A). En MEFs KO per les 3 isoformes, contràriament, s’ha descrit que no 

s’afecta la localització d’aquesta modificació i que no varien els nivells al total 

de la cèl·lula116.  Els nostres estudis confirmen que a nivell de foci l’absència 

de les isoformes d’HP1 no fan variar els nivells d’aquesta marca. Suggerim 

que podria ser degut a que la reclutació de Suv39h1, i per tant H3K9me3, a 

aquestes regions pot ser independent d’HP1. 

Respecte la marca H4K20me3, està descrit que la quantitat i la 

localització heterocromàtica d’aquesta no presenta canvis en absència 

d’HP1β102. Els nostres estudis demostren que tant H3K27me3 com 

H4K20me3 depenen d’HP1α. Encara que totes dues estan directament 

relacionades amb aquesta isoforma, ja que la restricció d’HP1α 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 restricció als límits 

d’H4K20me3 passa més a llarg plaç.    

Amb aquests resultats hipotetitzem que HP1α seria el gran element 

estructural d’HC en contrast amb HP1β i HP1γ, controlant l’expansió de la 

marca d’heterocromatinització H4K20me3 en els límits del foci d’HPC. En 

aquestes zones hi trobem altres proteïnes que actuen com a barreres de la 

propagació de l’heterocromatina com és el cas de la proteïna estructural 

CTCF (factor d’unió a CCCTC)196. S’ha identificat una unió significativa de 

CTCF als límits dels dominis de la cromatina repressiva marcats per 

H3K27me3197, en la transició entre cromatina activa i inactiva (Figura D7)198. 

Estudis recents descriuen una possible relació entre HP1α i CTCF a través 

de la proteïna d’unió a ARN vigilin. Així la reducció mediada per CTCF de la 
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unió de vigilin a les repeticions pericèntriques bloqueja la càrrega d’HP1α en 

el “locus” d’aquestes repeticions. Per tant, hi hauria aquesta possible relació 

tot i que sembla que no seria una unió directa199.  

 

 
 
Figura D7. Paper del factor de transcripció CTCF implicat en el control dels límits 
de la cromatina repressiva. Llocs d’unió per CTCF en els límits que separen dominis 

actius i inactius198.  

 

Fins ara, respecte la distribució de les isoformes d’HP1 en el foci 

d’HPC, només s’havia descrit que HP1α i HP1β en aquestes regions no 

correlacionen completament i tampoc coincideixen exactament en tots els 

casos amb els llocs d’H3K9me3195. Els nostres resultats suggeririen la 

localització d’HP1α com a controlador dels límits del foci d’HPC.  

 

 

Paper diferencial de les isoformes en la compactació de la 
cromatina  

 

HP1 és la proteïna per excel·lència implicada en la compactació de 

l’estructura de la cromatina, per tant, l’absència de les isoformes d’HP1 causa 

canvis en aquesta.  

Sembla que l’absència d’HP1α està relacionada amb compactació tal 

com demostren els nostres resultats d’MNasa, dinàmica i la relació amb les 

modificacions d’heterocromatina (Figures R51, R46 i R48). Hipotetitzem que 

aquest augment de compactació en absència d’HP1α podria ser o per 

l’expansió de les marques d’heterocromatina com H4K20me3 o H3K27me3, 

H3K27Ac     H3K4me1              H3K4me3

cromatina compactada cromatina descompactada cromatina compactada
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suggerint un paper d’HP1α en el control de l’estructura de l’HPC, o com a 

conseqüència de la compactació produïda per l’HP1β endogen.  

HP1β sembla estar més relacionada amb compactació segons els 

nostres resultats, fet que estaria recolzat pel treball d’uns autors descriuen 

que la localització d’HP1β als foci serien “blocs” sempre compactats i de 

forma ovoide103. Associem, per tant, l’absència d’HP1β amb una cromatina 

lleugerament més descompactada, el mateix que observem als experiments 

de dinàmica.  

Una altre dada que recolzaria la relació d’HP1β amb compactació, 

seria la unió d’aquesta isoforma amb Suv420h2. Tot i que dades aportades 

pel laboratori de l’Schotta mitjançant experiments d’IF demostren una relació 

entre les isoformes d’HP1 i Suv420h2 similar per cadascuna de les 

isoformes121, els nostres estudis demostren una major unió de Suv420h2 amb 

HP1β (Figura R50), respecte amb les altres dues isoformes, observada 

mitjançant experiments de FRET (tècnica altament sensible) in vivo. 

Sabem que la interacció de Suv420h2 amb HP1 comporta un 

mecanisme seqüencial de l’establiment d’H3K9me3 i H4K20me3 a HPC66, 
per tant, un mecanisme d’heterocromatinització i compactació. Extrapolant 

aquest concepte ens portaria a especular un paper específic d’HP1β a la 

càrrega i expansió tant de Suv420h2 com de la marca H4K20me3. No 

obstant això, la pèrdua d’HP1β no comporta una pèrdua d’H4K20me3 (Figura 

R48B). Juntament amb el fet de que la pèrdua d’HP1α a la llarga sembla 

aportar una hipermetilació d’H4K20me3, semblaria indicar que HP1γ podria 

ser redundant amb HP1β en aquests casos.  

 Respecte HP1γ, la seva absència si que sembla que afecti a la 

compactació global incrementant-la lleugerament respecte al control, però a 

nivell de foci d’HC no s’observen canvis significatius. Per tant, suggeririem 

que HP1γ està relacionada amb les altres dues isoformes per intervenir en la 

compactació en aquestes regions formant heterodímers amb HP1α i HP1β. 

Fet que està recolzat pels estudis del doble KO d’HP1α/β-/- on no s’observa 

localització de la isoforma HP1γ al foci d’HPC103.  
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Proposta del model englobant els diferents 
mecanismes implicats en el manteniment de 
l’estabilitat genòmica i en l’estructura de l’HC 
 

El conjunt de totes les troballes proposaria un model en el qual hi 

hauria una regulació sobre Suv39h1 tant a fora del foci d’HPC, per part de 

SirT1 sota condicions d’estrès, com des de dins del foci per part d’HP1α i 

HP1γ, estabilitzant-lo. HP1α també controlaria els límits d’aquestes 

estructures d’heterocromatina. HP1β, respecte les altres dues isoformes, 

sembla que tindria més relació amb H4K20me3 i la dinàmica de Suv420h2 i 

tindria una relació funcional amb Suv39h1 aquesta en condicions d’estrès 

(Figura D8). 

 

 
 
Figura D8. Model global proposat. Reprentació d’un foci d’HPC on hi veiem 

representats els diferents mecanismes i relacions proposades entre SirT1 i les isoformes 

d’HP1 a través de l’estabilització de Suv39h1 per tal de mantenir l’estabilitat genòmica 

tant dins com fora d’aquest. També s’indica el paper d’HP1α, HP1β i HP1γ en l’estructura 

de l’HPC.  

Suv39h1

SirT1
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CTCF
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Implicació de SirT1 en l’estabilitat genòmica en 
l’envelliment 

 

Els nostres resultats demostren que les proteïnes estudiades són 

crucials per mantenir una adequada estabilitat genòmica sota estrès.  

El dany oxidatiu a la cèl·lula causat pel seu propi metabolisme al llarg 

de la vida d’un organisme (per exemple acumulació de ROS) causa 

inestabilitat genòmica (danys estructurals com mutacions a parells de bases, 

deleccions, insercions i amplificacions de seqüència, trencaments de l’ADN, 

dany a gens supressors de tumors com p53, i increment de l’expressió de 

pro-oncogens), la qual està relacionada amb l’aparició d’un seguit de 

malalties relacionades amb l’envelliment com malalties metabòliques 

(diabetes tipus 2), neurodegeneratives (Alzheimer) i càncer45.  

La relació entre ROS i cromatina està recolzada per una gran 

quantitat d’evidències46. SirT1 intervé en la reestructuració 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’estrès que impliquen un 

desequilibri energètic (estrès oxidatiu (augment dels nivells de ROS), 

restricció calòrica, hipòxia) o un dany en el genoma (estrès genotòxic)45 

(Figura D9). 

Respecte la relació entre SirT1 i CR s’observa que els nivells de 

proteïna SirT1 són elevats en ratolins mantinguts en un règim de CR. La CR 

també activa l’expressió de SirT2, SirT3, i SirT6, però reprimeix 

SirT4171,200,201. Els nivells de SirT1 són més fortament influenciats per 

l'absència de sèrum que per l'absència de glucosa; l'augment de SirT1 sobre 

la privació de nutrients es deu principalment a un augment de la seva 

estabilitat de la proteïna46.  
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Figura D9. Resposta per part de SirT1 sota diferents tipus d’estrès. SirT1 intervé en 

diferents processos per tal de mantenir la integritat genòmica sota condicions d’estrès. 

 
L’acumulació de dany produït per ROS i també per estrès genotòxic 

tant a l’ADN nuclear com mitocondrial és reduït mitjantçant la CR, 

augmentant així la resistència cel·lular a l’estrès oxidatiu. La CR retrassa la 

taxa d'envelliment i estén l’esperança de vida màxima d'una àmplia gamma 

d'organismes, incloent el llevat, nemàtodes, Drosophila i mamífers. D'altra 

banda, la CR ha estat relacionada amb el retard en l’aparició de molts 

trastorns relacionats amb l'edat, com ja hem esmentat46,202. 

SirT1 és la que s’ha relacionat amb el retràs dels canvis 

fisiopatològics associats amb l'edat i la prevenció d’aquestes malalties de 

l'envelliment. Aquest enzim pot regular diverses funcions de supervivència 

desacetilant no només les histones, sinó també de molts factors de 

transcripció crucials, per exemple, els que controlen l'autofàgia i la producció 

de ROS.  

Actualment hi ha controvèrsia en els estudis sobre el paper de SirT1 

sobre la prolongació de la vida; molts dels efectes beneficiosos es poden 

relacionar amb la capacitat de SirT1 per millorar la qualitat de vida. Però és 

SirT1

Estrès metabòlic
Estrès oxidatiu

Estrès genotòxic

Adaptació 
supervivència

Integritat genòmica

Resistència a estrèsHomeostasis metabòlica

Senyalització dany
Activació vies de reparació ADN
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probable que en els mamífers, les observacions relacionades amb l'edat 

estiguin relacionades també amb SirT6, a més de SirT145.  

Hi hauria un equilibri òptim entre el nivell de producció de ROS i 

l’activitat de SirT1, que confereix els beneficis més favorable en la durada de 

la salut; en conseqüència, 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’estrès. 

 

El mecanisme implicat és la poliubiquitinització 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 estrès relacionat amb p53. 

 

Els nostres estudis suggereixen que l’augment dels nivells de 

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

 

L’increment de la taxa de renovació de Suv39h1, observat al mutant 

K87 d’aquest, promou la integritat genòmica en condicions d’estrès genotòxic. 

 

Aquest mecanisme pot ser també molt important per l’HF en el 

contexte del programa d’expressió en resposta a estrès regulat per SirT1. 

 

Les isoformes d’HP1α i HP1γ també controlen l’estabilitat de Suv39h1 

a nivell de foci d’HPC, el mecanisme a través del qual no està clar. HP1β 

sembla tenir un paper com a reservori respecte la regulació de Suv39h1 en 

condicions normals. 

 

HP1α i HP1γ també incrementen la renovació de Suv39h1. 

Específicament, HP1β seria necessari en aquest augment sota l’efecte de 

l’estrès per garantir la integritat del genoma.  

 

Les isoformes d’HP1 i Suv39h1 regulen els seus nivells a través 

d’una relació de retroalimentació. Excepte HP1β, que podria conservar els 

seus nivells independentment de Suv39h1.  

 

HP1α seria el gran element estructural d’HC tinguent un paper com a 

controlador dels límits del foci d’HPC mantinguent l’expansió d’H4K20me3.  
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HP1β sembla que tindria més relació amb H4K20me3 i amb la 

dinàmica de Suv420h2.  

 

Suggeriríem que la funció d’HP1γ aniria relacionada amb el paper de 

la isoforma amb la que dimeritzi, ja que per si mateixa està més relacionada 

amb la transcripció. 
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Línies cel·lulars 
 

293F (HEK 293F) Cèl·lules embrionàries de ronyó humà, les quals proliferen i 

es transfecten molt fàcilment. 

HeLa Cèl·lules epitelials humanes procedents d’un carcinoma cervical. 

Aquestes, a part de créixer i transfectar-se fàcilment, són adequades per fer-

hi tractaments. 

H1299 Línia cel·lular de carcinoma de pulmó humà procedent dels ganglis 

limfàtics.  

NIH-3T3 Línia cèl·lular de fibroblasts embrionaris de ratolí amb morfología 

mesenquimal.  
Platinum-E Cèl·lules d'empaquetament retrovirals 

MEFs Fibroblasts embrionaris de ratolí: 

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. 

I les MEFs WT i KO HP1α, HP1β i HP1γ, com també les noKO, ReKO 

d’HP1α-/-, totes elles van ser proporcionades pel laboratori del Dr. Singh Prim. 

293TREX Línia cel·lular amb expressió regulada per tetraciclina 

 

La majoria de línies cel·lulars són crescudes i mantingudes en DMEM 

(Gibco) suplementat amb el 10% de suero boví fetal a 37⁰C en 5% CO2. 

Excepte les cèl·lules Platinum en les quals afegim 1μg/ml de puromicina i 

10μg/ml de blasticidina i les 293TREX amb 5μg/ml de blasticidina. 

 

Plàsmids utilitzats  
 

Les construccions de SirT1, SirT2 i Suv39h1 van ser prèviament 

descrites 72,146. Nterm-GFP i Chromo-GFP van ser clonats a pcDNA3.1/CT-

GFP (Invitrogen). Mentres que les isoformes d’HP1-GFP van ser 

proporcionades pel Dr. Peter Hemmerich (Leibniz-Institut für Altersforschun) i 

clonades al vector pcDNA4To (Invitrogen) HA, Flag i RFP. També vam clonar 
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la region hinge de la construcció HP1α-HA a l’HP1β-HA i a l’inrevés. 

Mutacions puntuals de Suv39h1 van ser generades a través de mutagènesi 

dirigida. La construcció HA-ubiquitin va ser proporcionada per la Dra. Helen 

Piwnica-Worms (WUSM, St. Louis, USA). La construcció Nt44-GFP va ser 

clonada en pcDNA3.1/CT-GFP (Invitrogen) utilitzant una estratègia de 

clonació estàndard basat en la PCR. La construcció YFP-HP1 va ser un regal 

del Dr. Hiraoka (Iwaoka, Japan). Els següents plàsmids 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 transfecció 
 

Tots els plàsmids s’han transfectat utilitzant el polímer polietilenimina 

(PEI). Aquest s’incuba 5 minuts amb l’ADN específic a temperatura ambient i 

s’afegeix a les cèl·lules les quals són lisades al cap de 48 hores. 
 

Extracció de proteïnes, Western Blot i quantificació  
 

L’extracte cel·lular total va ser preparat amb cèl·lules, majoritàriment, 

seguint el protocol Dignam 167 amb el qual obtenim per separat l’extracte 

citoplasmàtic del nuclear. En algun cas obtenim directament l’extracte 

cel·lular total utilitzant el buffer RIPA, el qual és més estringent. 

El Western Blot es va realizar utilitzant els anticossos indicats i 

l’anàlisi densitomètric d’aquest es va fer amb el programa Quantity One de 

Biorad. 
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Anticossos utilitzats 
 

 
 

 

Contra etiquetes 

α-Myc Cell Signaling

α-Flag Sigma

α-HA Sigma

α-GFP Upstate

α-Gal4 Upstate

Contra proteïnes endògenes

α-Suv39h1 Millipore

α-SirT1 Millipore

α-SirT1 (G410) De 146

α-Sir2 Upstate

α-HP1α Euromedex

α-HP1β Euromedex

α-HP1γ Euromedex

α-actina Sigma

α-H3 Cell Signalling

α-γH2AX UpstateContra modificacions

α-H3K9me3 Upstate

α-H4K20me3 Millipore

α-H3K27me3 Diagenode

α-H3K4me3 Active motive

Secundaris

α-mouse conjugat a HRP DAKO

α-rabbit conjugat a HRP DAKO

α-mouse Alexa Flour 488, 594 Molecular Probes

α-rabbit Alexa Flour 488, 594, 647 Molecular Probes
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Assaig d’immunoprecipitació (IP) 
 
 Les IPs van ser realitzades utilitzant Flag-agarosa (Sigma), HA-

agarosa (Sigma), agarosa croslincada amb l’anticòs Myc (Cell Signalling), I 

agarosa croslincada amb l’anticòs Gal4 (Millipore) com va ser prèviament 

descrit al187. Les proteïnes unides van ser eluïdes amb 0,2 M de glicina amb 

pH 2,3 i amb 0,2 mg/ml de pèptid Flag quan va ser indicat. Els resultants d’IP 

van ser visualitzats mitjançant un western blot.    
 

Experiments d’immunofluorescència (IF)  
 

Per experiments d’IF, les cèl·lules van ser transfectades, i després de 

24h, es van replaquejar en cobreobjectes i seguidament es van incubar 

durant 24 hores més. Les cèl·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 sòdica PBS, 0,5% de Triton-X, 0,5-1% de BSA. Els 

anticossos primaris i secundaris es van diluir en 0,1% d'azida sòdica 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 cèl·lules es contratenyir amb DAPI (Sigma) i els 

portaobjectes es van muntar en Mowiol. Es van obtenir imatges de les 

cèl·lules marcades utilitzant un làser de rastreig microscopi Zeiss LSM510 

Meta confocal. 

Els experiments d’IF en cèl·lules MEFs disminuim a 2% de 

paraformaldehid durant el mateix temps, 10 minuts i augmentem el temps de 

permeabilització a 15 minuts. 

 

Assaig d’ubiquitinització in vitro  
 

L'assaig d’ubiquitinació in vitro es va realitzar com s'ha descrit 

prèviament 203 amb algunes modificacions. Per a una reacció estàndard, 25ng 

de GST-Suv39h1 produït en bacteris o proteïna purificada myc-Suv39h1 de 

cèl·lules 293F es van barrejar amb UBE1 (UB101 LifeSensors) (0.2μM), ja 

sigui purificat E2 seu-Ubch5c (200ng) o His-UBE2B (200ng), E3 (GST-Mdm2) 
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(500ng), i 2µg d'ubiquitina (Sigma U6253) en 20µl de tampó de reacció 

(40mM de Tris, 5mm de MgCl2, 2mM d'ATP, 2mM de DTT, pH 7.6). La 

reacció es va aturar després de 60min a 37°C mitjançant l'addició de tampó 

de mostra SDS, i posteriorment es resol en gels SDS-PAGE al 10% per 

l’anàlisi del Western Blot. 

 

Experiments amb restricció calòrica 
 

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 gàbies per evitar la coprofàgia i amb temperatura 

controlada (22ºC) amb un cicle de llum-foscor de 12h i l'accés lliure a l'aigua. 

Els animals es van sacrificar per decapitació en l'inici del cicle de llum. Es va 

recollir el sèrum i es va emmagatzemar a -70ºC. Les cèl·lules SirT1 WT i KO 

van ser tractats amb el sèrum de rates ja sigui C o R durant 24h. Les cèl·lules 

tractades es van recollir a continuació per a l'anàlisi de transferència de 

Western. El teixit hepàtic de les rates C i R va ser extirpat, es va pesar, es 

van congelar en N2 líquid, i després es va emmagatzemar a -70ºC. Extractes 

cel·lulars totals de teixit hepàtic es van obtenir amb tampó de Laemmli i es 

van analitzar posteriorment per Western Blot. 

 

Tractaments: 
 
Inhibició del proteosoma 

Els experiments d'inhibició del proteasoma es van realitzar mitjançant 

el tractament de cèl·lules HeLa amb 50 µM de lactacistina durant 24 h. 

ARNi 

 L’ARNi de SirT1 va ser preparat com està prèviament descrit146.  

Tractament amb H2O2 

 Incubar les cèl·lules 1h a 37 ºC amb 2mM d’H2O2 just abans de 

recollir-les. 
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Tractament amb BrdU 

Per a la incorporació de BrdU per tal de diferenciar les cèl·lules en 

fase S, les cèl·lules es van incubar amb BrdU a una concentració final de 

10µM en el medi de cultiu cel·lular durant 10 minuts. 

 

Experiments de “pulse-chase” 
 
 Les cèl·lules HeLa van ser transfectades amb les construccions 

apropiades i després de 24 h de la transfecció van ser replaquejades. El pols 

de 35S durant 40 minuts va ser realitzat després de 20h i les cèl·lules van ser 

recollides a diferents punts. La proteïna Myc-Suv39h1 va ser 

immunoprecipitada utilitzant l’anticòs Myc i el Suv39h1 total o el marcat va ser 

analitzat per Western Blot o per autoradiografia respectivament.  

 

Assaig de metilació  
 

Les mostres es van incubar a 30ºC durant 60min en un buffer de 

reacció que conté 50 mM de Tris-HCl (pH 8,7), MgCl2 5 mM, DTT 4 mM, i 1 

µM 3H marcada amb SAM (GE). Tres micrograms de “core histones” es van 

utilitzar com a substrat. La reacció es va aturar per addició de tampó 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 tinció amb CBB. La membrana es va polvoritzar amb 

EN3HANCE (PerkinElmer), i es va exposar a una pel·lícula Kodak Biomax MS 

durant la nit a -80°C. 

 

Experiments de FRAP (Fluorescence Recovery After 
Photobleaching) 
 

Les cèl·lules es van mantenir a 37ºC utilitzant una càmera d'incubació 

amb corrent d'aire controlada (Carl Zeiss, THORNWOOD, NY) i insertant 

calefacció. El “bleaching” es va realitzar en una àrea circular de 1,0µm de 

diàmetre utilitzant el làser 488nm a una intensitat del 100% (durada del 

“bleaching”: 25,6 µs). La recuperació de dades de fluorescència van ser 
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adquirides amb un làser d'argó que opera a 50% de la potència del làser i el 

filtre AOTF al 2%. La mida de la imatge és de 512x512 píxels amb un factor 

de zoom de 5, donant una mida d'escala xi de 0056µm/píxel. El pinhole 

confocal es va fixar en 1,18 unitats d'Airy (AU). L’escanejat es va realitzar de 

forma bidireccional amb una velocitat màxima d'escaneig (temps d'adquisició: 

253ms). Intervals es van fixar en 247ms i les imatges es van recollir cada 

500ms per cada 120 segons. L'ús de la regió d'interès (ROI) en funció del 

programari Zeiss LSM510, es van mesurar les tres regions d'interès: FRAP 

ROI (l'àrea de lleixiu intencional), BASE ROI (fons sense cèl·lules, off-set) i 

REFERÈNCIA ROI (disminució de la fluorescència d'adquisició en tot el nucli 

a causa del “photobleaching”). Una doble normalització187 va ser després 

aplicada a tots els experiments FRAP. Després de la normalització, les 

intensitats de fluorescència relatives dins de la zona “bleachada” es van 

representar gràficament com una funció de temps, produïnt les corbes de 

recuperació del FRAP. El valor de la vida mitjana (definit com el temps 

necessari per arribar a la meitat del màxim de recuperació) es va calcular a 

partir de les corbes de recuperació que han estat adaptades en una equació 

exponencial estàndard. 

 

Experiments de FRET (Fluorescence Resonance Energy 
Transfer) 
 
 L’experiment de FRET es va portar a terme cotransfectant una 

proteïna amb GFP i l’altre amb RFP. Al cap de 48 h de la transfecció es 

mesura al microscopi confocal, Leica SP5.  

“FRET aceptor photobleaching” és el mètode més directe i fàcil per 

estudiar FRET. Es tracta de cremar l’acceptor, l’RFP, amb una intensitat de 

làser 561 del 100%, sense cremar el donador, el GFP. Si hi ha FRET a la 

zona cremada, el donador tindrà una intensitat més alta de la que tenia a 

l’inici ja que no hi ha transferència d’energia perquè l’acceptor s’ha cremat. 

L’adquisició d’imatges es porta a terme amb les següens condiciions: làser 

d’argó al 20%, pinhole obert (AU=2), imatges en 12 bits, format 512*512, 

velocitat: 700Hz, mode bidireccional, zoom=3, mostres al límit de la saturació 
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però sense arribar a estar saturades, “line average” de mínim 2 per disminuir 

el “background”.  

S’adquireixen tres imatges: Imatge pre-bleach: imatge del donador 

(làser 488 al 9%, detector pel donador) i imatge de l’acceptor (làser 561 al 

11%, detector per l’acceptor). Imatge bleach: ROI a la zona que interessa. 

Làser 561 al 100% i 7 passades de làser. I per últim la imatge post-bleach: 

imatge donador i imatge acceptor amb les mateixes condicions que la imatge 

pre-bleach. 

La quantificació de la intensitat de fluorescència del donador amb la fòrmula 

(utilitzant el Fiji): 

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

 

Digestió per la nucleasa micrococcal (MNasa) anàlisis amb 
Southern Blot 
 
 A partir de 2·106 cèl·lules de cadascuna de les diferents línies 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, 

MgCl2 3mM) i un cop resuspeses es va afegir Nonidet P40 10% per trencar la 

membrana citoplasmàtica i incubant-les seguidament en gel durant 10 min. 

Les cèl·lules es van centrifugar a 1500 rpm durant 5 minuts, i el sediment 

nuclear es va resuspendre en 300µl de tampó nuclear (20mM KCl, 20mM 

Tris-HCl pH 7.5, 70mM NaCl, 3mM de CaCl2 i inhibidors de proteasses). Es 

van divider les mostres en quantitats de 70µl per ser digerides a diferents 

condicions, treballant amb una concentració de 2U/70µl d’MNasa amb 

diferents temps d’incubació (0, 1.5, 3, 5, 10min). La reacció es va aturar amb 

10mM d’EDTA. Els productes de la digestió es van separar en gels d'agarosa 

al 1.5% en presència 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 satèl·lit, 5’ GTGAAATATGGCGAGGAAAACT 3’, marcada 

radioactivament amb [γ32P] (Perkin Elmer) gràcies a la reacció amb la T4 

quinasa. La senyal va ser detectada exposant-la en films autoradiogràfics 

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

la digestió representat en una gràfica respecte la mida dels fragments. 
 

Producció retroviral i transfecció cel·lular  
 

Per a la producció de retrovirus, la línia 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 cèl·lules 

NIH3T3 i W8 i la població infectada es va seleccionar per 2μg/ml de 

puromicina. 

 

FISH  
 
 Es van sembrar 2,5·106 cèl·lules en una placa de 100mm que conté 

medi de creixement per fibroblasts dos dies abans de la realització de les 

extensions de cromosomes. 24 hores després de la sembra, les cèl·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 

l’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 centromèric es va tenyir utilitzant “Concentrated Mouse Pan-

Centromeric Probes”, seguint el protocol de fabricació i els cromosomes es 

van contratenyir amb DAPI. Les imatges es van obtenir utilitzant un 

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

 

Quantificació dels nivells de proteïna γH2AX i la presència 
de micro-nuclis 
 

Per a la quantificació dels nivells de proteïna γH2AX i la presència de 

micro-nuclis, les cèl·lules es van sembrar en cobreobjectes recoberts amb 

poli-D-lisina, col·locats en plaques de 6 pouets amb 105 cèl·lules per pouet, i 

es van deixar incubar tota la nit. Irradiació amb raigs X (5Gy/5min), el 
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marcatge d'immunofluorescència i l'adquisició es van dur a terme com es 

descriu anteriorment, 24 hores després de la irradiació. 

 

Purificació de l’ARN i RT-qPCR 
 

L’ARN total va ser aïllat de les cèl·lules en cultiu amb el “NucleoSpinII 

kit” (Macherey-Nagel) d'acord amb les instruccions del fabricant. La 

transcripció reversa de l'ARN total (2μg) es va porta a terme utilitzant el 

“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche) d'acord amb el 

protocol del fabricant. L’anàlisi de la PCR quantitativa en temps real es va 

realitzar en una reacció en 10µl 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 γ-satèl·lits, minor satèl·lits, tubulina, 

GAPDH, RPL38 i EEF2 de ratolí i van ser dissenyats per amplificar amplicons 

100-300pb. L’expressió relativa del gen es va determinar pel mètode de 

ΔΔCT.  

Per l’amplificació amb la PCR, els primers específics utilitzats van 

ser:  

 
 

Mostres

Major satèl·lits forward 5’ CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC 3’

reverse 5’ GACGACTTGAAAAATGACGAAATC 3’

Minor satèl·lits forward 5’ CATGGAAAATGATAAAAACC 3’

reverse 5’ CATCTAATATGTTCTACAGTGTGG3’

Controls

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 satèl·lits amb els seus 

respectius controls, es van portar a terme a una temperature d’”anealling” de 

60ºC, en canvi, per amplificar els minor satèl·lits a 55ºC.  
 

Anàlisi estadístic  
 

L’anàlisi estadística es va realitzar utilitzant un test d’anàlisi de la 

variancia (ANOVA). 
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