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Resultats i discussio

En moltes de les imatges mostrades anteriorment s'observa un fons amb agregats de cromatina de
diverses mides. Hi destaquen cossos circulars d’'uns 30 nm de diametre que son idéntics a les
estructures circulars compactes descrites pel nostre grup d’investigacio en treballs previs realitzats
amb petits fragments de cromatina d'eritrocit de pollastre (Bartolomé et al., 1994 i 1995; Cafio,
2007). A la figura 3.33, es mostren camps sencers plens d’aquestes estructures circulars produides

amb fragments de cromatina de cromosomes metafasics.

Figura 3.33. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi en preséncia de 10 mM Pipes (pH
7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI i 17 mM MgCl,.

En molts dels experiments (veure exemples a les figures 3.34 i 3.35) apareixien cossos circulars
compactes de 30 nm de diametre al voltant de les plaques en formacio, perd també associats amb
els marges de les estructures laminars i amb la seva superficie. En algunes imatges es veu com les

estructures circulars sén absorbides per les plaques en procés de formacio.
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Figura 3.34. Plaques i estructures circulars en extensions de fragments de cromatina metafasica
dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCl i 17 mM MgCl, durant 5 hores a

4°C. (A) Les fletxes blanques indiquen cossos de 30 nm que es fusionen amb els laterals de les

plagues.
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Figura 3.35. Plaques i estructures circulars en mostres de fragments de cromatina metafasica
dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCl i 17 mM MgCl, durant 5 hores a
4°C.
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3.3.3. Formacio de plaques en presencia de MgCl, i CaCls,.

Es va analitzar la formaci6 d'agregats laminars en altres condicions que no fossin les especificades
anteriorment. En primer lloc, es va analitzar la formacié de plaques en preséncia de 10 mM Pipes
(pH 7.2) i concentracions creixents de MgCl,, pero en absencia d'ions monovalents. A les figures
3.36 i 3.37 es mostra l'efecte de concentracions creixents de MgCl,. Quan s'augmenta la

concentracié de MgCl,, augmenta també la preséncia de plaques i la seva grandaria.

Figura 3.36. Agregats obtinguts per autoassociaci6 de fragments de
cromatina i dialitzats en preséncia de 10 mM Pipes (pH 7.2) sense cations. La
mostra ha estat estesa per centrifugacid, fixada sobre reixeta i platinada

rotacionalment (apartats 2.12.4-6).

Figura 3.37. (a la pagina segiient). Fragments de cromatina obtinguts per autoassociacié i dialitzats en preséncia de 10
mM Pipes (pH 7.2) i de concentracions creixents de MgCl,: (A) 1 mM MgCl, i (B) 2 mM MgCl,. La fletxa en A indica un
agregat laminar en formacié. La mostra ha estat estesa per centrifugacio, fixada sobre reixeta i platinada rotacionalment

(apartats 2.12.4-6).

101



Resultats i discussio

102



Resultats i discussio

A més, també es va estudiar la formacié de plaques a concentracions creixents de MgCl, i a
concentracions fisiologiques de ions monovalents. Tal com s’observa de les figures 3.38-3.41 i com
en el cas anterior, a 'augmentar la concentracié de MgCl,, augmenta la preséncia i grandaria de

les plaques observades.

Figura 3.38. Imatges de microscopia electronica de transmissié de plaques obtingudes per
associacio de fragments de cromatina metafasica dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM
NaCl, 120 mM KCl i 1 mM MgCl, durant 6 h a 4°C.
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Figura 3.39. Imatges de microscopia electronica de transmissié de plaques obtingudes per associacié de fragments de
cromatina metafasica dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCl i 2 mM MgCl, durant 6 h a 4°C.
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Figura 3.40. Imatges de microscopia electronica de transmissid d'estructures laminars
observades després de la dialisi dels fragments de cromatina metafasica amb 10 mM Pipes
(pH 7.2), 120 mM KCI, 20 mM NacCl i diverses concentracions de MgCl,, durant 6 h a 4°C.
(A) 3 mM MgCl,; (B) 4 mM MgCls.
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Figura 3.41. Imatges de microscopia electronica de transmissié d'estructures laminars observades
després de la dialisi dels fragments de cromatina metafasica amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 120 mM KClI,
20 mM NaCl i 5 mM MgCl,, durant 6 h a 4°C.
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Per altra banda, també es va estudiar si es formaven plaques a I'afegir CaCl, al tampd 10 mM Pipes
(pH 7.2), 120 mM KCI, 20 mM NaCl i 17 mM MgCl,. Tal com s’observa A les figures 3.42-3.45, en
preséncia de concentracions significatives de CaCl, (12.5 i 25 mM), es segueixen formant
estructures laminars a partir dels fragments de cromatina obtinguts a partir de la digestiéo de

cromosomes metafasics amb nucleasa micrococal.

Figura 3.42. Plagues obtingudes a partir de I'associacié de fragment de cromatina obtinguts per
digestié amb nucleasa micrococal 1:100 (15 min) de cromosomes metafasics i de la posterior dialisi
amb 10 mM Pipes pH 7.2, 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17 mM MgCl, i de concentracions creixents de
CaCly: (A) 2.5 mM CacCl,, (B) 7.5 mM CaCl,.
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Figura 3.43. Plaques en mostres de fragments de cromatina metafasica dialitzats durant 5 h a 4°C
amb de 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI, 17 mM MgCl, i concentracions creixents de
CaCly: (A) 12.5 mM CaCly, (B) 25 mM CaCl,.
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Figura 3.44. Plagues en mostres de fragments de cromatina metafasica dialitzats durant 6 h a 4°C amb de 10
mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI, 17 mM MgCl, i 12.5 mM CaCl,.

109



Resultats i discussio

Figura 3.45. Plaques en mostres de fragments de cromatina metafasica dialitzats durant 6 h a 4°C amb de 10
mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI, 17 mM MgCl, i 25 mM CaCl,.
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3.3.4. Associacio de fragments de cromatina de longitud definida.

En altres experiments, es va estudiar el procés d'associacié de fragments de cromatina metafasica
purificats en gels electroforétics d’agarosa i dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 120 mM KClI, 20
mM NaCl i 17 mM MgCl, durant 5 hores a 4°C. Es va analitzar I'associacio de fragments de mida
diferent. En tots els casos, els resultats obtinguts van indicar que es formaven plaques a partir de
fragments de cromatina purificats. A les figures 3.47 i 3.48 es poden veure exemples de les
plaques generades per autoassociacio.

A més, també es va observar que sobre aquestes plaques generades per autoassociacid apareixien
cossos circular de mida inferior a la dels cossos circulars de 30 nm. Cal destacar que sobre les
plaques tan sols apareixien aquest tipus de cossos, mentre que a les rodalies i als marges de les
estructures laminars, s'observaven cossos circulars de 30 nm. A la figura 3.49 es poden veure en
detall cossos petits sobre plaques obtingudes a partir de la dialisi de fragments de baix pes
molecular (0.4-1.3 kbp de longitud) en preséncia de medi estructurant. A partir de l'analisi
mitjancant microscopia electronica de transmissid, s’ha vist que el diametre d’aquests fragments és
de 10 a 19 nm (figura 3.46).
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Figura 3.47. (A) Gels d'electroforesi no desnaturalitzants al 0.5% agarosa per separar fragments de cromatina (esquerra) i
gel al 0.7% agarosa amb 0.05% SDS per analitzar el DNA (dreta). Chr 1 i Chr 2 indiquen les bandes seleccionades per als
experiments d'associacié. (B) i (C) Imatges de microscopia electronica de plagues generades per autoassociacio de
fragments de cromatina d’aproximadament 18 kbp (B) i 6.3-9.4 kbp (C) de longitud procedents de cromosomes metafasics

dialitzats 5 h a 4°C amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 120 mM KCI, 20 mM NaCl i 17 mM MgCl..
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Figura 3.48. Imatges de plaques generades per autoassociacid6 de fragments de cromatina de 0.4-1.3 kbp de
longitud procedents de cromosomes metafasics dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 120 mM KCI, 20 mM NaCl i
17 mM MgCl;, durant 5.5 h a 4°C.
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Figura 3.49. Cossos circulars dipositats sobre les plaques de cromatina generades per I'autoassociacié de
fragments de cromatina de 0.4-1.3 kbp de longitud dialitzats amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120
mM KCl i 17 mM MgCl, durant 5.5 h a 4°C. (C) Detall del cossos circulars sobre plaques observats a la

figura 3.48.
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3.3.5. Estudi cinétic de la formaciéo de plaques per autoassociacié en condicions
properes a la metafase.

Es va estudiar la formacié d'agregats a diferents temps de dialisi (1, 3, 5, 7, 9, 12 i 24 h) amb
condicions estructurants [10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCIl i 17 mM MgCl,] i a
diferents temperatures (4, 25 i 37°C). Tal com es pot observar entre les figures 3.50-3.61, a temps
curts d’'incubacié la mostra s'estructura formant cossos de 30 nm. A mida que augmenta el temps
de dialisi amb el medi estructurant, comencen a apareixer estructures laminars. El temps en el qual
apareixen les plaques varia segons la temperatura a la que es realitza la incubacio. A 37°C es
formen agregats laminars a temps inferiors que a la resta de temperatures (figures 3.58-3.61). A
més, la temperatura pot influir en I'extensié de les estructures laminars: a més temperatura els
agregats laminars ocupen una superficie més gran.

A més de les plaques tipiques, s’ha observat I'aparicié de plaques molt primes, poc distingibles de
la cromatina no associada del fons (veure figura 3.50 i apartat 3.3.7). També s’han observat
estructures laminars molt denses a temps llargs d'incubacio, especialment quan la mostra és
dialitzada a 25 i 37°C (veure figura 3.61 i apartat 3.3.8).
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Figura 3.50. Fragments de cromatina de cromosomes metafasics sotmesos a una dialisi
amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI i 17 mM MgCl, a 4°C durant (A) O
h, (B) 1 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.51. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 4°C durant 3 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.52. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 4°C durant 5 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.53. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 4°C durant 7 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.54. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCl i
17 mM MgCl, a 25°C durant (A) 0 h, (B) 1 h. La barra equival a 500 hm.
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Figura 3.55. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 25°C durant 3 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.56. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCl i 17
mM MgCl, a 25°C durant 5 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.57. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 25°C durant 7 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.58. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCl i 17
mM MgCl, a 37°C durant (A) 0 h, (B) 1 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.59. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCl i 17
mM MgCl, a 37°C durant 3 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.60. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI i 17
mM MgCl, a 37°C durant 5 h. La barra equival a 500 nm.
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Figura 3.61. Fragments de cromatina sotmesos a una dialisi amb 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl,
120 mM KCl i 17 mM MgCl, a 37°C durant 7 h. La barra equival a 500 nm.
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3.3.6. Estudi de les caracteristiques de les plaques formades per autoassociacio:
distribuci6 d’alcades.

A partir de mostres platinades unidireccionalment (figura 3.62), es va determinar l'alcada de les

plaques tal com s’ha descrit a I'apartat 2.13.

Es van analitzar aquelles plaques que presentaven una superficie uniforme i que estaven en

contacte amb el film de carbd, per veure si I'alcada dels agregats laminars era similar a la de les

plagues emanades de cromosomes parcialment desnaturalitzats. Els resultats presentats a la figura

3.63, indiquen que l'alcada de les plagues monocapa tipiques observades en els experiments

Figura 3.62.

Exemples de plaques platinades
unidireccionalment. El material prové de
I'associaci6 de fragments de cromatina
procedents de cromosomes metafasics
digerits amb nucleasa micrococal purificats
amb gels d'agarosa no desnaturalitzants i
dialitzats durant 7 h amb 10 mM Pipes (pH
7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI i 17 mM
MgCl, amb el sistema Slide-A-Lyzer. Les
boles de latex es van emprar com a
referéncia interna per determinar I'angle

de platinacio.
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d’autoassociacio és de 6.8 nm. Aquests resultats coincideixen amb els valors trobats anteriorment
al nostre grup en la mesura dalgades de plaques emanades directament de cromosomes
(Caravaca, 2004; Gallego et al., 2009).

[o)]
I

(6]
I

N
L

w
I

Figura 3.63. Histograma de

N
I

la distribuci6 d'alcades de les

Nombre de plaques analitzades

[
I

plaques platinades

unidireccionalment (mitjana:
6.8 = 1.0 nm, n=15).

3,5 4,5 55 6,5 7,5 8,5
Algada (nm)

3.3.7. Estudi de plaques de gruix inferior.
Tal com s’ha indicat a I'apartat 3.3.5, es van observar plaques poc estructurades de gruix inferior a
I'habitual que produeixen molt poca acumulacié de plati en els seus marges. A la figura 3.64 es

poden observar exemples d'aquestes estructures laminars.

Figura 3.64. (a la pagina seguent). Plaques més primes que les tipiques (assenyalades amb fletxes blanques).
Mostra obtinguda després de la dialisi dels fragments de cromatina metafasica en preséncia de 10 mM Pipes (pH
7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCl i 17 mM MgCl, a 37°C durant 3 h (AiB) i 5 h (C - E).
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Es va fer una analisi de la distribucié de les alcades d'aquestes lamines a partir de mostres
platinades unidireccionalment. Gracies a la platinacio unidireccional d'angle baix s’han pogut
contrastar els marges d'aquest tipus de plaques de forma evident. A la figura 3.65, es poden
observar exemples de plaques més primes que les tipiques obtingudes a partir de I'associacié de
fragments de cromatina. L'algada d'aquest tipus de placa és de 2.7 + 0.9 nm (n=6). Aquest valor,
gue esta molt per sota de l'algada tipica de les plaques, probablement és degut a que es tracta de
lamines no completament estructurades, que estan enfonsades parcialment amb la cromatina de

fons que hi ha a les preparacions.

Figura 3.65. Plagues més primes que les tipiques (indicades amb fletxes blanques). Mostra obtinguda després de la
dialisi dels fragments de cromatina metafasica en preséncia de 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCl i
17 mM MgCl, a 37°C durant 7 h. L’addici6 de boles de latex s’ha realitzat segons el protocol descrit a 2.13.2.

Platinat unidireccional.
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3.3.8. Estudi de plaques de gruix superior.
En alguns experiments (veure apartat 3.3.5) es van visualitzar plagues molt denses diferents a les

tipiques (figures 3.66 i 3.67). A part de diferir en la seva densitat, aquestes plaques presenten un

gruix superior a I'habitual.

A la figura 3.68, s'observen estructures laminars d'aquest tipus platinades unidireccionalment per
tal d'analitzar les seves alcades. Aquestes estructures laminars presenten un gruix que pot ésser

molt superior al de les tipiques. Tal com es pot veure a la taula 3.1, les alcades tenen una

distribucié molt heterogénia.

Rang d’alcades (nm)

15-25

25-35

35-45

45-55

55-65

65-75

75-85

85-95

Taula 3.1. Taula de la distribucié d'alcades de les plagues denses,

obtingudes amb mostres platinades unidireccionalment.
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Figura 3.66. Plagues denses de gruix superior al de les plaques tipiques. Mostra obtinguda a partir de la dialisi de
fragments de cromatina amb de 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NaCl, 120 mM KCI i 17 mM MgCl, durant 24 h a 37°C
(B)i25°C (AiC).
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Figura 3.67. Plagues denses de gruix superior al de les plaques tipiques. Mostra obtinguda a partir de la dialisi de fragments
de cromatina amb de 10 mM Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCl i 17 mM MgCl, durant 7 h a 37°C.

Figura 3.68. Plaques de gruix superior al de les plaques convencionals.
Mostra obtinguda a partir de la dialisi amb el sistema Slide-A-Lyzer de
fragments de cromatina ja estesos sobre reixeta en preséncia de 10 mM
Pipes (pH 7.2), 20 mM NacCl, 120 mM KCI i 17 mM MgCl, durant 7 h a
37°C (A) i 10 h a 25°C (B i C). La mostra es va platinar

unidireccionalment (apartat 2.12.6.a).
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3.3.9. Extensio6 de I'estudi d’autoassociacio realitzat en aquesta tesi.

Les taules 3.2.a-3.2.e presenten un recull de totes les condicions en les quals s’han observat
plagues formades per autoassociacié dels fragments de cromatina obtinguts per digestié de
cromosomes metafasics amb nucleasa micrococal. S'indiquen els tractaments previs de la mostra i
els resultats que s’han obtingut en cada experiment. Cadascun dels experiments es va fer amb
cromosomes frescos preparats a partir d'un nou cultiu de cél-lules. El gran nombre de plagues
trobades en moltes de les condicions assajades demostra inequivocament que la cromatina

metafasica s'organitza espontaniament formant estructures multilaminars.
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Discussio general

4.1. Estudi de I'estructura interna del cromosoma metafasic mitjancant microscopia de
polaritzacio.

Diversos estudis (Livolant, 1978 i 1984) han demostrat que els cromosomes politénics de les glandules
salivals de certs insectes, els caps d’espermatozoides de forma elongada i els cromosomes de
dinoflagel-lats, presenten una estructura anisotropica, és a dir, al ser observats en el microscopi de
polaritzacio en posicié d’extincid es veuen il-luminats. En canvi, es va trobar (Livolant, 1978) que els
cromosomes metafasics fixats en medi organic no son birefringents.

Posteriorment (Leforestier et al., 1999) van veure que les particules nucli aillades es podien agrupar
formant columnes amb propietats de cristall liquids anisotropics (veure figura 1.8). A més, aquests
autors també van veure que les propietats optiques dels nucleosomes depenen de l'orientacié de les
cadenes de DNA en relacio a la llum polaritzada. Per altra banda, McDowall i col-laboradors (1986)
van suggerir que en els cromosomes la cromatina formava cristalls liquids per apilament de
nucleosomes. Tenint en compte aquests precedents, en el present treball es va decidir estudiar
cromosomes metafasics procedents de cél-lules animals en medi aqudés mitjancant microscopia de
polaritzacid.

S’han analitzat cromosomes tractats amb medis estructurants: poliamines, PNa-5 mM MgCl, i PNa-20
mM MgCl,. Els resultats han estat idéntics en els tres casos: els cromosomes metafasics no es veuen
il-luminats al microscopi de polaritzacié en posicié d'extincié. Per tant, els nostres resultats demostren

que els cromosomes metafasics condensats son isotropics en medi aquos.

Cobreobjectes

Piles paral-leles de / y
nuclecsomesenel ______,
cromosoma? %

Portaobjectes

Vista superior

—
Isotropia % Anisotropia
oplica Observacié amb oplisa
polaritzadors
creuats
P
MOSTRA b MOSTRA
FOSCA A IL:LUMINADA

Figura 4.1. Com que els cromosomes observats no estan fixats i adopten totes les orientacions possibles a I'espai (apartat
3.2.1), el fet que en totes les condicions estudiades es vegin com a objectes no il-luminats (apartat 3.2.3) indica que no

contenen piles paral-leles de nucleosomes en el seu interior.
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A la figura 4.1 es mostren esquematicament dues ordenacions senzilles de piles de nucleosomes a
I'interior dels cromosomes. Si, tal com s’ha demostrat en aquest treball, els cromosomes estan
col-locats en totes les orientacions possibles a l'interior dels sacs cel-lulars, i es donés algun dels casos
de la figura, s’hauria d’esperar veure algun cromosoma il-luminat dins el sac cel-lular en observar la
mostra en posicié d'extinci6. Com que no s'observa cap mena d'il-luminacié quan es treballa amb
polaritzadors creuats, es pot concloure que els cromosomes metafasics condensats en medi aquos
dins els sacs cel-lulars s6n estructures opticament isotropiques. Aquest resultat permet concloure
també que els cromosomes metafasics no estan formats per piles paral-leles de nucleosomes. Aix0
implica que l'estructura interna dels cromosomes té una ordenaci6 més complexa que l'esperada a
partir d'estudis fets amb nucleosomes purificats i permet descartar la possibilitat d’una ordenacié
senzilla dels nucleosomes a l'interior de les cromatides.

L'orientacid irregular dels nucleosomes no exclou, pero, la possibilitat d’'una associacié entre cares
laterals de nucleosomes adjacents. Els estudis de microscopia de polaritzaci6 mostren que els
cromosomes condensats no son birrefringents i que el fenomen descrit no és compatible amb
I'existéncia de columnes paral-leles de nucleosomes dins els cromosomes (figura 4.2.B). Malgrat tot,
els nucleosomes orientats de forma irregular (figura 4.2.C) podrien associar-se formant piles amb
diferents orientacions. D’aquesta manera, hi hauria moltes orientacions possibles d'aquestes piles i la
mostra tampoc seria birrefringent. A més, aquesta hipotesi referma les conclusions obtingudes
anteriorment per Castro-Hartmann (2009) fent servir diverses técniques de microscopia electronica.
Les dades de microscopia electronica convencional, criomicroscopia electronica i tomografia
electronica indiquen que els nucleosomes no estan posats plans a les plaques de cromatina, i que la
distancia entre els nucleosomes als marges de les plaques és superior a la distancia que correspondria
a piles regulars de nucleosomes (5.7 nm). A més, tenint en compte que l'alcada del nucleosoma és de
d'aproximadament 11 nm, es proposa que hi ha interdigitacié dels nucleosomes de les successives
capes de cromatina per poder justificar el gruix de les plaques (aproximadament 6 nm) determinat en

aquesta tesi i en altres estudis previs (Gallego et al., 2009; Castro-Hartmann, 2009).

A B Nucleosomes in regular columns  C  Nucleosomes in interdigitated layers

Figura 4.2. Vista lateral de les possibles orientacions dels nucleosomes a linterior de les plaques metafasiques. Els
resultats de microscopia de polaritzacié descarten una ordenacié en columnes paral-leles (B). Les mides aproximades per
un nucleosoma es representen a A. Tenint en compte les dimensions del nucleosoma (A) i les alcades de les plagues
obtingudes per TEM, AFM i tomografia electronica, I'orientaci6 irregular i la interdigitacié dels nucleosomes en diversos

estrats (C) pot justificar el gruix de les plaques, aixi com els resultats obtinguts mitjancant microscopia de polaritzacio.
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4.2. Autoassociacio de fragments de cromatina de cromosomes metafasics.

4.2.1. Condensacio dels fragments de cromatina: formacio de cossos circulars compactes.
S’ha fet un estudi molt extens i detallat sobre I'estructura i les propietats autoassociatives dels
fragments de cromatina procedents de cromosomes metafasics de cel-lules humanes a diferents
concentracions, tractats amb diverses condicions ioniques, a diferents temps i temperatures. En
aquests estudis, Unicament s’han visualitzat fibres esteses de cromatina amb els nucleosomes
separats en condicions de molt baixa forca ionica (figura 3.18).

A partir de l'analisi de diferents condicions (veure apartat 2.7.2 i taula 2.3), s’ha observat que a
'augmentar la forca ionica del medi fins a concentracions ioniques properes a la metafase (veure
apartats 2.7.1; Strick et al., 2001; Alberts et al., 2002) les fibres esteses es compacten donant lloc a
cossos circulars compactes de 30 nm, en els quals no es poden veure els nucleosomes com elements
independents (veure figura 3.33). A més, aquests c0ssos apareixen en practicament totes les
condicions estudiades, especialment en concentracions baixes de cations divalents (Mg®* i Ca®*).
L'observacié de fibres esteses de cromatina esta en controvérsia amb els models proposats
anteriorment per altres investigadors (Williams et al., 1986; Woodcock i Horowitz, 1995), que
consideren les fibres amb el DNA d’'unié creuat (en zig-zag) com a element basic de la cromatina. Cal
tenir en compte que aquests models van ser obtinguts a partir de I'analisi de fragments de cromatina
en abséncia de cations divalents.

L'observacié de cossos circulars compactes pot interpretar-se amb el model del solenoide interdigitat
compacte proposat anteriorment al nostre grup (Daban i Bermudez, 1998) pel plegament de la fibra
de 30 nm (veure apartat 1.4.2.d.1) i és coherent amb el model d’hélix interdigitada compacta de
Robinson i col-laboradors (2006), proposat a partir d'estudis amb nucleosomes reconstituits amb
sequencies de DNA posicionadores de nucleosomes. Aquests models tenen una elevada concentracié
local de DNA (veure apartats 1.1.1 i 1.4.2.d) que, en principi, és compatible amb [l'elevada

concentracio local de DNA observada en els cromosomes metafasics (Daban, 2000).

4.2.2. Associacio de fragments de cromatina: formacié d’estructures laminars.

A l'augmentar la forca idnica del medi fins a condicions idniques properes a la metafase (Strick et al.,
2001), apareixien plaques de dimensions considerables formades per autoassociacid de fragments de
cromatina de cromosomes metafasics (veure apartat 3.3.2). Les plagues observades sén compactes i
generalment presenten diversos estrats ben definits. Aquests resultats poden relacionar-se amb els
obtinguts anteriorment al grup d'investigacié (Caravaca, 2004; Caravaca et al., 2005; Cafio, 2007;
Castro-Hartmann, 2009; Gallego et al., 2009; Gallego, 2010) a partir de l'estudi mitjancant
microscopia electronica de transmissid, tomografia electronica, criomicroscopia i microscopia de forca
atomica de plaques procedents de cromosomes metafasics de ceél-lules humanes. En aquests estudis,
fent servir diversos procediments suaus de desnaturalitzacid, en preséncia de poliamines i/o de
cations divalents, s'observava I'emanacié de plaques a la periféria dels cromosomes. També es van
estudiar les propietats mecaniques de les plaques emanades de cromosomes (Gallego et al., 2011).

Les plagues obtingudes per autoassociacid de fragments de cromatina procedents de cromosomes
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humans digerits amb nucleasa micrococal que han estat estudiades al present treball presenten les
mateixes caracteristiques morfologiques que les plagues emanades de cromosomes metafasics. En
particular, els resultats obtinguts mitjancant el platinat unidireccional, indiquen que les plaques
formades per autoassociacié presenten la mateixa alcada que les plaques emanades directament de
cromosomes parcialment desnaturalitzats.

En la majoria dels casos, les plagues formades per autoassociacid presenten una superficie llisa i
compacta, sense evidencies d'estructures regulars o repetitives al seu interior. En alguns experiments,
a més, es va observar la preséncia d'estriacions a la superficie de plaques de grans dimensions (veure
figures 3.29-3.30). L'aparicié d’'aquestes estriacions, juntament amb I'observacié de plaques d'alcada
inferior a I'’habitual (veure apartat 3.3.7), fa pensar en una possible relacié d’'aquestes estructures amb
el procés d'associacid de la cromatina. Possiblement, es tracta de nucleosomes que formen
estructures intermediaries poc compactes sobre plaques ben formades o sobre la cromatina dipositada
al fons de la reixeta).

La presencia de molts cossos circulars compactes de 30 nm al voltant de les plagues formades per
autoassociacié (veure figura 3.33) i a sobre de les plaques (en el procés de ser absorbits; veure
figures 3.34-3.35), fa pensar en un equilibri entre aquests dos tipus d'estructures. Per altra banda,
s’ha observat que apareixien cossos circulars compactes d’aproximadament 13 nm sobre la superficie
d’algunes plaques (veure figures 3.47-3.49). La preséencia d'aquestes estructures, de mida inferior als
cossos circulars compactes de 30 nm, podria estar relacionada amb el procés d'incorporacié dels
fragments de cromatina a linterior de les plaques. Aquestes observacions suggereixen que les
estructures laminars estan formades per I'associacio lateral de cossos circulars.

Els resultats de Dubochet i Noll (1978), Leforestier i col-laboradors (1999) i altres autors (Daban,
2011), indiquen que les particules nucli tenen una gran tendéncia a interaccionar a través de les seves
cares laterals. La interdigitacié de les successives lamines a les plaques permetria I'establiment
d’interaccions entre les cares laterals de molts nucleosomes i donaria estabilitat a una estructura final
multilaminar i de gran extensid. L'aparici6 de plagues molt gruixudes i aparentment molt denses en
experiments fets amb temps d’incubacid llargs a 25 i 37°C (veure apartats 3.3.6 i 3.3.8), indica que
les lamines tenen una gran tendéncia a I'apilament i refor¢a la idea que la interdigitacié, que permet
la interaccio entre les cares laterals dels nucleosomes de les successives capes, és fonamental per

I'empaquetament de la cromatina als cromosomes metafasics.

4.3. Implicacions estructurals i funcionals del model de plaques primes de cromatina.

Els resultats obtinguts en el present treball experimental, refermen el model de plaques primes
proposat al grup on s’ha realitzat I'estudi (veure apartat 1.5.4.d). Per una banda, gracies als estudis
de microscopia de polaritzacié de I'estructura interna del cromosoma, s’ha descartat una ordenacié
senzilla dels nucleosomes a les plaques de cromatina. Aquesta observacio és compatible amb I'aparent
orientacié irregular dels nucleosomes a linterior de les cromatides observada per Eltsov i
col-laboradors (2008). Aquests investigadors van analitzar I'estructura de la cromatina a partir de

criotalls de cél-lules mitotiques i van detectar que la cromatina esta ordenada irregularment a l'interior

146



Discussio general

dels cromosomes. Tal com s’ha discutit en apartats precedents, I'orientacié irregular dels nucleosomes
a les plaques de cromatina permet la interdigitacié entre les successives capes de les plagues que
formarien les cromatides. A més, la interdigitacié entre les diverses capes podria explicar I'elevada
concentracié de DNA local observada en els cromosomes metafasics (Daban, 2000).

L'estudi de les propietats autoassociatives dels fragments de cromatina de cromosomes metafasics ha
mostrat la gran tendéncia que aquests tenen de formar plaques en una amplia varietat de condicions
ioniques, majoritariament properes a les observades durant la metafase (Strick et al., 2001). En
contrast amb les condicions experimentals emprades en aquesta tesi, en la majoria dels estudis
experimentals en els quals es basen els models fibril-lars per al cromosoma, les condicions ioniques
emprades disten molt de les que es troben a I'interior de la cél-lula durant la divisio cel-lular.

La tendencia de la cromatina en condicions metafasiques per estructurar-se de forma laminar,
juntament amb el fet que no s’hagin observat fibres de cromatina en cap de les condicions
estructurants estudiades, permet descartar aquells models estructurals basats en la fibra de 30 nm i
referma el model basat en plaques primes.

Finalment, tenint en compte l'estabilitat que presenten les plaques, es pot suggerir que aquesta
estructura laminar proposada recentment és necessaria pel correcte emmagatzematge del DNA a la

cromatide durant la mitosi.
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Conclusions

5.1. Els resultats obtinguts mitjangant microscopia de polaritzacié indiquen que, en totes les
condicions assajades, els cromosomes metafasics, en medi aquos dins els sacs cel-lulars son

estructures opticament isotropiques.

5.2. L'isotropia observada permet concloure que els cromosomes metafasics no estan formats per
piles paral-leles de nucleosomes. Aquesta possibilitat no exclou perd I'associacio de les cares

laterals dels nucleosomes, que podrien donar lloc a piles amb diferents orientacions.

5.3. En els estudis realitzats amb microscopia electronica de transmissi6 amb fragments de
cromatina obtinguts mitjancant digesti6 amb nucleasa micrococal de cromosomes metafasics de
cél-lules humanes, s’ha observat que aquests fragments Unicament adopten una conformacio
estesa quan la concentracid ionica del medi és molt baixa (10 mM Pipes, 10 mM EDTA). A
I'augmentar la forca idnica del medi, afegint cations com Mg?" a concentracions creixents (a partir

de 1 mM Mg®*), apareixen cossos circulars compactes de 30 nm de diametre.

5.4. Els fragments de cromatina de cromosomes metafasics de cél-lules humanes en condicions
ioniques properes a la metafase (10 mM Pipes, 120 mM K*, 20 mM Na*, 17 mM Mg**) tenen la
capacitat intrinseca de formar estructures laminars per autoassociacié. En aquestes condicions no

s’observen fibres de cromatina.

5.5. Les plaques formades per autoassociacié presenten les mateixes caracteristiques que les
emanades directament de cromosomes metafasics observades en estudis previs del nostre grup

d’investigacio. Son estructures compactes, de superficie llisa i multilaminars.

5.6. L'alcada de les plaques formades per autoassociacié de fragments de cromatina metafasica
determinada a partir de mostres platinades unidireccionalment és de 6.8 = 1.0 nm per cada
lamina. Aquest valor coincideix amb l'alcada de les plaques emanades de cromosomes parcialment

desnaturalitzants.

5.7. La gran quantitat de cossos circulars compactes de 30 nm observats en molts experiments als
voltants de les plaques autoassociades, i la preséncia d'aquests cossos i altres estructures circulars
més petites sobre les plaques, suggereix que els cossos de 30 nm sén estructures intermediaries

durant el procés de formacié de plaques.

5.8. Fent servir temps llargs d’incubacié a 25 i 37°C es formen plaques molt gruixudes i
aparentment molt denses. Aquests resultats indiquen que les lamines de cromatina tenen molta

tendéncia a apilar-se per formar estructures de moltes capes.

5.9. Tenint en compte les conclusions 5.1 i 5.2 dels experiments de microscopia de polaritzacio i
gue l'alcada de les lamines (conclusioé 5.6) que composen les plaques és inferior al diametre dels

nucleosomes (11 nm), es pot suggerir que a les plaques els nucleosomes estan orientats
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irregularment pero permeten la interdigitacio entre les lamines successives. Aquesta interdigitacio

afavoreix la interaccioé entre les cares laterals dels nucleosomes i dona estabilitat a les plaques.

5.10. L'existéncia d’'una gran tendéncia a I'autoassociacié de fragments de cromatina metafasica
per formar estructures multilaminars molt estables demostrades en aquesta tesi, suggereix
fortament que les cromatides contenen cromatina plegada en una forma laminar al seu interior.
Aquest plegament és més dens que el que es pot obtenir mitjancant fibres esteses de cromatina i

pot donar proteccié al DNA durant la divisio cel-lular.
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I. Abreviatures utilitzades

R Angstrom

ADP Adenosinadifosfat

AFM Microscopia de Forca Atomica
ATP Adenosinatrifosfat

bp Parell de bases

oC Grau centigrad

cm Centimetre

DAPI 4’ 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
DMSO Dimetilsulfoxid

DNA Acid desoxiribonucleic

EDTA Etilendinitriltetraacetat de sodi
EGTA Acido etilen glycol-bis [B-aminoetil eter]-N, N, N’, N-tetraacetic
et al. Et alter, i col*laboradors

FBS Serum Fetal Bovi

g Gram

g Forca centrifuga relativa

h hora

Hoechst BisBenzimida H 33258

1P Todur de propidi

kbp Quilobases

kDa Quilodaltons

kg Quilogram

kHz Quilohertzs

kv Quilovolt

I Litre

m Metre

M Molar

mA Mil-liamper

mbar Mil*libar

mg Mil*ligram

min Minut

ml Mil*lilitre

mm Mil*limetre

mM Mil*limolar

Mg Microgram

i Microlitre

Hm Micrometre

NCP Nucleosome Core Particle

ng Nanogram

NLS Sequéncia de localitzacié nuclear
nm Nanometre
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Tampons utilitzats
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NRL
ON
PBS
PMSF
PVC
p/v
Rpm

SARS
SDS
TA
TEA
TEM
TEMED

Tris

uv

v/v

PM
PNa
PA

Tampo acid

Tampo estructurant

Nucleosome Repeat Lenght
Over-night, tota la nit
Phosphate-Buffered Saline

Fluorur fenilmetilsulfonic

Policlorur de vinil

Pes/volum

Revolucions per minut

Segon

Scaffold associed regions

Dodecil sulfat sodic

Temperatura ambient
Trietanolamina

Microscopia Electronica de Transmissio
N, N, N’, N'-tetrametiletilenodiamina
Tris (hidroximetil) - aminometa
Unitat enzimatica

Ultraviolada

Volt

Volum/volum

5 mM Pipes (pH 7.2), 5 mM NaCl, 5 mM MgCl,

5 mM Pipes (pH 7.2), 5 mM NaCl, 1 mM EGTA

15 mM TEA-HCI (pH 7.4), 0.5 mM EGTA (pH 7.4), 2 mM
EDTA-KOH (pH 7.4), 80 mM KCI, 20 mM NaCl, 0.2 mM

espermina, 0.5 mM espermidina

0.1 M acid citric (pH variable), 0.2 M fosfato sodic dibasic, 0.1

M sacarosa, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,

Tampd hipotonic 75 mM KCl

TB
TBE

90 mM Tris, 90 mM acid boric
90 mM Tris, 90 mM acid boric, 1 mM EDTA

10 mM Pipes (pH 7.2), 120 mM KCl, 20 mM NaCl, 17 MgCl,
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I1. Publicacions cientifiques derivades de la tesi

Part del treball experimental de la present tesi ha contribuit a les segilients publicacions cientifiques:

Articles cientifics

P.Castro-Hartmann, M.Milla i J.R.Daban (2010). Irregular Orientation of Nucleosomes in the Well-defined
Chromatin Plates of Metaphase Chromosomes. Biochemistry, 49:4043-4050.

M.Milla i J.R.Daban. Self-assembly of Thin Plates from Nuclease-digested Chromatin of Metaphase
Chromosomes. En preparacio.

Participacions en congressos

Autors: M. Milla y J.R. Daban.

Titol: Distribucidon isotropica de los nucleosomas en los cromosomas metafasicos en medio acuoso en
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I11. Agraiments

Costa agrair aquesta tesi fent una llista (no paro de preguntar-me si em deixaré a algu o si li
hauria de dedicar aquesta tesi a algi més...). Com un bon amic em va dir, la vida és com un tren,
on la gent puja i baixa. Hi ha gent que encara no ha baixat i potser compartira amb tu tot el
viatge. D'altres, ja hauran baixat fa temps i casi ni els recordes. De tota la gent que ha passat pel
meu tren, he intentat quedar-me amb una part, amb les seves vivéncies i maneres de fer. Ha
passat molt temps des que vaig entrar al departament i des d'aleshores, gracies a tota la gent amb
la que he compartit aquesta aventura, puc dir que he crescut, que m’he fet gran aqui. Realment la
tesi feta en un altre lloc i en un altre moment no hauria estat el mateix i per aixo vull donar les
gracies a tots aquells que heu aportat una estona de desconnexié dins i fora del laboratori.

En primer lloc, agrair al Joan-Ramon l'oportunitat que m’ha donat al deixar-me fer la tesi doctoral
al seu grup. També per les xerrades “fora ciéncia” que tenim de tant en tant. | per altra banda, la
paciencia per qualsevol pas que calia fer durant la tesi i la confianca que ha dipositat en mi tot
aquest temps.

Al Servei de Tractament i Analisi d'imatges del Centre de Visié per Computador, concretament al
Joan Masoliver, per I'assessorament i I'assisténcia amb el microscopi de polaritzacié. Al Dr. Roger
Villanueva (Institut de Ciencies del Mar, CSIC-CMIMA), per ajudar-me amb I'anatomia del calamar.
Al Jaume Ques (del laboratori de Lamines Primes, dept. Geologia, UAB), per ajudar-me a
pulveritzar la calcita correctament.

Al Servei de Microscopia Electronica (UAB), per I'assessorament i I'assisténcia amb els microscopis
electronics. Gracies a tot els seus membres per tractar-me com una més cada cop que baixava
amb reixetes.

Al Servei de Cultius Cel-lulars del MRB (UAB), per cedir-me cél-lules i espai per treballar amb les
linies cel-lulars.

Al Ministerio de Educacién y Ciencia (ara ja, Ministerio de Ciencia e Innovacion), per concedir-me
una beca FPU. A la UAB, per concedir-me una beca PIF.

Als meus companys de grup. He vist passar més d’'una generacié de cromatinics i només puc dir
que gracies per fer una mica més facil el treball amb les reixetes 0 amb els cultius. Gracies al
Juanma, per inciar-me en el mon dels cromosomes. A la Silvia, per fer el mateix amb la cromatina
(i amb el “buen hacer” del laboratori). Al Pablo, per ensenyar-me a fer anar els microscopis i mil i
un programes de pc. A I'lsaac, per compartir el laboratori durant gran part de la tesi amb ell. A la
Maria, perqué tot i que ara esta fora i que no vam coincidir durant molt temps per aqui, m’ho vaig
passar molt i molt bé al laboratori amb ella! (Alcian Blue...vull activar perd no puc!). També gracies
a I’Andrea, per aportar una mica d'aire fresc al grup i per apuntar-se a qualsevol “sarao” (qué gran
la competéncia!)...anims amb les reixetes! | gracies per patir-me i fer-me de “personal assistant” el
ultimissims dies de tesi!

Als companys de departament. Sou moltissims els que he anat coneixent i amb els que he tingut
I'enorme plaer de compartir cafés, dinars, celebracions i inclis mals moments al laboratori. Gracies

per les estones passades a can Planta amb el Jordi (bé, ara a Uppsala), la Mar i la Laia. Als PF
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(Gyo, Marta i Bernat), per ser uns immillorables veins (visca la 42!). A tota la familia kinasica (Edu,
Franc, Ton, Jordi, Fanni, Nuria i Albert), per les pedalades, sou molt perdo molt grans! Als llevats
(Eva, Edu), per acollir-me abans de marxar a anglés algun que altre dia. També al Didac, el llevat
honorific! A Carlos, por ensefiarnos Malaga, por esos partidillos de basquet en el Saf, y por esos
magnificos 15 dias que pasaste por aqui. A tota la familia d’ADHs amb els que he tingut el gust de
coincidir (Agrin, Sergio, Xavi, Julio, Esther, Armando, Emma), per les mil i una xerrades, les hores
chanantes, pels videos APM i de tesis i pels cotilleos a I'hora del café. Als DNAs (Nuria, Alicia i
Rita), per compartir histones i el truc del microones! Als Pros (Virginia, Alba, Irantzu, Carla, Anna,
Natalia, Naria C, i molts més!), pels berenars, per distreure’m a la segona planta entre centrifugues
i per alguna que altra estona a Can Salva. Als Ribos (Mohammed, Marc, David, Susanna,...), per
les estones de passadis que he compartit amb vosaltres. Als RMNs (Rose, Ana Paula, Rui,...), per
les receptes i els dinars compartits al seminari. Al Salva, per deixar-nos fer de lloques al seu
xiringu, per ser dels pocs amb qui puc parlar de curses sense que s’endugui les mans al cap i pensi
que estic boja, pels consells de curses, itineraris (no em vaig perdre buscant Barcelona desde la
Uab!), i per les taronges! A les millors antigues del mén: a I'Helena, per ser com ets, per treure’ns
sempre un somriure i per animar-nos a tots a lluitar pel que volem; i a la Chari, per ser una gran
mare i una encara millor persona.

Als companys de I'IBB. La veritat és que gracies a vosaltres, I'excursié de pujar a cuidar les
cél-lules era una delicia! (us he trobat a faltar quan escribia!). Gracies al Fran, per les estones de
cultius, per les excursions, els concerts,... encara recordo aquell tulipa groc! A 'Arais (guapa!), per
rebre'm sempre amb un somriure a la boca, inclis a primera hora a l'autobus. Al Roger, per
demanar-me pastissos (jejeje). A la Capi, pel Poparb, pels vermuts, pels dinars, per les festes, per
ensenyar-me la Rapita, per descobrir-me el Justo...i el que queda! Al sector Pro de I'IBB, que de
seguida m’han acollit a fer videos! | a tots, per deixar-me colar cada any a la vostra fondue!

I, per sort, no tot acaba dins la UAB... Gracies a la Berta, pels anys que fa que tinc el privilegi de
tenir-la d’'amiga i d’aguantar-me tesis, roses, caminos, macarrons, sopars i mil histories més! Per
no tenir mai un no i estar sempre aqui. A la Lidia, la Cata, la Mireia i I'Ster, les meves nenes. Pels
mil i un cafés que fem, per les estones passades i per deixar-me desconectar del laboratori en
segons. A la Mariona, per ser aqui després de tants anys (anims amb els de Vueling!). Gracies a la
Clara i el Kristian, perque van estar als inicis d'aquesta aventura (quins temps aquells, els del
master...casi res!) i per estar alla sense demanar-ho, ja sigui fent Dolce Vita o recopilant premis al
Morrosko. Gracies al Raimon, per descobrir-me Barcelona, els festivals i els concerts barats! Al
Marc, per les estones de muntanya i les mil una converses de material i curses (gracies a tu sé que
és pronador i supinador!). A I'lvan, per haver patit aquesta tesi durant molt temps. A Eric (tu eres
Darks!), por ayudarme con la banda sonora de mi tesis, por distraerme estos Ultimos dias de tesis,
por animarme con las carreras, por entenderme cuando hablo en APM y por las mil una risas
gafianas que nos hemos pegado, gracias de verdad!

A la Mar, la Laia, la Ndria i la Bet, pel Saf, per les excursions i viatges i les mil i una aventures dins

i fora del departament. A I'Eva, per deixar-me ser la seva font d'inspiracié (millor no ho facis...),
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per haver-me deixat ser de la ja mitica “Comissié Ladico-Festiva Crosas-Milla” (tot un honor!). A la
Silvia, per les hores d'anglés, els consells de dins i fora del laboratori, festes, concerts, i mil
aventures que espero anar repetint! A I'Agrin, pels Frappuccinos al nostre sofa del carrer Comtal o
de qualsevol Starbucks (en vull més, e!), per ajudar-me a creure en mi. A Carli (y a Marta
también!) por los Soul Train, el ave fusil y hacer de groupies de Manos de Topo...cosa
completamente necesaria al final de la tesis para no perder la cordura! No os debo un baile...os
debo por lo menos un tiramisa!

Als companys IH (Quelot, Luis, Eli, David, Laura, Olivia)...quants dilluns i dimecres compartint
condicionals i paraules rares...per0 amb vosaltres sempre ha estat facil i m’heu ajudat a
desconnectar de tot quan arribava corrent de la uni! Thanks! A la Gemma i la Bego...mai dues
hores de gimnas seran iguals! Gracies per fer-me desconnectar cada migdia!

Als companys de cami que he tingut: a Fernando por hacerme sentir como en casa cuando estaba
colgada en medio de los Pirineos, a Raquel y Alberto por la espontaneidad y por ensefiarme las
canciones de la Jurado (lo siento mi amoooooooor), als 4 magnifics (Pauli, Josep, Salvador i
Andrés) per deixar-me compartit moments amb ells després de tants anys (ja van...7?). Al Pauli,
per les pipes i birres; per fer-me pensar i caminar (separadament, clar).

Als GMAO, amb els que he compartit moltes estones durant els ultims mesos (Marcos, Mine, Xavi,
Dani R, Dani E, Josemi, Jordi, Alba, Jota, Manolo, Pauli, Josep, Kiko i espero no deixar-me a
ningd!). Sou un exemple de lluita i superacié i penso que moltissima gent hauria d'aprendre de
vosaltres. Gracies per guiar-me vosaltres a mi. Us seguiré fent pastissos! (i és una amenagca!). Al
Josep, per les curses i estones viscudes.

A la meva familia. Perqué encara que pensi que fer mil i un dinars i sopars familiars és un pal, em
considero molt afortunada d’haver nascut on ho he fet. A les meves avies, per mostrar-me que he
de lluitar pel que m’agrada i pel que vull i per haver-me criat com ho han fet. Per ensenyar-me a
cuinar i perqué m'encanta poder escoltar de boca seva part de la seva vida. Als meus tiets, per
malcriar-me i tractar-me com una filla. Als meus cosins, per acollir-me sempre que ho he
necessitat i haver-me permés gaudir de la seva companyia en qualsevol moment. Als que ja no hi
son, perque sempre han estat al meu cap.

A la Laura, per ser més que una germana. Perque encara recordo quan la vaig veure per primer
cop fa ja més de 20 anys, per les vacances a Calafell amb els avis, per les estones amb les mil i
una mascotes que hem tingut a Castellar (encara ric quan penso amb Il'anec...), per voler jugar
amb mi quan eres petita, per fer algun que altre sopar de germanes ja de grans, per confiar en
mi...t'estimo peque!

I finalment, als meus pares, per estar sempre alla i estar orgullosos del que faig. Sense ells,
segurament no hauria arribat a enlloc! Per haver-me donat infinit suport amb la tesi i amb les mil i
una aventures que he viscut durant aquesta. Per ajudar-me a aixecar-me quan he caigut. Per
ensenyar-me que per fer les coses, primer cal raonar-les i pensar-les bé. Per ser amics i pares a la

vegada. A ells dedico aquesta tesi.
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