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“Igual que a les cel-lules aillades, el caracter de la nostra existéncia es veu determinat
no pels nostres gens, sind per la nostra resposta a les senyals ambientals que impulsa

la vida. “

- Bruce Lipton -



Resum

SirT1 és una desacetilasa d’histones depnent de NAD+, és la més estudiada de la
familia de les Sirtuines i s’ha descrit que juga un paper molt important en la regulaci6 de
la cromatina. SirTl, interacciona i desacetila el co-repressor de la familia de les
proteines TRIM, KAP-1 regulant aixi el seu paper en la reparacié de DSB. Tanmateix,
KAP-1 s’ha vist que forma un complex funcional amb SETDB1, metiltransferasa
d’histones, el qual té un paper clau en el silenciament de I'expressié génica. Ens varem
plantejar determinar si les tres proteines SirT1, KAP-1 i SETDB1 formarien un complex
funcional. Amb aquest objectiu, vam determinar 'expressié de SirT1, SETDB1 i KAP-1,
préviament cloandes en vectors d’expressio i les seves interaccions, en condicions
normals i sota condicions d’estrés. Finalment, vam estudiar si conformen un complex
funcional i quina implicacid6 podria tenir en la regulaci6 de cromatina per co-
fraccionament amb FPLC. Els nostres estudis demostren, SirT1 i KAP-1 interaccionen i
gue aguesta interaccio es veu augmentada en condicions d’estres. També hem vist que
la sobre-expressié de SETDB1 provoca una deslocalitzacio de la proteina al citosol, ja
que els seus nivells al nucli estan altament regulats. Tot i que no hem pogut demostrar
lexisténcia d’'un complex funcional entre SirT1, SETDB1 i KAP-1, si que hem pogut
demostrar que SirT1l i SETDB1 interaccionarien i que aquesta interacci6 no depén
d’estrés. Addicionalment, hem aconseguit una linia NIH3T3 KO per SirT1, utilitzant la
tecnica CRISPR. Els resultats obtinguts ens han permeés conéixer les relacions
funcionals entre aquestes tres proteines i, ens permetra dissenyar noves estratégies
d’estudi en la regulacié de la cromatina, en la reparaci6é de danys i en el silenciament

dels gens.

Paraules clau: cromatina, SirT1, SETDB1, KAP-1, CRISPR.



Abstract

SirTl is a NAD*-dependent histone deacetylase which is the most studied member of
Sirtuins family and it has been described as an important regulator of chromatin structure
and function. SirT1 interacts and desacetylates the co-repressor of TRIM’s proteins
family, KAP-1, regulating his role in DSB repair. Moreover, it has been described that
KAP-1 forms together with SETDB1, a histone methyltransferase, a functional complex
which has an important role in gene silencing. We have been studied the SirT1, KAP-1
and SETDB1 expression, previously cloned in expression vectors, and their interactions
in normal and under oxidative stress conditions. In addition, we studied if these proteins
could form a functional complex, involved in chromatin regulation by FPLC co-
fractionation. Our studies show that SirT1 and KAP-1 interact and this interaction
increases under stress conditions. Moreover, we determined that SETDB1 over-
expression causes its cytosolic delocalization, as a result of its highly regulated levels in
the nucleus. Although, we could not determine the functional complex between SirT1,
SETDB1 and KAP-1 we determine that SirT1 and SETDB1 interact and we observe that
this interaction is not stress-dependant. Additionally, we have achieved a NIH3T3 cell
line KO for SirT1, using CRISPR technique. All our results allow us to increase our
knowledgement about the functional relationship between these 3 proteins and open
new strategy to design studies in chromatin regulation, DNA damage repair and gene

silencing.

Keywords: chromatin, SirT1, SETDB1, KAP-1, CRISPR.
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INTRODUCCIO
L’epigenética

La genética moderna ens ensenya que no només la sequéncia de 'ADN determina el
fenotip d’un individu sind que també ve regulat per les influéncies del medi ambient, aixi
com la nutricid, I'estrés i/o les substancies toxiques, entre d’altres, que intervenen en la

regulacié de I'expressié génica sense canviar la sequiéncia de 'ADN.

L’epigenética és la ciéncia que estudia com aquests efectes de 'ambient influeixen en
l'expressio dels gens i com es transmeten d’'una generacié a una altra. Estudia les
alteracions heretables en I'expressié dels gens derivades de canvis quimics en '’ADN o

a les histones. (Karanth et al., 2017)

Aixi doncs, durant el desenvolupament el zigot que conté un genoma és programat
epigenéticament generant una multitud d’epigenomes en més de 200 tipus cel-lulars
diferents. Cada individu té doncs un genoma, una sequiéncia d’ADN invariable, i diferents
epigenomes. L’epigenoma seria la composicié global de la cromatina formada per 'ADN,
amb la informacié geneética, i les proteines histoniques i no histoniques que

'empaqueten.
Mecanismes epigenétics

La cromatina és una estructura dinamica que adapta el seu estat de compactacio i
empaquetament segons les necessitats de la cél-lula. Aixi doncs, l'estructura i les
modificacions de la cromatina representen un nivell addicional de regulacié per a tots
aquells processos metabolics de I'ADN inclosos la transcripciod, recombinacio, reparacio,
replicaci6, formacio del centromer, etc. Tots ells actuen com a plataforma on s’integren
les senyals biologiques itenen lloc les respostes moleculars. La cél-lula ha desenvolupat
diferents mecanisme epigenetics per tal de modificar de forma temporal/espacial

l'organitzacié de la cromatina.

Aixi doncs, la regulaci6 de la cromatina és un procés finament controlat i que comprén
diferents mecanismes epigeneétics que es coordinen entre ells per assegurar la correcte
organitzacid d’aquesta en cada moment i per preservar la integritat gendmica i

I'expressio génica. Els mecanismes epigenétics més importants sén (Figura 1):

1) La metilacié de TADN
2) El paper senyalitzador dels ncRNA
3) Modificacions postraduccionals de les histones i variant d’histones, que afecten

tant a I'estructura global de la cromatina com l'activacié o repressié genica.



INTRODUCCIO

Histone Ph DNA 3
modifications methylation
NH, NH,
DNA

| |
methyltransferase CH.
N c N e
e
' /c c /c c
o o
®
T S DNA
B\
) @y =) = %
Nucleosome .

Chromosome @ methylated cytosine base

@ unmethylated cytosine base

histone tail
Chromatin

oo\

microRNA (miRNA)

Figura 1. El cromosoma és la forma més compacte de la cromatina, i la unitat basica de la
cromatina és el que coneixem com nucleosomes. Aguests nucleosomes es consisteixen en un
octamer d’histones sobre el qual s’enrotlla la doble helix d’ADN. Les histones estan vestides amb
una série de modificacions, com ara, I'acetilacioé (Ac), la fosforilacio (ph) i la metilacié (me) i
aquestes modificacions regulen la compactacié d’aquesta cromatina. Per altra banda, les
molécules d’ADN so6n metilades, mitjangant I'addicié d’un grup metil a una citosina que esta de
costat amb una guanina, mecanisme epigenétic molt important que regula I'expressié dels gens.
Per obtenir I'estructura d’'una proteina préviament cal transcriure '’ADN a ARN missatger (MRNA),
en aquest pas tenim que '’ARNmicro (miRNA) es pot unir a aquesta molécula d’ARN missatger

per regular la seva expressio. (Relton & Davey Smith, 2010)

No obstant, cal destacar-ne la seva importancia ja que l'alteracié de la informacié
epigenetica, déna lloc a una desregulaci6 de I'expressié génica resultant en el
desenvolupament de diverses patologies, com poden ser el cancer o les malalties

neurodegeneratives. (Vaquero, 2009)
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Metilacié de TADN

Les illes CpG, so6n regions d’ADN constituides per una gran concentracio de parells de
citocines i guanines enllagades per fosfats que es troben a la zona promotora d’'un 40%
dels gens dels mamifers. A diferencia de les illes CpG que estan desmetilades si els
gens estan expressats, els llocs CpG de la regi6 codificant, en la majoria de casos, no.
Es per aquest motiu que es considera un dels principals mecanismes epigenétics, el
qgual permet una conformacié tancada de la cromatina i, en consequéncia, el

silenciament de gens.

ARNSs no codificants

Fa deu anys enrere, aproximadament, es va observar una gran explosié del nombre
d’ARNSs detectats que en aparenga no tenien una potent codificacio per proteines (ARNs
no codificants). Des d’aquest moment els cientifics es plategen el gran paper
senyalitzador d’aquestes molécules en la regulacio de les funcions vitals de les cél-lules
i en 'expressio els gens: al genoma poden actuar, per exemple, com a oncogens o gens
supressors de tumors, en funcié de la via a la qual participen, o si regulen positiva o

negativament 'expressio de gens concrets.

Aixi doncs, I'expressié de milers de gens ve regulada pels ARNnc i pot ser una regulacio
cis 0 trans, més concretament per un tipus determinat de ARNnc, els “enhancer RNAs”.
Pel que fa la regulacié trans els ARNs missatgers, mitjangant les quals els ARNmicro,
tenen una alta implicacio i poden reduir els nivells d’expressié dels gens amb la finalitat
d’inhibir-la. Per altra banda, altres ARNNnc estan units a la regié no codificant dels gens
codificants de proteines i influeixen en la seva expressié de diverses maneres, segons
el tipus especific de ARNnc que actua: ARN lider, elements de resposta al ferro o llocs

d’entrada interns dels ribosomes.

Modificacions postraduccionals

Modificacions en forma individual de les histones poden generar modificacions
importants en la organitzacié de la cromatina en el nucli de la cél-lula eucariota, tenint
com a consequeéncia directe canvis, de manera selectiva, de I'expressié dels gens.

Anomenem a aquests canvis maodificacions postraduccionals de les histones.
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Modificacions postraduccionals de les histones

Mentre que a principis del 1990 les histones eren descrites com simples substrats inerts
pel plegament de 'ADN una década després va ser reconeguda la seva funcio
reguladora. Vicente Allfrey i Alfred Mirsky van ser els primers investigadors que van
proposar un paper important de les modificaci6 de les histones en [lactivacié
transcripcional descrivint I'acetilacié i la metilacié d’histones. (DesJarlais & Tummino,
2016)(Verdin & Ott, 2015)

Les histones son proteines molt basiques i molt conservades evolutivament que
contenen un alt percentatge de lisines i arginines i serveixen d’esquelet per
'enrotllament de 'ADN. Tenen una estructura estéticament molt diferenciables, ja que
estan compostes per dues regions: el domini central es troba plegat i aixi doncs
interaccionant amb I'ADN, format per una hélix-a llarga flaquejada per dues hélix-a
curtes. Per altra banda contenen un domini més periféric, que surt del domini central,
anomenat cues d’histones. Com el mateix nom diu, aquest domini és un domini N-
terminal flexible poc estructurat i compost per 15-30 residus. Aquests residus poden patir
diferents modificacions postraduccionals que poden afectar a l'estructura de la

cromatina i la seva funcio.

Des dels estudis que van fer Allfrey i els seus col-legues, la investigacié de les
modificacions d’histones han anat avancgant fins a dia d’avui poder descriure fins a 8
tipus diferents de modificacions, que tenen una gran rellevancia funcional ien que la
seva desregulacio juga un paper en patogenesis. Aquesta gran varietat de modificacions
i la seva combinacié proporciona un enorme potencial de respostes funcionals.
(Vaquero, Loyola, & Reinberg, 2003)-(Rodriguez & Bjerling, 2013)

Les diferents modificacions d’histones actuen de forma combinada per formar el
denominat codi d’histones. Aixi doncs, el conjunt de modificacions postraduccionals en
les histones estaria altament regulat i sembla ser que funcionaria com un llenguatge.
També hi hauria una regulacido de les modificacions entre si; hi hauria regulacions
positives i negatives entre modificacions i podrien ser tant regulacions dins la mateixa

cua d’histones (cis) com entre dues cues d’histones diferents (trans).
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MODIFICACIO RESIDUS FUNCIO ENZIMS

Acetilacié K-ac Transcripcié (activacid), | Lisina acetil transferases
reparacio, replicacio (KATSs)

Metilacio (lisines) K-me Transcripcié (activacié o | Lisina metil transferases
repressio, reparacio (KMTs)

Metilacio R-me Transcripcié (activacié o | Arginina metil

(arginines) repressio) transferases

Ubiquitinitzacio K-ub Transcripcid (activacio o | Ubiquitilases
repressio)

Fosforilacié S-ph, T-ph Transcripcid (activacid), | Serin/treonin quinases

reparacid, condensacio

Sumoilacié K-su Transcripcié (repressio)

ADP-ribosilacié E-ar Transcripcié Poli ADP Ribosa
Polimerases (PARPS)

Deiminacié R>Cit Transcripcio (repressid) | PAD14

(arginina>citrul-lina)

Isomeritzacié de la | P-cis>P-trans | Transcripcio (repressié) | Prolil-isomerases

Prolina

Taula 1. Modificacions postraduccionals descrites fins I'actualitat. A la taula s’indica els residus
aminoacidics sobre els quals té lloc la modificacio, la funcié que tenen sobre el geni els principals

enzims que catalitzen els diferents tipus de modificacions postraduccionals.

Considerem el codi d’histones com un tipus de llenguatge, el qual representa un sistema
de comunicacié amb una finalitat bioldgica. Primerament definim els anomenats “writers”
gue sbn les proteines o enzims encarregats de catalitzar la incorporacié de la
modificacio, per tant d’escriure aquest llenguatge. En segon lloc, tenim unes proteines
les quals tenen la funcio de llegir el qué esta escrit, son proteines (‘readers” o efectors)
que contenen dominis especifics d’'interaccio i que inicien respostes bioldgiques com

l'activacid o la repressio de la transcripcié, condensacié cromosomica, reparacié de
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'ADN, etc. | les “erasers”, unes proteines encarregades d’esborrar aquest missatge, per

tant encarregades de la eliminaci6é de les modificacions.

Les modificacions postraduccionals més estudiades i que tenen un paper molt important

en la regulacié de la cromatina sén l'acetilacio i la metilacio.

Acetilacio

L’acetilacio és una modificacié que té lloc en els residus de lisina (Lys) de les histones
afegint un grup acetil al grup amino dels residus de les Lys. El grup acetat a la cadena
lateral de la lisina canvia la carrega neta de la histona i genera una repulsié de carregues
entre nucleosomes adjacents i el propi nucleosoma donant lloc a una cromatina més
descondensada. Aixi doncs, l'acetilacid de les histones regula l'estructura de la
cromatina i activa 'expressio génica de dues maneres diferents perd coordinades. (Allis,

Jenuwein, Reinberg, & Caparros, 2007)

Primerament, I'acetilacié en el promotor del gen resulta en una baixada en la densitat
de nucleosomes en tota la regié génica i en especial als promotors en comparacio a les
regions intergéniques. Aixi doncs, al obrir-se l'estructura de la cromatina degut a
I'acetilacié de les histones es permet 'accés a diferent maquinaria; com podria ser la de
reparacié de ’ADN o la transcripcio, entre d’altres. Aixi doncs, per exemple, les regions
promotores dels gens transcripcionalment actius presenten alts nivells d’acetilacié de
H3K14, H3K9 i H4K16. En segon lloc, hi ha una serie de proteines encarregades de
reconeixer les lisines acetilades (Lys-Ac), a través d’uns dominis d’interaccio especifics
coneguts com a “bromo-domain”. La unié d’aquestes proteines (readers) a les histones
pot desencadenar l'activacié d’'una cascada de modificacions i interaccions amb altres
proteines per tal de generar una resposta funcional (Allis et al., 2007)(Kouzarides,
2007).

L’equilibri entre la forma acetilada i desacetilada de les histones esta controlat per les
activitats enzimatiques d’histones acetiltransferases (HAT) i d’histones desacetilases
(HDAC). (Seto & Yoshida, 2014) Les HATs catalitzen la incorporacié d’un grup acetat a
un residu de Lys del substrat (writers) i les HDAC la seva eliminacié (erasers).
(Shahbazian & Grunstein, 2007). Aixi doncs, l'activitat catalitica d’aquests enzims
resulta en la regulacié de l'estructura de I'heterocromatina i conseqientment en la

regulacio de I'expressio génica (Raurell Vila, 2014).
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Metilacié

La metilacié de les histones és un procés pel qual un o més grups metil és transferit a
un aminoacid de les histones. Succeeix en els residus basics de la proteina, en les
Lisines (Lys) i Arginines (Arg). Les Lys poden ser mono- , di- o tri-metilades i les Arg
mono- o di-metilades.(Kouzarides, 2007) A diferéncia de I'acetilacié la metilacié de les
histones no resulta en l'alteracid de la carrega del residu en la cua d’histones pero si
gue incrementa la basicitat i la hidrofobicitat facilitant el reclutament efectiu i/o factors
de transcripcié a 'ADN. Aquest mecanisme pot incrementar o disminuir la transcripcié
dels gens, depenent de quin aminoacids sigui metilat i de quants grups metil siguin
afeqits. (Q.-J. Zhang & Liu, 2015)

L’equilibri entre els diferents nivells de metilacio i la forma desmetilada esta finament
controlat per les activitats de metiltransferases (HMTs) (writers) i de demetilases (HDMs)
(erasers), enzims que catalitzen la incorporaci6 o eliminaci6 del grup metil

respectivament.

Estudis sobre la metilacié d’histones, descriuen que aquest mecanisme esta altament
implicat en la regulacié de I'expressié génica i que en conseqliéncia esta associat a
malalties actualment molt estudiades per la ciéncia, com el cancer o malalties

neurodegeneratives. (Kramer, 2013).

La cromatina

Estructura de la cromatina

L’ADN de les cél-lules eucariotes es troba localitzat en el nucli cel-lular, i juntament amb
les histones formen una estructura anomenada cromatina. La cromatina és un mediador
de resposta crucial de la senyalitzacié de resposta de supervivéncia i un dels objectius

principals de les mesures de protecci6 en eucariotes.

Com ja hem comentat anteriorment, la cromatina és una molécula dinamica organitzada
dins del nucli cel-lular. Aquesta estructura no és homogénia; esta organitzada en una
successié de diferents nivells de compactacié comencant per la unitat basica de la
cromatina, el nucleosoma. El nucleosoma esta constituit pel nucleosoma central, la
histona H1 i TADN connector. El nucleosoma central consisteix en 146pb d’ADN
envoltant un octamer d’histones, format per un tetramer d’H3-H4 i dos dimers d’'H2A-

H2B (Kouzarides, 2007; Wu & Grunstein, 2000). La forma més laxa i accessible de la
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cromatina es coneix son els nucleosomes en cadena o en anglés “beads-on-a-string”.
Es coneix aixi per la imatge d’aquesta estructura obtinguda per microscopia electronica
(fibra d’'11nm). Seguidament, la fibra d’11nm s’ordena durant la interfase per tal
d’augmentar d’ordre de compactaci6 i formar la fibra helicoidal de 30nm, aquesta
s’organitza per formar un estat més compacte, arribant a la forma més compactada, el
cromosoma metafasic durant la divisié nuclear, mitosi i meiosi (Figura 2) (Vaquero,
2009).

Organitzacio de la cromatina

Eucromatina i Heterocromatina

L’estructura de la cromatina no només determina la distribucio fisica en el genoma, sin6
que també juga un paper molt important en 'accés controlat de la informacié genética i,

per tant, de 'expressio del gen.(Bosch-Presegué & Vaquero, 2015)

Degut a aquest factor podem classificar la cromatina segons la seva compactacio:
l'eucromatina i 'heterocromatina. |, depenen de la compactacio es diferencien diferents
funcionalitats de la cromatina. El control de moltes de les funcions cel-lulars, ara la
transcripcio i la replicacié, ve regulat per la transicié entre ambdds nivells organitzatius
de la cromatina, per aquest motiu poden considerar que és vital aquesta regulacio de

'estat de la cromatina a nivell cel-lular.

L’eucromatina és la forma més lleugerament compactada de les dues anomenades i en
conseqléncia per ser la forma més activa transcripcionalment i es caracteritza per
contenir una alta concentracio de gens. Aquesta transcripcié és afavorida gracies a una
serie de modificacions postraduccionals, de les quals hem parlat anteriorment, que
faciliten 'accés de factors de transcripcié a les regions promotores i es duu a terme una
transcripcié més eficient mitiangant 'ARN polimerasa |1l (Rodriguez & Bjerling, 2013;
Vaquero, 2009).

L’heterocromatina és una forma més compactada de cromatina, es troba localitzada a
la zona periférica del nucli que esta associada a regions transcripcionalment inactives i
es caracteritza per un enriquiment en sequéncies repetitives d’ADN. No obstant, conté

una baixa densitat de gens.

Heterocromatina facultativa i Heterocromatina constitutiva

A diferéncia de 'eucromatina, 'heterocromatina es pot subdividir en dos nivells segons
la seva dinamica dins de la funcionalitat i l'estructura. Per una banda tenim

'heterocromatina constitutiva (HC), permanentment silenciada i amb una funcié
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basicament estructural, com serien els centromers i telomers, importants per a la
proteccié dels extrems dels cromosomes i la separacio de les cromatides en la mitosi.
Aquest tipus d’heterocromatina conté un gran nombre de seqiéncies curtes repetides
en tandem. Per altra banda, definim I'heterocromatina facultativa (HF), un subtipus de
cromatina compacte que és diversa en els diferents tipus cel-lulars i que conté més
abundancia de contingut de gens. L’HF és silenciada transcripcionalment, ara bé, pot
descompactar-se i passar a eucromatina i aixi doncs permetre la transcripcié en
diferents contextos: espacial (canvis de localitzacio nuclear, del centre a la periféeria o
viceversa, a causa de factors externs), temporal (etapes especifiques del cicle cel-lular)
(Vaquero, 2009)*? o parental/hereditari (expressié génica monoal-lélica).'* Tanmateix,
L’HF por ocupar des de un cromosoma sencer, com ara el cromosoma X inactiu de les
femelles, limitar-se a les regions reguladores de gens definits, com poden ser els
promotors, o0 bé, abarcar grans distancies genomiques, per exemple gens homeotics
(Rodriguez & Bjerling, 2013; Trojer & Reinberg, 2007; Vaquero, 2009).

(DNA and core
histones)

nucleosomes
in 30-nm
chromatin fiber

Entire
chromosome
at metaphase

Figura 2. Formacio de la cromatina. La doble hélix d’ADN (2nm) s’enrotlla conjuntament amb
proteina d’histones i no d’histones per formar la unitat basica de la cromatina, el nucleosoma
L’ordenacioé d’aquestes fibres d’11nm déna lloc a una fibra de 30nm, la cromatina, la qual es
compacte i, finalment, forma el cromosoma. El cromosoma esta compost per les seves dues

respectives cromatides unides per un centromer.
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Les Sirtuines

La historia de les Sirtuines comenca amb la identificacié de Sir2 (Silent Information
Regulator 2) fa quasi tres décades enrere (lvy, Klar, & Hicks, 1986; Shore, Squire, &
Nasmyth, 1984) . Les Sirtuines sén una familia d’enzims que es troben, a la vegada, en
procariotes i eucariotes. Aquests enzims son desacetilases d’histones dependents de
NAD* (HDACSs). El requeriment del coenzim NAD* per les Sirtuines ha portat a parlar de
les Sirtuines com a sensors metabdlics ja que poden detectar un augment de la
proporci6 NAD+/NADH respecte les condicions normals i promoure una resposta
coordinada a aquestes condicions a través, entre altres coses, del silenciament de certs
gens o certes regions del genoma (Vaquero, 2009). Es per aquest motiu que les

Sirtuines juguen un paper molt important en el manteniment de la integritat del genoma.

Fins a dia d’avui, en mamifers s’han trobat descrites set Sirtuines, denominades SirT1,
SirT2, SirT3, SirT4, SirT5, SirT6 i SirT7. Tots aquests tipus de Sirtuines ens permeten
obtenir una gran diversificacié a nivell funcional i de localitzaci6. Si organitzem les
Sirtuines a nivell funcional, podem veure que han aportat una gran varietat de substrats,
proteines histones i proteines no histones. Per altra banda, si mirem des d’'un patr6 de
localitzaci6 cel-lular, les podem diferenciar en aquelles que estan expressades al nucli,
al nucleol, al citoplasma i/o als mitocondris (Taula 2). Tot i la seva diferenciacio a nivell
de substrat i de localitzacio, les diferents Sirtuines s’han mantingut, de forma evolutiva,
ligades a la regulacié de la cromatina, a través d’un paper important en la diafonia entre
els canvis ambientals i el genoma (Bosch-Presegué & Vaquero, 2015; Ralser, Michel, &
Breitenbach, 2012; Vaquero, 2009).

La importancia del rol que juguen les Sirtuines en aquests processos es veu reflectida

per la seva participacio en un ample rang de patologies humanes, com poden ser la

diabetis a nivell endocri, el cancer o les malalties neurodegeneratives, entre d’altres. Les
funcions més rellevants d’aquests enzims inclouen la senyalitzacio sota estrés, el control
de la supervivéncia cel-lular, el manteniment de l'estabilitat gendmica i la regulacié del

metabolisme (Raurell Vila, 2014).

10



INTRODUCCIO

Sirtuina Localitzacio Enzim Funcionalitat
Silenciament transcripcional, senyalitzacio
SirTl Nucli Deacetilasa insulina, tumorogenessis, regeneracié de teixits,
diferenciacid, resposta a estres, etc.
Mitosis, envelliment del cervell, diferenciacio
SirT2 Citoplasma Deacetilasa d’adipocits, integritat del genoma, catalabolisme
oxidatiu, etc.
Oxidacio dels acids grassos, cicle TCA, fosforilacio
SirT3 Mitocondri Deacetilasa
oxidativa, estres oxidatiu.
SirT4 Mitocondri ADP-ribosilasa Cicle TCA, oxidacid dels acids grassos.
SirT5 Mitocondri Deacetiliasa Cicle de la urea.
Deacetilasa, Estabilitat del genoma, silenciament de la
SirT6 Nucli
ADP-ribosilasa telomerasa
SirT7 Nucli Desconegut Transcripcio ADNr

Taula 2. Funcionalitat de la familia de les sirtuines. Aquesta taula ens mostra els diferents
components de la familia Sir2, la localitzacié de cada Sirtuina, quin tipus d’enzim és segons la
seva activitat catalitica i finalment la funcionalitat de cada Sirtuina en la integritat del genomaii el

metabolisme cel-lular (Dang, 2014).

SirT1

La Sirtuina 1 (SirT1) és el membre més estudiat de la familia de les Sirtuines. Una de
les funcions més importants i que és del nostre interés és la seva implicacié en la
regulacid de l'estructura de la cromatina i per consequéncia en el manteniment de

I'estabilitat gendmica.

Estructura i requlacioé

La Sirtuina 1, és una proteina codificada pel gen sirtl. A nivells d’estructura proteica
esta composta per un domini central catalitic, conservat en totes les Sirtuines, i ambdos
extrems terminals N- i C- que serveixen com a dominis d’interacci6 amb proteines
reguladors i substrats, algun exemple mostrat a la Figura 3. (Kondo, Goto, Mimura, &
Matsubara, 2016; Mimura, Kaji, Noma, Funatsu, & Okamoto, 2013). Aquesta
caracteristica permet a SirT1 tenir un gran ventall de funcions, principalment nuclears,

tot i aix0, a seva localitzacié pot ésser variable segons el tipus cel-lular, 'etapa de
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desenvolupament i les condicions d’estrés i tot gracies a que conté dues senyals de

localitzaci6é nuclear i dues d’exportacio nuclear (Cantd & Auwerx, 2012).

1 243 499 747

Catalytic : SIRT1
domain Laleiius protein

M-terminus

SIRT1 deacetylase activity

Figura 3. Estructura de SirT1. Dominis AROS i SENP1, domini N-terminal i C-terminal,

respectivament, que interaccionen amb altres proteines i el domini catalitic, DBC1.

Funcions

S’ha descrit que en situacions d’estrés energétic/nutricional I'activitat de SirT1
incrementa, aixd sumat al fet de que les Sirtuines utilitzen el NAD+ com a cofactor en la
reaccié que catalitzen, fa que SirT1 sigui considerat com a un dels sensors metabolics
de l'estat redox de la cél-lula i un important mediador de la resposta bioldgica. Les
funcions de SirT1 venen donades segons la seva localitzacié tal com s’ha comentat
anteriorment. La principal funcionalitat de SirT1 és nuclear i es caracteritza per tenir un
paper clau en la regulacié de 'estructura de la cromatina aixi com també inhibir o activar
els reguladors de la transcripcid i les seves respectives interaccions, depenent clarament
del context cel-lular, de manera que té una funcié molt variada i dinamica. (Cant6 &
Auwerx, 2012; Kang et al., 2017).
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Generating Acetyl-coA Vasodilatation, nutrient

from acetate use and delivery Autophagy

Cytosol
[

Nucleus

Mitochondrial Gluconeogenesis Lipid anabolism
respiration Adaptation to nutrient scarcity and
oxidative stress

Figura 4. SirT1 pren una funcié de desacetilasa tant nuclear com citoplasmatica. Fora del
nucli, és capag¢ desacetilar els enzim Acetyl-CoA Synthase (AceCd-1), del Endothelial Nitric
Oxide Synthase (eNOS) i en ultim lloc por formar complexes moleculars amb components critics
d’autofagia (Atgs). SirT1 dins del nucli té una relacié funcional amb altres enzims diferents dels
del citosol: interacciona i desacetilitza p53 i el coactivador transcripcional de proliferacié del
peroxisoma (PGC-1a), treu el grup acetil de la familia de factors de transcripcié Forkhead-O-box
(FOXOs) i del co-activador transcripcional 2 (CRTC-2) que regulen la proteina cCAMP Response
Element-Binding (CREB), finalment SirT1 esta implicada en I'anabolisme dels lipids, activant uns
estimuladors de I'anabolisme dels lipids (LXR) i I'sterol regulatory element binding protein-1c
(SREBP1c). (Cant6 & Auwerx, 2012)

Per altra banda, quan SirT1, en alguns tipus cel-lulars, és citoplasmatic, com és el cas
de manca d’insulina adopta un paper molt important en la modificacié de I'activitat de
tots aquells enzims citoplasmatics amb una desacetilacié directe. L’estudi de SirT1

citoplasmatic va ser degut al descobriment de la desacetilacié de 'anomenat Acetyl-CoA

13



INTRODUCCIO

Synthase 1 (AceCS-1). Un enzim citosolic que Unicament pot ser desacetilat per la
Sirtuina 1 (Figura 4) (Canté & Auwerx, 2012).

SETDB1

Estructura i regulacio

La proteina SET Domain Bifurcated 1 (SETDB1), una metiltransferasa d’histona que
trimetilitza la lisina 9 de la histona H3 (H3K9), és una proteina que conté una regi6é C-
terminal formada per un domini catalitic anomenat SET (Wang et al., 2003). Aquest
domini es subdivideix en la regié conservada, pre-SET i en la regié implicada en la
metilacio d’histones, domini post-SET. A més a més, la separacié entre els subdominis
SET és una cadena inserida de 347 aminoacids la qual esta present només en SETDB1
, i no en cap altra metiltransferasa amb domini SET, i es conserva a través de diversos
organismes. La funcié exacte d’aquesta sequiéncia intermédia és desconeguda (Karanth
et al., 2017). Per altra banda, a I'extrem N-terminal, SETDB1 conté dos dominis més els
qguals fan Unic a aquest enzim respecte totes les altres proteines metiltransferases
d’histones, TUD-1 i TUD-2 (Figura 5) (Karanth et al., 2017). Aquests dos dominis actuen
com adaptadors moleculars, vinculant sobre els seus substrats per promoure les
interaccions fisiques i 'acoblament de complexes macromoleculars (Pek, Anand, & Kai,
2012).

La seva localitzacio és diversa, ja que es considerava un enzim present en el nucli, pero
estudis realitzats recentment han demostrat que localitza tant en el nucli com en el
citoplasma. La reacci6 catalitzada per SETDB1 es duu a terme en el nucli, €s per aquest
motius que els cientifics donaven per fer que la seva localitzacié era exclusivament
nuclear, ara bé, després dels estudis de Tachibana et al. es va corroborar que SETDB1
pot patir una degradacié proteosomal i ser exportat al citosol. En consequéncia
s’observa la seva expressié en el citoplasma (Karanth et al., 2017; Tachibana et al.,
2015). No obstant, estudis posteriors, han demostrat que aquest enzim de forma
endogena si que es caracteritza per localitzar-se en el nucli, mentre que quan aquesta
proteina esta sobre-expressada la seva localitzacié passa a ser citoplasmatica degut a
gue els nivells de SETDB1 en el nucli estaries altament regulats (Cho, Park, & Kang,
2013).
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Figura 5. Divisio dels dominis proteics de SETDB1. Esquema dels diferents dominis que fan
exclusiva aquesta proteina, des de I'extrem C-terminal (C) amb el domini catailitic SET, fins

I'extrem N-terminal (N), amb els dos dominis TUD-1i TUD-2.

Funcions

SETDBI catalitza la metilacié d’H3K9me2 a H3K9me3 mitjangant 'ajuda d’'una ATPasa,
regulant aixi I'expressié dels gens diana. Tanmateix, aquest enzim té un ampli rang
d’'implicacié, remarcant la seva participacié en la compactacié de I'heterocromatina
durant la diferenciaci6 cel-lular, el desenvolupament, la mort cel-lular i la carcinogénesis
(Raurell Vila, 2014). També s’ha descrit que juga un paper clau en el silenciament de

gens de 'eucromatina durant diferents processos cel-lulars (Schultz, 2002).
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KAP-1

Estructura i regulacio

KAP-1 és un co-repressor transcripcional que permet iniciar i mantenir I'estructura de

I'heterocromatina.

Estudis realitzats sobre el 1996 afirmen que KAP-1 pertany a la familia de les proteines
TRIM28 (transcription internediary factor 1-beta) i esta implicada en la reparacié dels
trencaments de doble cadena de 'ADN (DNA DBS). (Sripathy, Stevens, & Schultz,
2006).

KAP-1 conté dos dominis altament conservats: L'extrem N-terminal de KAP-1 esta
prescindit pel domini RBCC (Ring, B-Box, Coiled-Coil) (lyengar & Farnham, 2011).
Aquest domini promou I'homo- i I'heterooligomeritzacié, la qual és important per
I'estabilitat i la funcionalitat de moltes proteines TRIM. (Peng, Feldman, & Rauscher,
2002). A més a més, és capag d’unir-se selectivament a factors de transcripcié del
domini KRAB. Per altra banda, 'extrem C-terminal forma un tandem amb el domini PHD
i amb un bromodomini anomenat domini PHD-Bromo (Figura 6). Aquest tandem es troba
entre els aminoacids 618 i 835 i funciona com una unitat altament cooperativa per la
regulacié transcripcional, modulacio de les vies de senyalitzacio, alteracio de 'estructura
de la cromatina, i reparacid del trencament de doble cadena de 'ADN (Schultz,
Friedman, & Rauscher, 2001). No obstant, aquest domini és responsable del
reclutament de modificadors de proteines, com son les proteines HP1, SETDB1 o les
HDAC per tal d’'induir la repressio6 transcripcional (Lechner, Begg, Speicher, & Rauscher,
2000; Nielsen et al., 1999). Es per aquest motiu que KAP-1 esta considerat un gran
regulador per 'estabilitat gendomica de la formacié de 'heterocromatina i el silenciament

dels gens.
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— PHD-Bromo:

RBCC: N-CoR, CHD3/HDAC1/NuRD
Kruppel-associated box (KRAB) binding SETDB1 binding
1 65 148 246 376 410"476| | 513| 625 685 696 802835

NH2  — RING B1 B2 Coiled-coil TSS HP1 BD PHD COOH

SUMOylation

Figura 6. Dominis que defineixen la proteina KAP-1. Domini RBCC subdividit en: Ring, B1,
B2 i el Colied-Coil a I'extrem N-terminal que interaccionen amb els factors de transcripcio i el
doble domini de I'extrem C-terminal; PHD i Bromo. Al centre el domini HP1 implicat en la repressio

de gens.

Funcions

Les interaccions que forma KAP-1 sén les que realment donen la seva funcionalitat. S’ha
descrit que pot formar interaccions amb HDAC i complexes de metiltransferases
d’histones, aixi com formar part d’un mateix complex amb proteines com SETDB1, entre
d’altres. Aquesta caracteristica proporciona una alta funcionalitat a la proteina,
tanmateix com, estar involucrada en la regulacié transcripcional mitjangant

modificacions d’histones en llocs especifics.

Estudis en ratolins demostren que KAP-1 juga un paper molt important en la regulacio
de la diferenciacio de les cél-lules mare embrionaries i de les diferents cél-lules adultes
i, en consequéncia, en la regulacié del desenvolupament tumoral i en la reparacié del
dany de I'ADN.
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CRISPR

La técnica CRISPR és una técnica molt prometedora i molt novadora que ens permet
editar el genoma de manera rapida, senzilla i economica. Consisteix en una molécula
de ARN guia (ARNg), i una endonucleasa d’ADN, Cas9 (Cong et al., 2013). A la natura
els bacteris utilitzen el sistema CRISPR per defensar-se d’atacs virals. L’ARNg,
determina on donaran lloc les insercions o delecions. Tanmateix, 'enzim Cas9 és
l'encarregat d’introduir un tall de doble cadena per introduir els ARNg, de forma directe,
a una sequéncia determinada, seqiéncia PAM. Aix0 succeeix un cop els ARN guia i la
Cas9 s’han expressat en les cél-lules. (Mali et al., 2013) Aquest tall pot ser reparat per
una unié no homologa dels extrems (NHEJ), el qual esdevé en la pérdua de la proteines
d’interés (knock-out), o bé, per una reparaci6 homologa directe (HDR), que permet

addicionar una proteina d’interés (knock-in) (Figura 7).

Target DNA TN i
NHEJ repair/ HR repair
DSB DSB
O T IHH§L%HLL NENNNE NN
_—
i HR template
Indel
NN AN mEmEEEEEEEEEN  eEEEEEEEEEE
Knock-out Knock-in

Figura 7. Metodologia de la técnica CRISPR. Prosopacer adjacent motifs (PAM), és la
seqliencia que rep els talls provocats per la Cas9 i on s’insereixen els ARNg. NHEJ (non-
homologous end joining), reparacié no homologa, HR (homologous repair), reparacié homologa
i DSB (Double-strand break), talls de doble cadena.
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Per desenvolupar el nostre estudi sobre la determinacié d’'un complex entre SirT1,
SETDB1 i KAP-1 ens hem basat en experiments descrits anteriorment que ens han
facilitat informacié sobre els diferents complexes que formen les nostres proteines
d’interés entre elles: SirT1-KAP-1 i SETDB1-KAP-1.

Complex SirTl1 — KAP-1

La recombinacié homologa (HR) i la recombinacié no homologa (NHEJ) sén dues vies
de reparacio dels trencaments de doble cadena de 'ADN (DSB) i la cél-lula ha de
mantenir la regulacié entre ambdues vies. Mentre la HR requereix d’una sequéncia
homologa per reparar els danys, la lesié de '’ADN en la NHEJ es lliga directament i per
tant hi ha un alt risc de perdre nucleotids. Per aquest motiu, la regulacié que fa la cel-lula
entre les dues vies s’ha convertit en un dels objectius importants per la investigacié

molecular degut a que permet mantenir la integritat gendomica amb el temps.

Estudis recents de (Lin et al., 2015) demostren que KAP-1 juga un paper clau en el
balan¢ entre aquestes vies de reparacié de DSB mitjancant la inhibici6 de la via de HR
i promovent la reparacié per la NHEJ. Els autors de Tlarticle descriuen que la
desacetilacié de KAP-1 per part de SirT1 afavoreix la reparacio a través de NHEJ ja que
s’estabilitza la interaccio de KAP-1 amb 53BP1, factor clau en la reparacio NHEJ. Aixi

doncs, el nostre estudi suggereix un mecanisme regulador per la reparacié de HR-NHEJ.

Addicionalment altres estudis també mostren el paper, directe o indirecte, de SirT1 en
el procés de reparacio de 'ADN, fet que confirma que les dues proteines, SirT2 KAP-1,
poden jugar un paper molt important en la reparacié de 'ADN, conjuntament (Jeong et
al., 2007; W. Zhang et al., 2016)

Complex SETDB1 - KAP-1
Els experiments fets per (Schultz, 2002) demostren que SETDB1 i KAP-1 formen part

d’'un complex funcional molt important en el silenciament de gens presents a
leucromatina. Schultz et al. 2002 descriuen que KAP-1, co-repressor de la superfamilia
de KRAB-ZFP, s’uneix a SETDB1 i porta a SETDB1 als promotors dels gens

transcripcionalment silenciats pels repressors KRAB.

A la vegada, els autors descriuen aquest complex funcional de KAP-1 i SETDB1 també
hi formaria part HP1, factor clau en la formaci6 de la cromatina compactada o silenciada.
Aixi doncs, quan aquest complex es localitza en el promotor de certs gens aquests sén
silenciats per 'accié d’aquest macro complex KRAB-KAP-1. Descriuen que KAP-1 faria

de plataforma que aglutinaria diferents repressors que serien portats a gens diana per
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KRAB-SFPs on tindria lloc la metilacié d’histona H3K9 i la deposicié d’'HP1 resultant en

un silenciament de I'expressio génica.

Veien que totes tres proteines tenen una gran implicacio en la regulacié de I'estructura
de la cromatina i la regulacié de I'expressio génica, i el fet que KAP-1 interaccioni amb
SirT1 i SETDBL1 ens plategem la hipotesi de que potser les tres proteines podrien estar
formant un complex funcional. Per aquest motiu ens proposem fer un estudi per tal de
correlacionar SirT1, SETDB1 i KAP-1.

Interaccionen SirT1 i SETDB1? Formen un complex implicat en la regulacié de la
cromatina SirT1, SETDB1 i KAP-1?
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1. Complex SirT1/SETDB1 / KAP-1

Segons els estudis realitzats en l'iltima década, sabem que SirT1 té una important
interaccid amb KAP-1 i aquesta Ultima, independentment, interacciona amb SetDB1.
Totes tres s’ha comprovat que presenten un rol important en la formacié i regulacié de
I'heterocromatina. L’'objectiu que ens proposem és determinar si les tres proteines
formen part d’'un complex funcional.

Amb aquest objectiu, ens hem centrat en una primera part en comprovar I'expressio de
les diferents proteines clonades i la interaccio, ja descrita. Més endavant, ens proposem
aprofundir en aquest joc de rols i estudiar les connexions entre SirT1, SETDB1 i KAP-1
per tal de poder determinar si les tres conformen un complex, o bé, si les interaccions

es troben en dos complexes diferents.

Co-expressid de les proteines clonades

Amb aquest objectiu, es varen transfectar cel-lules HeLa amb els plasmids que
contenien les proteines d’interés clonades. Els resultats obtinguts, mostrats a la Figura
8, van determinar que totes tres proteines s’expressaven en cél-lules HelLa, ara bé,
'expressio de SETDB1 concretament veiem que és inferior respectes les altres dues i
gue aixd ens pot significar un problema a I'hora de determinar la interaccié entre
proteines. Per altra banda, quan observem el WB veiem que hi ha una observacié molt
significant: una davallada en I'expressié de KAP-1 en preséncia de SETDBI1, aix0
indicaria que SETDB1 podria estar regulant d’alguna manera els nivells d’expressié de

la proteina KAP-1.

INP T — - - o- Mvc
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Figura 8. Expressio de les proteines clonades. Western blot de cél-lules HelLa transfectades
amb els factors indicats i amb els seus respectius anticossos: SirT1 amb a-Flag, SETDB1 amb
a-Myc i KAP-1 amb a-HA.

Interaccié entre SirT1 / SETDB1 / KAP-1

Per seguir amb el nostre estudi, vam confirmar les interaccions ja descrites anteriorment.
Les interaccions de les diferents proteines es van estudiar en condicions normals i en
condicions d’estrés oxidatiu ja que tal i com hem comentat anteriorment les nostres
proteines d’interés s’ha descrit que juguen un paper important com a sensors metabolics
i en reparacio.

Un cop vist que totes tres proteines tenen una bona i amplia expressio en les cél-lules
Hela, els resultats de la IP ens permet confirmar I'existéncia d’interaccio entre SirT1 i
KAP-1, amb i sense estrés. Cal destacar, que en condicions d’estrés, quan les cél-lules
estan tractades amb H.0; la interaccié SirT1-KAP-1 augmenta molt considerablement,

gue, segons el nostre coneixement, no ha estat comprovat ni descrit fins ara (Figura 9).

IP - Flag

o- Flag

a- Myc

a- HA

a- Flag

a- Myc

a- HA

Figura 9. Interaccid i regulacié dels nivells de SirT1, SetDB1 i KAP-1 sense estrés i en
condicions d’estrés. Western blot de les cel-lules HelLa transfectades amb Flag-SirT1, Myc-
SETDBL1 i KAP-1-HA i fent una immunoprecipitacié de les proteines amb reina Flag (IP-Flag)
amb estrés (+ H20z2) i sense estrés (- H202).
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A I'hora de fer la IP amb les proteines expressades en HelLa ens vam plantejar que
degut a la baixa expressi6 de myc-SETDB1 que s’observava potser ens seria dificil
detectar la interaccié amb les proteines SirT1 i KAP-1. Per aquesta raé vam repetir els
experiments amb una altra linia cel-lular humana diferent en la qual I'expressié de

proteines varem veure que augmentava considerablement, les cel-lules HEK293F.

IP - Flag
I 1
H.O - +
2 2 I )
o- Flag
IN a- Myc
a- HA
a- Flag
EL a- Myc
a- HA

Figura 10. Interaccio i regulacié dels nivells de SirT1, SETDB1 i KAP-1 sense estrés i en
condicions d’estrés. Western blot de la IP, tractada amb reina Flag, de cel-lules 293
transfectades amb Flag-SirT1, Myc-SETDB1 i KAP-1-HA sense condicions d’estrés i amb
condicions d’estrés.

En cél-lules HEK293F tornem a confirmar la interaccié entre SirT1 i KAP-1 ja esmentada
(Figura 10), pero tot i millorar els nivells d’expressié de myc-SETDB1 no ens ha estat
possible determinar la interaccié entre SETDB1 i SirT1.

Finalment, tot i que les dades no es mostrin en el treball perque no presenten cap
diferéncia significant i la interaccié ja esta descrita, hem observat la interaccié entre
SETDBL1 i KAP-1, amb i sense estres.
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Co-localitzaci6 de les proteines clonades

Una altra questié que voliem abordar era la localitzacié cel-lular de les nostres proteines
d’estudi. S’ha descrit que SirT1 i KAP-1 sén, generalment, proteines nuclears (Figura
11C), tal i com nosaltres observem per IF. En el cas de SETDB1 s’ha descrit que la
proteina enddgena es localitza al nucli perd que la sobre-expressi6 de la proteina, degut
al fet que els nivells d’expressio cel-lular d’aquesta estiguin altament regulats, fa que
aguesta es localitzi de forma abundant al citoplasma (Figura 11A i 11B). Ens plategem
si aquest canvi de localitzacié és el causant de no haver pogut observar la interaccio
existent entre les dues proteines, ja que estan localitzades en regions cel-lulars diferents

i aix0 dificulta la deteccié del possible complex i la seva funcionalitat.

HelLa

3T3

H>0>
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Figura 11. SirT1, SETDB1 i KAP-1 co-localitzen ens regions diferents. Cél-lules Hela i
NIH3T3 transfectades per expressar SirT1l, SETDB1 i KAP-1. Anticossos primaris utilitzats; a-
Flag, a-Myc i a-HA. Anticossos secundaris; a-Mouse Alexa Flour 488 (verd) i a-Rabbit Alexa Four
555 (vermell). EI DAPI ens fa un pla de totes les ceél-lules, i el Merge, ens mostra la correlacié

entre les proteines que s’estudien a cada cas.
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Al veure que SETDB1 tenia una localitzacié majoritariament citoplasmatica en
condicions normals ens vam plantejar estudiar la localitzacié de SETDB1 en condicions
d’estrés oxidatiu. Tal i com es comprova a la Figura 11 (H-0,) sota condicions d’estrés
SETDBL1 varia de regid, essent clara i indiscutiblement nuclear. Aixd ens va portar a
plantejar-nos la detecci6 del complex funcional entre SirT1, SETDB1 i KAP-1 en

condicions d’estreés.

Detecci6 del complex SirT1l, SETDB1 i KAP-1

Per tal de determinar si les proteines d’interés co-fraccionen en un mateix complex en
condicions normals o d’estrés varem realitzar una columna d’exclusié molecular per
FPLC. Mitjancant aquesta columna de cromatografies de I'extracte cel-lular vam obtenir
diferents fraccions corresponents a pesos molecular diferents, en un volum de
200ul/eppendorf. Es van obtenir unes 70 mostres en total, de les quals en vam
seleccionar les més determinants pel nostre estudi; des de l'inici del fraccionament,
passant per el co-fraccionament de les tres proteines, als voltants de 670 KDa, i

finalment estudiant la davallada d’expressié d’aquestes.

Sabem que la fraccié 28 indica linici de fraccionament de les proteines, la fraccié 45
correspon a 670 KDa, la fraccio 50 a 450 KDa, la fraccio 55 a 200 KDa i , per altim, la
fraccid 60 a 75 KDa. Sabent aquestes mesures estudiem el co-fraccionament de les

nostres proteines:

SirT1 i KAP-1 tenen un pes molecular als voltants dels 100KDa, i sén un trimer i un
dimer, respectivament. En canvi, SETDB1 és un mondmer amb pes molecular de 170
KDa aproximadament. Per tant, d’acord amb els resultats presentats a la Figura 12,
corroborem que SirT1, SETDB1 i KAP-1 co-fraccionen perqué s’observa expressio de
totes tres als voltats de la fraccié 45 (670 KDa). Si fem els calculs pertinents, veurem

gue correspon amb el pes molecular esperat (Figura 12).
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KDa Inici 670 450 200 75 Inici 670 450 200 75

24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 61 63 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 61 63

_‘— e on cOEDERED — a-Flag

?—3””“ ::t:n:zu-*-“' a-Myc
B L T o e DEDEDES - — a-HA

Figura 12. Co-fraccionament de SirT1, SetDB1 i KAP-1. Cel-lules HEK293F transfectades amb
SirTl, SETDBL1 i KAP-1 sense condicions d'estrés oxidatiu (-H202) i amb condicions d’estrés
oxidatiu (+H2032). Anticossos utilitzats: a-Flag per SirT1, a-Myc per SETDB1 i a-HA per KAP-1.

Després de comprovar que les tres proteines co-fraccionen, mitjancant un WB, ara
volem determinar si interaccionen, si formen realment un complex. Amb aquesta finalitat

fem una IP de les fraccions en que co-fraccionen.

Els resultats de la IP a la Figura 13, ens demostren clarament que hi ha una forta
interaccio entre SirT1 i les altres dues proteines estudiades, SETDB1 i KAP-1. Per una
banda, en el cas de SirT1 i KAP-1, una interaccid ja obtinguda en resultats anteriors,
seguim veient que en situacions d’estrés oxidatiu la interaccié entre ambdues proteines
és molt més intensa. Per altra banda, cal remarcar 'observacié d’interaccio entre SirT1
i SETDBL1 ja que no ha estat vista en aquest estudi fins el moment. Aquesta interaccio
no sembla presentar diferéncies significants en preséncia o no d’estrés oxidatiu. Per

altra banda, no podem determinar I'existéncia d’'un complex funcional entre SirT1, KAP-

1iSETDBL1.
INP  ELU
-+ -+
- o-Flag (SirT1)
IP Flag ._..- o-HA (KAP-1)
—‘,: a-myc (SETDB1)
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Figura 13. Nivells d’interaccioé entre les tres proteines en el co-fraccionament. Western blot
de la immunoprecipitacio de I'extracte total de cél-lules HEK293F transfectades amb SirT1,
SETDBL1 i KAP-1, totes elles marcades mitjancant reina FLAG i tractades amb els anticossos

indicats.

2. CRISPR

Després de veure que SirT1, SETDB1 i KAP-1 sobre-expressades co-fraccionen en una
mateixa fraccio, tot i que no hem pogut determinar que formin un complex funcional, ens
plantegem la repercussié d’inactivar la funcié del gen sirtl en la interaccio i regulacio
d’aquestes proteines. Tot i que hem comprovat que SETDB1 interacciona també amb
SirTl i KAP-1, no ens plantegem fer SETDB1 knock-out perque no és viable per la

cel-lula.

Tot i no poder anar més enlla, per falta de temps, i veure realment que succeeix quan
aquest gen no s’expressa, si que s’han pogut obtenir clons knock-out per la proteina
SirT1 en una linia cel-lular de ratoli (NIH3T3). No obstant, en HeLa no hem obtingut
clons amb la deleci6 de SirT1l, perd si que hem observat la transfecci6 i el

desenvolupament de clons positius per GFP.

Disseny dels ARNg

Cal assegurar-se gue el disseny dels ARN guia és el més adequat, per aquest motiu
seleccionem els exons que s6n comuns en totes les variants. Per part de SirT1 huma
'exd 5 (score 83) iI'exd 6 (score 77), que es realitzara en HelLa i per SirT1 de ratoli I'exd
1 (score 98) i I'exd 3 (score 98), que es realitzara en les cel-lules NIH3T3 (Figura 1

Annex).

SirTl Huma

-ARNg 1: Ex6 5

5-... AACAGGTTGCGGGAATCCA...-3’
- ARNg 2: Ex6 6
5...GTTGACTGTGAAGCTGTACG...3
SirT1 Ratoli

-ARNg 1: Ex6 1

5...CGGACGAGCCGCTCCGCAAG...3’
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- ARNg 2: Ex6 3

5. TATCTATGCTCGCCTTGCGG...3

Clonatge dels ARNg i seglienciacié del vector.

En primer lloc fem el clonatge dels ARNg en el vector de la Cas9 (PX458) (Figura 2
Annex). Obtenim diferents coldnies provinent dels diferents clonatges que seqienciem
i per tal de descartar qualsevol possible error provinent del clonatge. Escollim un

clonatge per a cada ARNg.

Formacié de clons positius

Posteriorment fem la transfeccié del plasmid seleccionat per cada ARNg i la combinacié
dels dos plasmids amb ARNg en les linies cel-lulars escollides. S’ha utilitzat un marcador
fluorescent, GFP, el qual es troba introduit en el plasmid com a métode d’identificacié
de les cel-lules transfectades (Figura 14). Per microscopia de fluorescéncia hem
comprovat que els percentatges de transfeccié son elevats, ja hem observat que la

majoria de les cél-lules expressen el GFP contingut en el vector, per tant podem

categoritzar els clons com a clons positius.

Figura 14. Clonatge dels ARNg en el vector. Observacié, amb un microscopi de fluorescéncia,

del marcador GFP (verd) expressat per les cél-lules clonades correctament amb el vector PX458.
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Determinacié de clons positius

Després d’observar que tenim una gran quantitat de cel-lules transfectades, vam anar
al Sorter, on ens van separar, utilitzant el marcador GFP, en una placa de 98 pous, una
cél-lula positiva per GFP per pou per tal de poder obtenir clons i determinar I'expressio
de SirT1.

Les imatges de la Figura 3 de 'Annex ens determinen les zones més idonies per la
selecci6 de les nostres cél-lules. Cal prestar molta atencié amb la seleccié de les
cél-lules, perque no totes presenten un mateix grau de positivitat, per tant cal evitar
possibles errors i escollir les zones més aptes. Dins dels requadres indicats hi trobem
les cel-lules seleccionades que van ser repartides una a cada pou de la placa i per tant,

les cél-lules d’on provenen els nostres clons.

Es important seleccionar aquells clons provinents d’una sola cél-lula, és per aixd que
deixem créixer les cél-lules durant uns dies per veure com evolucionen i sén capaces
de desenvolupar-se (Figura 15). En aquest cas, hem obtingut una gran quantitat de clons

sobretot de cél-lules HeLa. Al llarg del periode hem arribat a observar més de 15 clons

provinents de cel-lules Hela, pero, malauradament, només 3 provinents de les cel-lules
3T3.

Figura 15. Clons en fase de desenvolupament. Fotografia realitzada mitjangant un microscopi
electronic del creixement cel-lular en forma de clon originats duna Unica cél-lula

independentment, tant en les cél-lules 3T3, a I'esquerre, com en Hela, a la dreta.

Tot i aixi, cal remarcar que tot i la gran quantitat de clons de HelLa observats I'inic clon
realment positiu obtingut, és a dir, I'tinic clon que realment és SirT1 knock-out i per tant
no expressa la nostra proteina d’interés ha estat un clon de les cél-lules NIH3T3 (Figura
16).
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Hela NIH3T3

CTL+ C2 C6 Bl B6 F8 F8 D5 F8 D7 F10 E11G8

a-SirT1 (2G1)

Figura 16. Determinacié dels clons SirT1 knock-out. Western blot del clonatge de les cél-lules
HelLa i NIH3T3 SirT1 knock-out. S’utilitza I'anticos contra proteines endogenes 2G1 (a-SirT1) i
I'a-Actina per observar la Actina com a control quantitatiu. Els noms de les diferents columnes

els hem determinat nosaltres per identificar la procedéncia de cada clon.
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L’objectiu d’aquest treball ha estat determinar si les proteines SirT1, SETDB1 i KAP-1
formen un complex funcional i veure quina implicacié pot tenir en la regulacié de la
cromatina. Veient les implicacions d’aquestes proteines en reparacié i en el control de
l'expressio génica i regulacié de la cromatina en condicions d’estrés, hem estudiat el
complex en condicions normals i d’estrés. El nostre treball suggereix que SirT1 pot tenir
un paper clau en la regulacié de les altres dues proteines d’interés en el seu paper en

la regulacio de la cromatina.

1. Complex funcional SirT1 — SETDB1 — KAP-1.

A través d’estudis d’expressio i IP confirmem la interaccié ja descrita entre SirT1 i KAP-
1. Veiem que interaccionen en condicions normals i veiem que aquesta interaccio
incrementa en condicions d’estrés oxidatiu. Tot i que s’ha descrit que aquestes dues
proteines actuen coordinadament en la reparacid6 de DSB, no s’havia descrit
anteriorment aquest clar augment d’interaccid entre elles en condicions d’estrés.
Aquesta observacit ens porta a pensar que possiblement aquestes proteines juguen un

paper clau en la reparacié de DSB.

Per altra banda, la interaccié de SETDB1 i KAP-1 ja descrita i també observada en els
nostres estudis, ens confirma que tenen una relacié de funcionalitat com a complex de
repressié genica. Estudis anteriors mostren que KAP-1 actua com a co-repressor, per
reclutar enzims, com és SETDB1, amb la finalitat que I'enzim reclutat porti a terme les

seves activitats enzimatiques en el lloc adequat i promoure la repressié génica.

Tal i com afirmen els estudis sobre SETDB1, SETDB1 endogen es localitza
completament en el nucli on té els nivells d’expressié altament regulats, ara bé al
treballar amb proteines sobre-expressades, com és el nostre cas, hem vist que hi ha
una proteolisi i una translocacié de SETDB1 al citoplasma. Es per aquest motiu que tot
i haver comprovat la interacci6 entre SETDB1 i KAP-1, cal dir que només s’ha observat
en condicions d’estrés, mentre que en condicions normals, no s’ha observat interaccio
entre SETDB1 i KAP-1. Aquests resultats, ens suggereixen que no veure interaccié entre
aquestes dues proteines pot ser degut al fet d’utilitzar proteines sobre-expressada i per
tant de la translocacié de SETDBL1 al citosol que s’observa a la IF. No obstant, quan
SETDB1 esta sota condicions d’estrés oxidatiu la seva localitzacio torna a ser totalment
nuclear, igual que KAP-1, podent-se donar la interaccio i, aixo, justificaria els resultats

observats d’interacci6 SETDB1-KAP-1 en condicions d’estrés.

El fet de que SETDB1 sobre-expressat es localitzi al nucli en condicions d’estrés, ens

indica que sota condicions d’estrés possiblement el requeriment de la proteina al nucli
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€és molt major i segurament necessaria pel control de I'expressié génica de gens
relacionats amb estres. Aquest fet no descrit anteriorment ens podrien servir per un futur
plantejar-nos nous experiments sobre les implicacions d’aquest canvi de localitzaci6 de
SETDB1 en la regulacié de la cromatina, el manteniment de la integritat genomica i la

regulacié d’expressioé génica.

Addicionalment, també hem pogut observar que la proteina SETDB1 regula d’alguna
manera I'expressié de KAP-1. Hem observat que en preséncia de SETDB1 'expressié
de KAP-1 pateix una davallada indicant-nos que, d’'una manera o altra, regula aquest
co-repressor negativament, en condicions normals i d’estrés. Aquesta observacié no
s’havia descrit anteriorment i seria interessant aprofundir en la regulacié entre aquestes

dues proteines.

Finalment, després d’estudiar els resultats obtinguts a les IPs i a les IFs i veure que
realment no podem determinar que les tres proteines interaccionen, vam realitzar un co-
fraccionament per FPLC. Els resultats ens indiquen que SirT1, SETDB1 i KAP-1 co-
fraccionen en fraccions de 670 KDa aproximadament. Després de seleccionar les
fraccions d'interés del co-fraccionament varem realitzar una IP de SirT1 i varem veure
gue SirTl en aquestes fraccions esta interaccionant tant amb SETDB1 com amb KAP-
1. La interaccio de SirTl i KAP-1 es veu augmentada en condicions d’estrés i la
interaccio de SirT1 i SETDB1 no sembla dependre de I'estrés oxidatiu. Aquests resultats
ens portarien a pensar que les tres proteines no formen part d’'un complex funcional sin6
gue interaccionen dos a dos. Faltaria, pero, realitzar més estudis per veure realment si
les interaccions sén independents i si es regulen per separat, o bé, KAP-1 si que recluta

els dos enzims a la vegada per tenir una funcionalitat conjunta.

Amb aquest estudi no hem confirmat el nostre objectiu de determinar que les nostres
proteines d’interés formin un complex funcional, ara bé, ens ha permés obtenir nous
resultats molt interessants per la regulacid i funcionalitat de SirT1, SETDB1 | KAP-1 i,
per I'estudi de la regulacio de la cromatina. Aixi doncs, aquest treball obre nous horitzons
per la biologia molecular i nous camins a emprendre per avancgar en la investigacié sobre
la interacci6 d’aquestes proteines involucrades en la formacié i regulacié de la
cromatina, i conseqientment avancar en l'estudi de les malalties provocades per

aquesta regulacié, com sén el cancer i les malalties neurodegeneratives.

2. CRISPR
Paral-lelament, tot i no poder demostrar finalment la funcionalitat del complex, degut a
que no s’ha fet una determinacio clara del mateix, vam aconseguir un dels nostres

objectius, obtenir un clon knock-out per SirT1. Tot i desenvolupar-se el quadruple de
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clons de HeLa que de NIH3T3, el clon amb la delecié de SirT1 ha estat en cél-lules
NIH3T3.

Per falta de temps, no hem pogut continuar amb el projecte i veure que passa amb el
possible complex entre SirT1, SETDB1 i KAP-1, i la funcionalitat que aquest tindria quan
SirT1 no s’expressa, perd si que creiem que el fet d’obtenir aquesta linia KO de SirT1
ens ha de suposar una gran avantatge per I'estudi.

En el cas de l'obtencid d’'una linia HeLa KO per SirT1, proposariem realitzar nous
experiments, on comprovariem els ARNg, o bé, en seleccionariem uns de nous amb un

score més elevat i repetiriem el procés de clonatge i comprovacio.
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- Les cél-lules HEK293F ha resultat presentar millors nivells d’expressié de les proteines
clonades SirT1, SETDB1 i KAP-1 i sén les que han estat escollides per fer I'estudi de
eco-fraccionament.

- En condicions normals i d’estrés s’observa més interaccié entre SirT1 i KAP-1 que
SirT1 i SETDBL1.

- En condicions d’estrés la interaccié SirT1-KAP-1 augmenta, possiblement poder
portar-se a terme la reparacié de dany de 'ADN a través del complex funcional descrit
previament.

- La sobre-expressio de SETDBL1 resulta en la deslocalitzacio d’aquesta en el citosol.
Aquest fet podria ser la raé per la qual ens ha costat molt determinar la interaccio
d’aguesta proteina amb KAP-1 i SirT1.

- El co-fraccionament de SirT1l, SETDB1 i KAP-1, ens mostra interaccié entre SirT1 i
SETDB1 i, SirTl i KAP-1, pero, no podem concloure que es trobin formant un complex
funcional.

- Les cel-lules knock-out per SirT1 que s’han obtingut poden significar un gran avenc en
l'estudi de les relacions funcionals entre aquestes tres proteines i la regulacié de la

cromatina en general.
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MATERIALS | METODES

Obtencio del plasmid de les proteines clonades SirT1, KAP-1i SETDB1
Transformacio

La preparacié de les ceél-lules competents és necessaria per la posterior transfomracio.
S’inoculen 6 ml LB amb una coldnia de bacteris O/N a 37°C, o bé, es fan servir uns 10yl
d’alguna aliquota restant. Inocular 200 ml d’LB amb el cultiu O/N. Incubar a 37°C en
agitacio fins que la D.O.g00 Sigui al voltant de 0,3. Resuspendre les cél-lules en 100ml de
50mM CacCl. fred, previament preparat. Resuspendre les cél-lules en 16ml 50mM CacCl,
/ 15% de Glicerol estéril fred. Els volums varien segons el pellet obtingut. Aliquotes de
100 pl.

Realitzar un xoc térmic: 10 minuts minim en gel, 45 segons a 42°C i 2 minuts en gel.
Agitacié durant 45 minuts a 37°C. Sembrar tot el volum de la transformacié en placa
d’LB amb l'antibiotic Ampicil-lina.

Midi prep

La purificacio de 'ADN del plasmid es porta a terme gracies a un Kid preparat. El Kid és
de la casa MACHEREY-NAGEL (NucleoBond® Xtra Midi/Maxi) (“Plasmid DNA

purification,” n.d.)

Quantificacid DNA

Utilitzem el nanodrop per calcular la concentracié d’ADN present en 1pl. Ho fa mitjangant
el calcul de 'absorbancia a ABS20 , ja que ens permet analitzar si TADN és pur o no,
fent servir una ratio establerta entre ABS260/ ABS2s0 = 1,8 - 2. Calcul a seguir per la

quantificacio: ABSze0 - UDO - Dilucio.

Lines cel-lulars
HelLa

Es una linia cel-lular epitelial procedent d’'un carcinoma cervical amb la qual es va
establir el primer llinatge cel-lular permanent. Després de sumatories divisions cel-lulars
no moren, per aguest motiu es diu que sén immortals. El seu creixement és molt estable

i increiblement rapid. S6n adequades per fer-hi tractaments.

NIH3T3
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Les cél-lules 3T3 provenen d’una linia cel-lular estable de fibroblasts embrionaris de

ratoli amb morfologia masenquimal.

293F (HEK 293F)

Cél-lules embrionaries de ronydé huma, les quals proliferen i es transfecten molt

facilment.

Totes les linies cel-lulars sén crescudes i mantingudes en DMEM (Gibco) suplementat
amb el 10% de suero bovi fetal a 37°C en 5% CO..

Expressio i obtencio de proteines

Transfeccié cel-lular

Insercié de material genétic extern a les cél-lules eucariotes (HeLa) mitjancant plasmidis
clonats amb el DNA de les nostres proteines d’interés. Tots els plasmids s’han
transfectat utilitzant el polimer polietilenimina (PEI). Aquest s'incuba 5 minuts amb 'ADN
especific a temperatura ambient i s’afageix a les cél-lules les quals sén lisades al cap
de 48 hores.

Extracte proteina

- Variant del métode Dignam

Extraccié de les proteines citoplasmatiques mitjangant 500 pl d’un tampé hipotonic,
Buffer A (10 mM Hepes pH 7.9; 1.5 mM MgCl,; 10 mM KCl amb 25 pl de Cocktel
inhibidor de proteines i 25 ul de DTT 0,5 mM). Incubacié de 10 minuts en gel.
Centrifugacié d’1 minut a 13.000rpm. Obtenir sobrenedant (SN1).

Extraccio de les proteines nuclears amb 500 ul d’'un segon tampé hipertonic, Buffer C
(10 mM Hepes pH 7.9; 1.5 mM MgCl,; 0.42 M NacCl; 25% Glicerol; 0.2 mM EDTA amb
25 pl de Cocktel de proteines i 25 ul de DTT 0.5 mM). Incubacié durant 20 minuts en
gel. Centrifugacio d’'un minut a 13.000rpm. Obtenir sobrenedant (SN2).

Es barregen els dos extractes (SN1 + SN2) per obtenir I'extracte total. Centrifugacié

durant 2 minuts a 13.000rpm. Obtenci6 sobrenedant (Whole cell Extract).
-PLB

Extraccio total de les proteines mitjancant 10X LAEMMLI. Per una preparacié de
1000ml: 10.0 gr de SDS, 144.2 gr de Glicina, 30.0 gr Tris Base i H,O (temperatura
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ambient) i afegim p-mercaptoetanol. Agitacié de les mostres amb sonicador fins

aconseguir un bon pipeteig de les mateixes.

Detecci6 de proteines per Western Blot
SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Es una técnica ampliament utilitzada per separar proteines segons la seva longitud de
cadena polipeptidica, massa molecular i modificacions postraduccionals, entre d’altres.
Preparacio per a 6 gels d'1,5 mm o per 8 gels d’1 mm de Separating gel (10%): 19,04
ml H20, 12,96 ml de 1,5 M Tris pH 8.7, 16 ml d’Acrilamida (Bis acrilamida 37,5:1 30%),
480 pl de 10% SDS, 75 pl de TEMED, 300 pl de 10% APS. Preparacio per a 12 gels
d'1,5 mm o 16 gels d’1 mm de Stacking gel (4%): 28,2 ml H20, 5 ml de 1M Tris pH 6.8,
6,7 ml d’Acrilamida (Bis acrilamida 29:1 30%, 400 pl de 10% SDS, 100 yl de TEMED i
100 pl de 10% APS. Electroforesis a 200V i 400mA, durant 1 hora aproximadament.

Western Blot (WB)

Es una técnica que ens permet fer una identificacié de proteines dins d’un extracte
cel-lular total de proteines, una mescla molt complexa, anomenada també
electrotransferéncia. La tecnica utilitza tres etapes: separaciéo per mida (SDS-PAGE),
transferéncia en suport solid durant 1 hora a 300W, 100V i a 460 mA/cubeta mitjangant
paper de filtre i una membrana de nitrocel-lulosa Amersham™ Protran™ de 0.2um NC
de (GE Healthcare life science) i visualitzacié mitjangant la marcacio de les proteines
amb anticossos. Bloqueig de les membranes amb 10 gr de llet en pols dissolts en 200
ml de PBS trité (dilucié 1/10 de PBS 10x amb H>0 mQ i 1 ml de trit6). Tres rentats amb
PBS Tween (dilucio 1/10 de PBS amb H>o mQ i 1 ml Tween). Incubacié de les
membranes durant 1 hora amb l'anticos primari: a-Flag (1:1000), a-HA (1:5000), a-Myc
(1:5000) i a-Actina (1:1000). Tres rentats amb PBS Tween. Incubacié durant 30 minuts
amb I'anticos secundari: per a-Flag i a-HA és a-Rabbit (1:10000) i per a-Myc és a-Mouse
(1:10000).

Detecci6 de proteines per Immunofluorescéncia (IF)

Les cel-lules van ser transfectades, i després de 24 hores es van replaguejar en
cobreobjectes i seguidament es van incubar durant 24 hores més. Les cel-lules van ser
fixades amb paraformaldehid al 4% durant 10 minuts a temperatura ambient i es van
permeabilitzar durant 10 minuts amb 0,1% d’azida sodica PBS, 0,5% de Triton-X, 0,5-
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1% BSA. Els anticossos primaris i secundaris es van diluir en 0,1% d’azida sddica PBS,
0,2% de Triton-X, 0,5-1% BSA. Com anticossos secundaris anti-Rabbit Alexa Flour 555
(vermell) i anti-Mouse Alexa Four 488 (verd), de Molecular Probes, van ser utilitzats. Les
cel-lules es contratenyir amb DAPI (Sigma) i els portaobjectes es van muntar en Mowiol.
Es van obtenir imatges de les cél-lules marcades utilitzant un laser de rastreig

microscopi confocal Leica SP5.

Immunoprecipitacié (IP)

Es una técnica basada en la precipitacié de les proteines d’interés (antigen) de la solucié
mitjancant un anticos que s’uneix especificament a la proteina que estem estudiant. En
aquest estudi les IPs van ser realitzades utilitzant Flag-agarosa (Sigma), HA-agarosa
(Sigma). Les proteines van ser eluides amb 0,2 M de glicina amb pH 2,3. Els resultats
obtinguts després de l'electroforesi, la transferéncia i el tractament amb anticossos van

ser observats a través d’un western blot.

Els anticossos contra etiqueta utilitzats van ser, igual que la deteccié de proteines per
western blot, a-Flag (1:1000), a-HA (1:5000), a-Myc (1:5000) i com anticossos
secundaris a-Rabbit (1:10000) i a-Mouse (1:10000).

Tractament amb H20»

Incubar les cél-lules 1 hora a 37°C amb 2 mM d’ H,O: just abans de recollir-les.

Detecci6 del complex SirT1/KAP-1/SETDB1

Per la deteccié del complex s’utilitza una columna Superose 6, 10/300 GL d’exclusié
nuclear instal-lada en un sistema de cromatografia FPLC (Fast protein liquid

Chromatography).

CRISPR: Genome editing

Disseny ARNg

El disseny dels ARN guia es realitzen mitjancant un programa informatic de nom

CRISPOR.TFOR. Aguest programa ens permet seleccionar la seqiiéncia més adequada
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pel nostre estudi, mitjangant uns patrons de validesa i qualitat. Per tal d’assegurar-nos
que el nostre ARN guia sigui adequat per I'experiment cal que, per una banda tingui un
score superior a 70 i, per altra banda, es realitzi en exons, seleccionant sempre aquells

gue siguin majoritariament comuns en totes les variants de seqiiéncia.

Clonatge ARNg

- Lligacio Oligos

Un cop obtinguts els ARN guia, fem la lligacié dels oligonucleotids de la sequéencia
Forward i la sequieéncia Reverse. La lligacié es porta a terme mitjancant un tampo
d’hibridacié 10x. Tanamteix, es necessita portar la lligacié a una temperatura de 96°C
per tal d’evitar la formacié de dimers i posteriorment el seu refredament per hibridar les

cadenes de nou i lligar els dos primers.
- Digestio plasmid

Digerim el plasmid pSpCas9 (BB) — 2A — GFP (PX458) amb I'enzim de restriccié Bbsl,
per aquest motiu cal que els ARNg continguin uns extrems de sequeéncia determinats:
5 — CACCGNNN... —3’i 3 - ...NNNCAAA — 5. Purificacié del plasmid.

- Lligacié vector i ARNg

Incubar entre 2 hores i O/N el plasmid digerit i purificat amb els oligonucledtids diluits,
un tampo de lligacié T4 i la lligasa T4.
Sorter

Servei extern.

Comprovacio de clons positius

Observacié per microscopia del creixement dels clons. Comprovacié mitjancant SDS-
PAGE i Western Blot. Anticossos primaris per endogen: a- SirT1 2G1 (1:10000) i a-
Actina (1:10000) Anticossos secundaris: a-Mouse (1:10000).
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Sequencies dels ARNg per SirT1 huma i ratoli.

A

5...INTRON4..GAAATATAT ATCTCTCTGTCACAAATTCATAGCCTTGTCAGAT
AAGGAAGGAAAACTACTTCGCAACTATACCCAGAACATAGACACGCTGGAACAGGTTGCGGGAATCCA
AAGGATAATTCAGTGTCATG...INTRONS...GTTCCTTTGCAACAGCATCTTGCCTGATTTGTAAATACAAA
GTTGACTGTGAAGCTGTACGAGGAGATATTTTTAATCAG...INTRONG...GTAGTTC
AGCTGATGAACCGCTTGCTATCATGAAACCAGAGATTGTGTTTTTTGGTGAAAATTTACCAGAAC
AGTTTCATAGAGCCATGAAGTATGACAAAGATGAAGTTGACCTCCTCATTGTTATTGGGTCTTCCCTCAA
AGTAAGACCAGTAGCACTAATTCCAA...INTRON?...3’

5'...GCCAGTGCCGCGCGTCGAGCGGAGCAGAGGAGGCGAGGG TTGGA
AGATGGCGGACGAGGTGGCGCTCGCCCTTCAGGCGCCGGCTCCCCTTCCGCGGCGGCCGCCATGGAGG
CCGCGTCGCAGCCGGCGGACGAGCCGCTCCGCAAGAGGCCCCGCCGAGACGGGLLTGGLLTCGGGEG
CAGCCCGGGCGAGCCGAGCGCAGCAGTGGCGCCGGCGGCCGCGGGGTGTGAGGCGGCGAGCGLCGCL
GGCCCCGGCGGCGCTGTGGCGGGAGGCGGCAGGGGCGGCGGCGAGCGCGGAGCGGGAGGCLCCLCCGGL
GACGGCCGTGGCCGGGGACGGAGACAATGGGTCCGGCCTGCGGCGGGAGCCGAGGGCGGCTGACGAC
TTCGACGACGACGAGGGCGAGGAGGAGGACGAGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCAGCGATCGGC
TACCGAG...INTRON1...ACAACCTCCTGTTGACCGATGGACTCCTCACTAATGGCTTTCATTCCTGTGAAA
GTGATGACGATGACAGAACGTCACACGCCAGCTCTAGTGACTGGACTCCGCGGCCGCGGATAG...INTRO
N2..

..INTRON3...GTTTCTGTCTCCTGTGGGATTCCTGA
CTTCAGATCAAGAGACGGTATCTATGCTCGCCTTGCGGTGGACTTCCCAGACCTCC
TTTGATATTGAGTATTTTAGAAAAGACCCAAGACCATTCTTCAAGTTTGCAAAG...INTRON4...3’

Figura 1. Sequéncia genomica de SirT1 huma i ratoli. A Tall de la sequéncia genomica de
SirT1 huma de 5’ a 3. Introns (vermell) suprimits, sequiéncia de I'exo 5 (blau), seqiiéncia de I'exd
6 (negre). B Tall de la sequiéncia genomica de SirT1 de ratoli de 5’ a 3’. Introns (vermell) suprimits,
sequencia de I'exd 1 (blau), sequéncia de I'exd 3 (negre). En gris es troben marcats els primers

utilitzats per la posterior sequenciacio.

Clonatges els ARNg en el vector de Cas9.

SirT1 huma

- ARNg 1: Ex6 5
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IF\IB: Sample_Name_B09_2017-02-24.ab1  Run Ended: Feb 24, 2017, 15:5:40 G:249-0 A2213 T:2291 C:1441
‘Sequence: Sample_Name Lane: 39 Base spacing 13.27 752 bases in 9708 scans

SirT1 ratoli

- ARNg 1: Ex6 1

SO, L ALA 0 XAV A ALl A
BTSRRI AR AT TN AN EARRARRANEA SRORRAANNENND TRIATRTATIATAARARAA RRANARERANY

Il anM iy Jmmulmn mlnnuumn b hl |

[(nnnn R anannendiennnnnnns i eeznae nnnes

aRgRanananeen

- ARNg 2: Ex6 3
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0" SAMpIo_Name_C11-2017-02-24 ab1 110N £Naed Fob 24. 2017, 1057 40 T A oA T ias0 CT108
Sequence. Samplo_Nama Lano. 46 Base spacing 13 92 752 bases in 9056 scans
page 1oty
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Figura 2. Sequenciacid dels clonatges dels ARN guia. Les diferents seqiiéncies del clonatge
dels ARNg humans i de ratoli al vector de la Cas9 (PX458). ARNg 1 representa I'ex6 5 per SirT1
huma, i I'exé 1 per SirT1 ratoli, ARNg 2 defineix I'ex6 6 per SirT1 huma i I'ex6 3 per SirT1 de

ratoli.

Determinacio i separacio de les cél-lules per Sorter.
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ANNEX
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Figura 3. Identificacio i seleccio de les cél-lules positives. Imatges del Sorter on es
seleccionen les cél-lules més adequades pel desenvolupament els clons. En el primer requadre
de cada casella es menyspreen les cél-lules mortes, en el segon requadre els doblatges, i en el
terceri el cinqué es fa la selecci6 de les cél-lules més positives per GFP. Els niUmeros de la dreta,
determinen quin ARNg s'utilitza a cada experiment, d’acord amb la correlacié descrita
anteriorment.
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