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Introduccid

1.- EL CENTROMER

El centromer és una estructura especialitzada del cromosoma que juga un paper
fonamental en la correcta segregacidé cromosomica durant la mitosi i la meiosi (Choo 1997).
Entre les multiples funcions que té destaquen que esta implicat en 'organitzaci6 del cinetocor,

en la interaccio de les cromatides germanes i en el control del cicle cel-lular.

1.1.- Els diferents tipus de centromers

Tot 1 que la funcié centromerica esta conservada en totes les especies, els centromers
presenten una gran variabilitat estructural que va des de cromosomes holocentrics, on els
microtubuls s'uneixen al llarg de les cromatides, fins a cromosomes amb centromers
localitzats, on els microtubuls s'uneixen a una unica regio. A més, pel que fa als centromers

localitzats es poden distingir dos tipus: els puntuals i els regionals (Figura I.1).

1.1.1.- El cromosoma holocéntric de Caenorhabditis elegans

Els cromosomes holocéntrics son tipics de varis insectes, plantes i nematodes. L nic
que ha estat caracteritzat molecularment ha estat el del nematode Caenorhabditis elegans.
Durant la mitosi, a les espécies holocéntriques s’ensamblen cinetocors al llarg de la cara
externa de cadascuna de les cromatides germanes, és a dir, no sembla haver-hi una seqiiéncia
de DNA especifica que dirigeixi I’ensamblatge del cinetocor sin6 que aquest es pot formar a
moltes arees del genoma de C. elegans (Figura 1.1.A). La composicio i I’estructura d’aquests
cinetocors son molt semblants a la dels cromosomes monocéntrics (Oegema et al. 2001;
Cheeseman et al. 2004). Algunes de les proteines que s’han identificat fins el moment sén:
HCP-3 (Holocentric centromere protein 3), la variant centromérica de la histona H3
(Buchwitz et al. 1999) que es troba a la part més interna del cinetocor; KNL-1 (Kinetochore
null 1), una proteina de la part externa (Desai ef al. 2003); i HCP-4 (Holocentric centromere
protein 4), la homologa de la proteina d’humans CENP-C (Centromere protein C) (Moore
and Roth 2001).
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Figura I.1. Estructura dels centromers de diferents organismes. La seqiiencia del DNA centromeric
no es troba conservada entre espécies pero el que si tenen en comu és la presencia d 'una variant de la histona
H3. A) A Caenorhabditis elegans el cinetocor s’ensambla al llarg de cada cromosoma. B) A Saccharomyces
cerevisiae la funcio centromeérica és exercida per una regio de només 125 pb que conté tres elements conservats:
CDEI, CDEII i CDEIIL C) A Schizosaccharomyces pombe el centromer esta composat per una regio central, on
es troba Cnpl, la variant centromerica de la histona H3, envoltada per uns dominis de repeticions inverses que
es troben comservats. D) Al minicromosoma Dpl187 de Drosophila melanogaster s’ha identificat com a
centromer una regio d’'unes 420 kb que consta d’una part central amb satél-lits de 5 pb i transposons envoltada
per altres DNAs repetitius. E) A humans el principal component dels centromers és el satel'lit alfa, el qual es
troba repetit en tandem (Sullivan et al. 2001).

1.1.2.- El centromer puntual de Saccharomyces cerevisiae

En el cas de Saccharomyces cerevisiae als 16 cromosomes aproximadament 125 pb
son suficients per dur a terme la funcidé centromérica. Aquesta regid es pot dividir en tres
elements conservats: CDEI, CDEII 1 CDEIII (Figura I.1.B) (Murphy and Fitzgerald-Hayes
1990). CDEI consta de 8 pb, també esta present en el promotor de molts gens 1 interacciona
amb Cbfl (centromere-binding factor I), una proteina que a part d’estar implicada en la
segregaci6é cromosomica també actua com a factor de transcripcid (Baker and Masison 1990).

CDEIII té 25 pb 1 és absolutament necessaria per la funcié centromerica. Interacciona amb el
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complex proteic CBF3 (Lechner and Carbon 1991), el qual estda format per les proteines
Ndc10 (Nuclear division cycle 10), Cep3 (Centromere protein 3), Ctf13 i Skpl. Ctf13 és
activitat per fosforilacié via Skpl 1, a la vegada ¢és regulat negativament per degradacio via
ubiquitinacio (Kaplan et al. 1997). Skpl també forma part del complex ubiquitina lligasa
SCF. Es per aix0 que es creu que Skpl representa I'enllag molecular que facilita la interaccid
entre el complex del cinetocor i la maquinaria reguladora del cicle cel-lular i que I'activaci6 i
la degradaci6 de Ctf13 estan acoblades per tenir un control estricte de la quantitat de CBF3.
CDEI i1 CDEIII estan separades per CDEII, una regio de 78 a 86 pb rica en AT la seqiiéncia
primaria de la qual no estd conservada perd la seva longitud és important per la funcid
centromérica (Gaudet and Fitzgerald-Hayes 1987). Es amb aquesta regi6 on interacciona Cse4

(Chromosome segregation 4), la variant centromerica de la histona H3.

1.1.3.- Els centromers regionals

Els centromers regionals consten de quilobases de DNA 1 inclouen tant seqiiéncies
uniques com repetitives. A Schizosaccharomyces pombe els tres centrOmers contenen una
seqliencia central de DNA no repetitiu rica en AT de 4 a 7 kb que esta envoltada per un
domini que conté tant repeticions directes com inverses (20—100 kb) (Clarke et al. 1986)
(Nakaseko et al. 1986) (Nakaseko et al. 1987) (Takahashi er al. 1992) (Steiner et al. 1993;
Wood et al. 2002) (Figura I.1.C). En contrast amb Saccharomyces cerevisiae, les seqiiéncies
centromériques estan significativament menys conservades als diferents cromosomes. Al
nucli central del centromer del cromosoma 2 li manca un tros de 3.3 kb que si esta present als
cromosomes 1 1 3 i, els elements flanquejants presents a poques quilobases del nucli
(repeticions internes) son diferents a cada centromer. Les repeticions externes estan formades
per elements dg i dh, també coneguts com repeticions K i L, 1 presenten un elevat grau de
conservacio a tots tres centromers, tot i que estan organitzades de diferent manera.

Es poden distingir dos dominis, tant funcionalment com citologicament (Kniola et al.
2001; Appelgren et al. 2003). S'ha vist que la funcié centromerica, ¢és a dir, la formacié del
cinetocor, requereix una seqliencia minima de 25 kb, que conté el nucli central no repetitiu 1
els dominis repetitius interns (Hahnenberger ef al. 1991; Murakami et al. 1991; Baum et al.
1994), mentre que I’heterocromatina flanquejant (les repeticions externes) €s necessaria per la
cohesid de les cromatides germanes. Aquests dos dominis també es diferencien pel diferent

contingut en proteines (Partridge et al. 2000; Pidoux and Allshire 2004). La regio central es
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caracteritza per la presencia de la variant centromerica de la histona H3, Cnpl (Centromere
protein 1), 1 altres proteines com Mis6 (Mis-segregation 6) (Saitoh et al. 1997; Takahashi et
al. 2000), Mis12 (Mis-segregation 12) (Goshima et al. 1999) 1 Sim4 (Silencing in the middle
of the centromere 4) (Pidoux et al. 2003). El domini extern conté les proteines amb
cromodomini Chpl (Chromodomain protein 1) (Sadaie et al. 2004) i Swi6 (Switching gene 6)
(Ekwall et al. 1995), la homologa de Hpl (Heterochromatin protein 1), i Abpl (ARS binding
protein 1) (Nakagawa et al. 2002), la homologa de CENP-B (Centromere protein B).

En Drosophila melanogaster 1 humans els centromers també estan localitzats en zones
de DNA repetitiu. Pel que fa a D. melanogaster, 1inic centromer que s'ha definit
molecularment i funcionalment ha estat identificat a partir del minicromosoma Dp1187 d’1,3
Mb derivat del cromosoma X, on s'ha vist que una regié de 420 kb que cont¢ DNA repetitiu
¢s suficient per conferir una segregacié cromosomica normal (Murphy and Karpen 1995; Sun
et al. 1997)(Figura 1.1.d). Aquesta regid consta basicament de dos grans blocs dels DNA
satel-lit AATAT i TTCTC, havent-hi 5 transposons inserits dins de la regio d’AATAT (Sun et
al. 2003). Als centromers de Drosophila també es poden distingir dos dominis, un encarregat
de I’ensamblatge del cinetocor, on localitza la variant centromerica de la histona H3, Cid
(Centromere indentifier), 1 un altre implicat en la cohesié de les cromatides germanes, on es
trobarien proteines com Mei-S332 (Meiotic-§332). Aquests dominis es troben envoltats
d’heterocromatina que conté proteines com Prod (Proliferation disrupter), implicada en la
condensacio de la regio centromerica, 1 Hpl (Heterochromatin protein 1) (Blower and Karpen
2001).

Als centromers humans, el principal DNA repetitiu és el satel-lit alfa, que consisteix en
un monomer de 171 pb que es repeteix en tandem fins arribar a ocupar dominis des de 100 kb
fins a megabases (Tyler-Smith and Willard 1993)(Figura I.1.e). No tot aquest tandem sembla
estar implicat en I’ensamblatge del cinetocor ja que anticossos contra proteines del cinetocor
localitzen només en una porcid del satel-lit alfa (Warburton ef al. 1997). A més, cromosomes
als que naturalment o artificialment s’ha delecionat la majoria d’aquest satel-lit alfa poden
encara ensamblar el cinetocor i1 segregar correctament (Wevrick et al. 1990; Mills et al. 1999;
Yang et al. 2000). Als centromers humans també es troba la variant centromerica de la
histona H3, CENP-A (Centromere protein A), juntament amb altres proteines centromeriques
com CENP-B i CENP-C, en una regio citologicament distingible de la regié heterocromatica

que conté Hp1 (Sun et al. 2003).
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Les regions centromeriques d'algunes plantes s'assemblen a les de mamifers en el fet
que ambdues son riques en repeticions en tandem, freqiientment d'una mida aproximadament
nucleosomal. Concretament, a Arabidopsis thaliana els centromers contenen un domini
central d’1,1 a 2.9 Mb amb repeticions de 180 pb envoltat per zones riques en
retrotransposons, DNA ribosomal i altres seqiiéncies moderadament repetitives (Round ef al.
1997; Copenhaver et al. 1999; Heslop-Harrison ef al. 1999). Es més, les repeticions de 180 pb
d'un costat del nucli central estan orientades de forma oposada a les de l'altre, de manera
semblant a l'organitzacid dels centromers de S. pombe. Ara bé, per determinar aquests
centromers es van basar en les dades obtingudes a partir del mapatge genétic i la supressié de
recombinacié enlloc de la funcié centromérica. Es a dir, podria ser que aquest estudis hagin
sobreestimat el tamany de la localitzacié centromérica ja que la supressio de recombinacio €s
una propietat de I’heterocromatina flanquejant, més que una caracteristica intrinseca del lloc

de formaci6 del cinetocor (Szauter 1984).

1.2.- La cromatina centromerica

A la majoria d’organismes la cromatina centromeérica es pot distingir citologicament
de la resta del cromosoma. En metafase es veu com una constriccid primaria i els cromosomes
romanen units per aquest lloc. A interfase, al tenyir la cél-lula amb DAPI els centromers
corresponen a la senyal més intensa, indicant la preséncia d’una cromatina constitutivament
condensada. Només amb aix0 un ja es pot fer a la idea que el centromer presenta una
estructura cromatinica especifica que el diferencia de la resta del cromosoma.

Com ja s’ha mencionat abans, una caracteristica comuna a tots els centromers, a
excepcio de S. cerevisiae, és que es troben envoltats o inserits en heterocromatina.
L’heterocromatina és una regio repetitiva, amb pocs gens, que roman condensada al llarg del
cicle cel-lular, replica tard en la fase S i reprimeix I'expressio de gens que es troben a les seves
proximitats, fenomen conegut com “position effect variegation” (Reuter and Spierer 1992;
Dillon and Festenstein 2002) (Richards and Elgin 2002). Una de les propietats que es
coneixen ¢€s el seu enriquiment en DNAs altament repetitius (DNAs satel-lit) i, es creu que,
donada la gran diversitat de satel-lits centromerics, la seva contribucié a I’estructura i funcié
de I’heterocromatina centromerica es basa en I'estructura secundaria que adopten. El fet que

es trobi flanquejant la regid centromerica suggereix que deu estar implicada en la cohesi6 de
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les cromatides germanes (Bernard et al. 2001; Pidoux and Allshire 2005). A més, €s possible
que contribueixi a la integritat de la cromatina centromeérica fent de barrera per prevenir
I’expansi6 o la barreja de la cromatina que cont¢ CenH3 amb la que conté exclusivament la
histona H3, tal i com s’ha observat a la formacidé de neocentromers a Drosophila (Maggert
and Karpen 2001).

Hi ha evidéncies bioquimiques de la preséncia d’una estructura particular als
centromers de llevats, mamifers i1 Drosophila. Inclis a Saccharomyces cerevisiae una regié de
220-250 pb de la regi6 centromerica es troba protegida de la digestio amb nucleases 1 els
nucleosomes flanquejants es troben posicionats respecte a aquesta estructura (Saunders et al.
1988; Saunders et al. 1990)

A S. pombe, el DNA centromeric central, és a dir el corresponent al nucli central i les
repeticions internes, no sembla tenir un espaiament regular de nucleosomes (Polizzi and
Clarke 1991). S’ha vist que aquesta regié conté una cromatina especialitzada ja que al digerir-
la amb nucleasa micrococcal dona un patrd de llapissada mentre que les repeticions externes
donen el patr6 regular de nucleosomes (Polizzi and Clarke 1991; Takahashi et al. 2000).
Aquest patré no és degut a la seqliencia de DNA ja que només s’obté amb centromers
funcionals i, al delecionar proteines involucrades en la funcié centromérica, com Mis6, es
disromp aquesta estructura produint un patr6é nucleosomal normal (Saitoh et al. 1997).

Analisis amb fibres de cromatina a Drosophila i humans han revelat que la regié
centromérica en realitat no esta composta exclusivament per nucleosomes que contenen la
variant centromerica de la H3 (CenH3) sind que hi ha una distribuci6 en blocs interposats de
nucleosomes amb H3 i nucleosomes amb CenH3 (Blower et al. 2002) (Figura 1.2.A). El fet
que a cromosomes metafasics només es detecti CenH3 a la cara externa del cromosoma i H3 a
I’interior ha portat a suggerir un model segons el qual la cromatina centromérica estaria
plegada formant un cilindre de manera que els diferents blocs de CenH3 estarien a la cara
externa del cilindre per ensamblar el cinetocor (Figura I.2.B). Estudis amb arros indiquen que
la preséncia d’H3 a la cromatina centromeérica esta conservada (Nagaki et al. 2004). A més,
aquesta cromatina centromérica presenta un patrd de modificacions post-traduccionals
peculiar: I’heterocromatina flanquejant presenta di 1 trimetilacié de la lisina 9 de la histona
H3, a més d’un estat hipoacetilat d’H3 i H4, mentre que la cromatina centromerica que conté
CenH3 i1 H3 intercalades presenta, a part de I’estat hipoacetilat de H3 i H4, dimetilaci6 de la

lisina 4 de la histona H3, una modificacié que fins ara era caracteristica de les regions
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eucromatiques obertes perd no actives (Sullivan and Karpen 2004) (Figura 1.2.a). Podria ser
que la preseéncia d’aquesta modificacidé crees una estructura cromatinica permissiva que
permetés I’ensamblatge de CenH3 de manera independent de replicacié (veure apartat 2.3).
Ara bé, cal dir que aquest patr6 de modificacions potser no esta conservat a tots els
organismes ja que a la regi6 centromerica de I’arros si s’ha trobat dimetilacio de la lisina 9 de

la histona H3 dins del domini que conté¢ CenH3 (Nagaki et al. 2004).

A)
I I | I I |
Brag Heterocromatina Cromatina centromérica Heterocromatina Brag
. Cromatina amb CenH3 . Eucromatina activa: H3K4Me;, H3 i H4
acetilades
e Centrocromatina: H3K4Me,, H3 i H4 e Eucromatina permissiva: H3K4Me,, H3 i H4
hipoacetilades acetilades

‘ Heterocromatina: H3K9Me,, H3K9Me;, H3 i H4 . Altra cromatina
hipoacetilades

B)
Nucleosoma-CenH3  Nucleosoma-H3

Cinetocor
extern

Figura 1.2.- Estructura i organitzacié de la cromatina centromeérica. A) Representacié d’una fibra
de cromatina en la que el domini centromeric esta marcat per la preséncia de nucleosomes que contenen CENP-
A (color fucsia) intercalats amb nucleosomes amb H3 (color verd), els quals es caracteritzen per un estat
hipoacetilat dels extrems N-terminals d’H3 i H4 i dimetilacié de la lisina 4 de la histona H3. L’heterocromatina
flanquejant (taronja) es caracteritza per un estat hipoacetilat de les histones H3 i H4 i di i trimetilacio de la lisina
9 de la histona H3 (Dunleavy et al. 2005). B) Organitzacié tridimensional de la cromatina centromérica en
humans 1 Drosophila. La fibra de cromatina que es mostra a A) s’organitzaria tridimensionalment en forma
cilindrica de manera que els nucleosomes que contenen CenH3 es troben a la cara externa formant la base per la
creacio del cinetocor (Blower ef al. 2002).
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1.3.- Identitat centromerica i epigenética

L'abséncia de conservacié tant pel que fa a la mida com a la seqiiéncia de DNA ha fet
pensar que a la funcid centromérica hi ha clarament un component epigenctic. A part

d'aquesta observacié n'hi ha d'altres a favor d'aquesta hipotesi.

A) Abseéncia de conservacié en la seqiiéncia centromerica

DNA N - DNA
centromer 1 centromer 2

B) Existéncia de cromosomes dicéntrics/pseudodicentrics

Dicéntric Pseudodicéntric

. —> Centrdomer actiu
Dos centromers <

actius
—> Centromer inactiu

C) Existéncia de neocentréomers

- Centromer

Centromer - normal
\

normal

< Neocentromer

Figura I.3.- Observacions que suggereixen ’existéncia d’un mecanisme de control epigenétic de la
funcié centromeérica. A) Abséncia de conservacié en la seqiiéncia de DNA centroméric. B) Existéncia de
cromosomes dicéntrics. Si els dos centromers es troben molt separats un d’ells es troba inactiu. C) Formacio6 de
neocentromers a regions no centromeériques molt variades. (Choo 2000)
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Una primera dada s’obté a partir de la construccié de cromosomes artificials humans,
on no tot el tandem de DNA satel-lit alfa forma centromers (Harrington et al. 1997; Ikeno et
al. 1998), indicant que altres seqiiéncies o factors son requerits per ensamblar i mantenir
centromers humans funcionals. No obstant, I’ensamblatge de novo sembla ser més eficient
quan s’introdueix DNA satel-lit alfa a linies cel-lulars humanes (Harrington et al. 1997; Ikeno
et al. 1998), indicant que aquest DNA repetitiu deu ser millor motlle per la formacié de nous
centromers en cel-lules en cultiu.

En segon lloc, I’existéncia a humans i mosques de cromosomes dicéntrics que es
transmeten establement gracies a la inactivacid funcional d’un dels centromers (Sullivan and
Schwartz 1995; Faulkner ef al. 1998; Sullivan and Willard 1998; Agudo ef al. 2000) (Figura
1.3.B). Als cromosomes diceéntrics humans mitoticament estables els dos centromers contenen
regions ideéntiques de satel-lit alfa centromeric tot i que només un d’ells és actiu (Sullivan and
Willard 1998; Higgins et al. 1999), demostrant que la preséncia de DNA centromeéric en un
cromosoma no ¢s suficient per la funci6 centromeérica.

Una tultima observaci6 seria 1’existéncia a humans i Drosophila de neocentromers que
reflecteixen el cas invers dels cromosomes dicentrics: I’habilitat de DNA normalment no
centromeric per adquirir i mantenir 1’activitat centromérica (Murphy and Karpen 1995; du
Sart et al. 1997; Williams et al. 1998; Barry et al. 2000) (Figura 1.3.C). La formacié de
neocentromers humans esta associada generalment a una reordenacié cromosomal. L’ordre en
que succeeix no es té clar. Potser primer té¢ lloc una delecid6 cromosomal, seguida de la
formaci6 d’un neocentromer o, primer es forma el neocentromer i aixo dona lloc a la formacid
d’un cromosoma dicéntric que pateix una reordenaci6é cromosomal (Figura 1.4.A).

Estudis detallats demostren que 22 proteines que es troben als centromers humans
també es troben als neocentromers (Saffery et al. 2000). S’han identificat més de 40
neocentomers que es formen en 15 cromosomes diferents, indicant que moltes regions
genomiques son aptes per crear un centromer actiu. Els 3 neocentromers estudiats fins el
moment presenten un 100% d’identitat pel que fa a seqiiéncia respecte el locus parental i cap
d’ells ha adquirit DNA satel-lit alfa (Lo ef al. 2001; Lo ef al. 2001). Aquests neocentromers
no presenten homologia significativa entre si pero si tenen caracteristiques comunes: son rics
en AT (> 60%), en elements retrovirals i repeticions en tandem (Murphy and Karpen 1998).

Aixi doncs, sembla que diferents seqiiéncies poden adquirir funcié centromeérica perd per
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aquelles riques en AT o DNA repetitiu deu ser més facil adquirir la conformacié necessaria

per dur a terme activitat centromerica i ensamblar el cinetocor.

A) Cromosoma huma 10

a £ ) DNA satlit alfa
+ E ) Cinetocor
(@) @ Neocentrémer
.‘1.
= =
lf“i, | = |
Ea . |
A /

B) Drosophila melanogaster

Irradiacié f

B Dp8-23

g-o— et Inversié
No formacié de : .
neocentromer -
) 1238

En-o—sif e b—

Irradiacié f § Irradiacié

No formacié de

Formacié de N
neocentromer

neocentromer

L0-0— Fragment d'estudi
[ Heterocromatina

Eucromatina
© O Gens marcadors

« » Centromer

Figura 1.4.- Formacio de neocentromers. A) Neocentromer huma del cromosoma 10. B) Formacio de
neocentromers a Drosophila melanogaster. Requereix la proximitat d’un centromer funcional.(Sullivan et al.
2001)
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A D. melanogaster s’ha vist que la formacid artificial de neocentromers requereix la
proximitat d’un centromer funcional i probablement té lloc mitjancant I’expansi6 en cis de
proteines centromeriques a llocs de DNA no centroméric perd, només succeeix quan s’ha
eliminat I’heterocromatina flanquejant (Maggert and Karpen 2001) (Figura 1.4.B). Un cop
s’ha establert un neocentromer aquest és heretat correctament a través de mitosi i meiosi.

Aixi doncs, totes aquestes observacions indiquen que la identitat centromeérica deu
establir-se 1 propagar-se mitjangant mecanismes epigenctics. Podria tractar-se de
modificacions post-traduccionals de la cromatina. De fet, com hem vist a I’apartat 1.2, una
caracteristica de 1'heterocromatina i la cromatina centromerica és la hipoacetilacid de les
histones H3 i H4, a part de presentar metilacié de les lisines 9 i 4 de la histona H3,
respectivament. Ara bé, també podria tractar—se de la preseéncia de determinades proteines
especifiques com son la proteina Hpl (Heterochromatin protein 1), que reconeix la metilacid
de la lisina 9 de I’H3, o les variants centromeriques de la histona H3.

Aquestes ultimes, donada la seva homologia amb la histona H3 i la seva preséncia al
centromer de tots els organismes al llarg del cicle cel-lular (Figura 1.5), sén un fort candidat a
ser la proteina que especifica 1 propaga el lloc d’ensamblatge del cinetocor. A més, s'ha
detectat la seva presencia en tots els centromers funcionals, inclis els neocentromers (Saffery

et al. 2000), 1 s6n absents dels centromers inactius.

Figura L5.- Localitzacio de la variant centromérica de la histona H3 a cromosomes metafasics. A)
Drosophila melanogaster. B) Humans. C) Caenorhabditis elegans.(Sullivan et al. 2001)
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2.- LES VARIANTS CENTROMERIQUES DE LA HISTONA H3

La primera variant centromerica de la histona H3 (CenH3) va ser descrita en humans
(CENP-A) (Palmer et al. 1991), pero s'han trobat homologues a S. cerevisiae (Cse4) (Stoler et
al. 1995), C. elegans (HCP-3) (Buchwitz et al. 1999), D. melanogaster (Cid) (Henikoff et al.
2000), S. pombe (Cnpl) (Takahashi et al. 2000), A. thaliana (HTR12) (Talbert et al. 2002) i
X. laevis (XCENP-A) (Edwards and Murray 2005).

A S. cerevisiae, mutacions en Cse4 provoquen no—disjuncid cromosomica i aturada
de la mitosi (Stoler ef al. 1995). En canvi, a S. pombe 1’abséncia de Cnp1l no provoca aturada
en mitosi pero si elevats nivells de no—disjuncié cromosdmica que donen lloc a aneuploidia i
inviabilitat de les cél-lules filles (Takahashi et al. 2000). A C. elegans, experiments amb RNA
d’interferéncia demostren que I'abséncia de HCP-3 ¢és letal, presentant els embrions abséncia
de segregacid cromosomica ja a la primera divisié mitotica (Buchwitz et al. 1999). A
mamifers, embrions de ratoli nuls per CENP-A també tenen greus problemes mitotics i
presenten un fenotip de letalitat (Howman et al. 2000). En conclusid, la manca de CenH3
comporta problemes mitotics i es podria dir que la seva funcid és essencial per tal que tingui
lloc una correcta segregacié cromosomica.

La seva presencia al centromer és necessaria per la deposicio d’altres proteines
centromeriques, una altra dada al seu favor per ser el factor epigenétic que determina la
identitat centromerica (Figura 1.6). Per exemple, a ratolins knock-outs de CENP-A 1 al fer
RNA; a C. elegans contra HCP-3, la proteina centromerica CENP-C (Centromere protein C)
no localitza al centromer (Howman et al. 2000; Moore and Roth 2001; Oegema et al. 2001).
En canvi, la disrupcié de CENP-C a C. elegans no afecta a la localitzaci6 de CENP-A. Es a
dir, CENP-A es troba per sobre de CENP-C a la via d’ensamblatge del cinetocor en cucs 1
ratolins. A C. elegans altres proteines del cinetocor, com son BUB-1 (Budding uninhibited by
benzimidazoles 1), MCAK (Mitotic centromere associated kinesin) i HCP-1 (Holocentric
centromere protein 1), també es deslocalitzen al fer RNA; contra HCP-3 (Figura 1.6.A). De
manera similar, a D. melanogaster varies proteines del cinetocor extern, com Polo, Bubl
(Budding uninhibited by benzimidazoles 1), CENP-meta, Rod (Rough deal) 1 MEI-S332
també es deslocalitzen a embrions i cel-lules en cultiu quan Cid ¢és eliminada mitjangant RNA;

(Figura 1.6.B).
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Figura I.6.- Relacio entre les diferents proteines centromériques pel que fa a la localitzacio. Es
resumeix la relacio de dependencia que hi ha entre les diferents proteines centromeriques pel que fa a la
localitzacio. A) A C. elegans el reclutament de les proteines de la part externa del cinetocor depén de la
presencia d’HCP-4, qui a la vegada requereix la presencia d’HCP-3 per a la seva localitzacio, pero no a la
inversa. B) A D. melanogaster es requereix Cid pel reclutament de totes les proteines del cinetocor extern i les
proteines necessaries per a la cohesio de les cromatides germanes, pero no per la localitzacio de proteines a
I’heterocromatina flanquejant. Cid localitza al centromer en abséncia de totes aquestes proteines. C) S. pombe
és ['unic organisme on s’ha vist que la deposicio de la variant centromeérica de la histona H3 (Cnpl) depengui
d’un altra proteina: Mis6.(Sullivan et al. 2001)

No obstant, cal dir que a S. pombe si que s’ha vist que la deposicid de la variant
centromerica de la H3 (Cnpl) depén de la preséncia d’una altra proteina: Mis6 (veure apartat

2.3.2).

2.1.- Estructura de les variants centromeriques de la histona H3 (CenH3)
Les variants centromeriques de la histona H3 (CenH3) es caracteritzen per tenir un
domini C-terminal amb plegament tipus histona (HFD) molt conservat, amb un 48%
d'identitat entre elles i un 57% respecte la histona H3 i, en canvi, un extrem N-terminal, que
va des de 27 fins a 196 aminoacids, que no mostra una homologia significativa entre si ni amb
el de la histona H3 (Figura 1.7). Una altra caracteristica comuna als diferents homolegs és que
presenten una insercié de 2 a 6 aminoacids al /oop 1 entre les helixs 1 1 2 del domini C-

terminal.
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Figura 1.7.- Estructura de les variants centromériques de la histona H3 (CenH3). A) Esquema de
l'estructura de la familia de les variants centromeériques de la histona H3. En blau fosc es mostra l'organitzacio
que adopta el domini C—terminal amb plegament tipus histona. A la dreta es mostra el percentatge d'homologia
entre cada domini amb plegament tipus histona respecte el de la histona H3 (HFD:H3). B) Alineament del
domini C—terminal amb plegament tipus histona de les variants centromeriques d'humans (CENP-A), D.
melanogaster (CID) i S. cerevisiae (Csed) respecte la histona H3.(Henikoff et al. 2000)

2.1.1.- El domini HFD és el responsable de la localitzacio centromérica

Donat que és en el domini N-terminal on les variants centromériques presenten una
major diferéncia respecte la histona H3 és facil pensar que és el responsable de la seva
exclusiva localitzacio centromerica. Ara bé, estudis amb proteines quimériques de CENP-A i
H3 mostren que és el domini C-terminal amb plegament tipus histona (HFD) el que es
requereix per la localitzacié centromérica de la proteina (Sullivan ez al. 1994). Es més, estudis
més recents amb proteines quimeriques, consistents en la proteina Cid de Drosophila
bipectinata amb substitucions al seu domini HFD pels corresponents residus de Drosophila
melanogaster, han identificat el loop 1 (Figura 1.7.B) com la regid responsable de la
localitzacié centromerica (Vermaak et al. 2002).

Segons 1’estructura cristal-lografica que es va resoldre per un nucleosoma amb H3
(Luger et al. 1997), el loop 1 de la histona H3 juntament amb el loop 2 de la histona H4
formen un lloc d’unié a DNA (Figura 1.8 a I’apartat 2.2). Tal i com s’ha mencionat abans, les

variants centromeriques presenten una insercié de 2 a 6 aminoacids al /oop 1 entre les helixs 1
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1 2 del HFD. A més, estudis amb D. melanogaster demostren que aquesta regio ha patit una
adaptacio evolutiva (Malik and Henikoff 2001; Malik et al. 2002). Llavors, podria ser que
realment el HFD de CenH3 tingui un paper en el reconeixement especific de DNA
centromeric.

A S. cerevisiae no s’ha estudiat directament com afecta a la localitzacid pero si s’ha
determinat que al llarg del HFD hi ha residus que son essencials per una correcta segregacio
cromosomica, és a dir, que es requereixen per la funcié centromerica (Keith et al. 1999;

Glowczewski et al. 2000).

2.1.2.- Quina és la funcié de I’extrem amino-terminal?

Segons el que hem explicat a 1’apartat anterior, I’extrem N-terminal de la variant
centromerica de la histona H3 no sembla ser el responsable de 1’exclusiva localitzacio
d’aquestes proteines. Pero no es pot descartar que tingui una funcid, diferent que I’extrem N-
terminal de la H3, relacionada amb la funcié centromérica. Per analogia a I’estructura de la
H3 en un nucleosoma estandard, D’extrem N-terminal deu estar situat fora del nucli
nucleosomal i llavors, podria interaccionar, per exemple, amb proteines involucrades en les
modificacions post-traduccionals de la cromatina, en 1’ensamblatge del cinetocor o en la
cohesi6 de les cromatides germanes. A S. cerevisiae s’ha vist que I’extrem N-terminal és
necessari per la viabilitat cel-lular (Keith ef al. 1999) i que hi ha una part, un domini anomenat
END de 33 aminoacids, que sembla ser important perque tinguin lloc interaccions entre Cse4
1 el complex cinetocoric Ctf19-Mcem21-Okpl (Ortiz et al. 1999; Chen ef al. 2000). A més, en
experiments de sobreexpressio de CENP-A a cel-lules de mamifer, s’ha vist que I’extrem N-
terminal és necessari pel reclutament ectopic de CENP-C i HZwint-1, dos components del
cinetocor (Van Hooser ef al. 2001). Recentment, tot i que no s’ha demostrat que I’extrem N-
terminal sigui el responsable, si s’ha vist que quan Cid és sobreexpressada es deslocalitza 1
recluta proteines del cinetocor a llocs eucromatics (Heun et al. 2006).

Analisis evolutius amb diferents especies de Drosophila han identificat 3 blocs
conservats en I’extrem N-terminal de Cid (Malik et al. 2002). Dos d’ells, per analogia amb el
domini END de Cse4, proposen que estan implicats en la interaccié amb altres proteines del
cinetocor. A més, en algunes especies de Drosophila el domini N-terminal presenta una
expansio d’oligopeptids que s’assemblen a motius d’uni6 al solc petit del DNA, com és el cas

del motiu SPKK, present a les cues d’altres histones. Llavors, podria ser que 1’extrem N-
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terminal de les variants centromeériques de la H3 s’unissin al solc petit del DNA produint el
mateix efecte que la histona H1: una neutralitzacio de les carregues dels fosfats que permetés

el plegament de la superh¢lix de DNA formant una estructura cromatinica més compacta.

2.2.- CenH3 substitueix a la histona H3 als nucleosomes centromeérics?

La contribuci6 de la histona H3 a I'estructura del nucleosoma és molt important ja que
forma part del seu nucli proteic central. Llavors, és molt probable que els nucleosomes que
presenten una variant centromerica de la histona H3 tinguin unes propietats especifiques que
siguin essencials per les caracteristiques estructurals i1 funcionals de la cromatina

centromerica.

2.2.1- Evidencies experimentals de D’existéencia de nucleosomes que contenen
CenH3

Aquestes variants tenen propietats bioquimiques similars a les de la histona H3 i, és
per aix0 que s'ha suggerit que probablement la substitueixen en els nucleosomes centromerics.
De fet, durant el procés de purificaci6 de CENP—-A a partir de cel-lules humanes aquesta
cofracciona progressivament amb els nucleosomes, les histones i el tetramer H3/H4 (Palmer
et al. 1991). A més, hi ha varies evidéncies que suporten aquesta hipotesi:
— En assajos d'immunoprecipitacié amb anticossos contra CENP—A de la cromatina associada
al cinetocor s'ha trobat que CENP—A esta unida a seqiliencies de DNA d'aproximadament la
mida nucleosomal, havent—se identificat el satel-lit alfa com la principal seqiiéncia present
(Vafa and Sullivan 1997).
— Experiments amb CENP—A (Shelby ef al. 1997) i Cse4 (Keith et al. 1999) han demostrat
que ambdues proteines son capaces de formar homodimers in vivo.
— L'evidéncia més important és la demostraci6 que CENP—A pot substituir la histona H3 en
un sistema de reconstitucid nucleosomal in vitro, formant una estructura nucleosomal que
conté de 120 a 150 pb 1 quantitats equimolars d’histones H2A, H2B 1 H4 (Yoda et al. 2000).
— In vivo hi ha l'evideéncia de la interaccid genética entre Cse4 i la histona H4 (Glowczewski
et al. 2000; Yoda et al. 2000).
— La proteina de fusi6 Cid—GFP és reclutada especificament als centromers mentre que H3—

GFP ¢s exclosa (Ahmad and Henikoff 2001).
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— A cel'lules humanes s'ha trobat que una regié de 330 kb de un neocentromer esta enriquida

en CENP-A mentre que, a la vegada, esta empobrida en histona H3 (Lo et al. 2001).
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Figura L.8.- Trets estructurals de la regio d’interaccio entre CENP-A i la histona H4. A, B) Les dades
d’intercanvi de deuteri estan representades a sobre de [’estructura coneguda del tetramer H3-H4 i del model
proposat pel tetramer CENP-A-H4. El colors vermell, groc i blau indiquen una velocitat d’intercanvi rapida,
mitja o lenta, respectivament. C) Es mostra I’alineament de [’hélix o2 i el loop L1 de la histona H3 i variants
centromeriques de diferents espécies. En vermell es marquen els llocs en que es diferencien respecte la H3 pero
estan conservats als diferents ortolegs. En verd s’indiquen les substitucions que no es conserven ni respecte la
histona H3 ni entre les diferents variants centromériques (Black et al. 2004). dm, Drosophila melanogaster; h,
human; m, mouse, sc, Saccharomyces cerevisiae; x, Xenopus.
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2.2.2.- Estructura d’un possible nucleosoma amb CenH3

Mitjancant estudis d’espectrometria de masses i intercanvi de deuteri acoblats a
mesures hidrodinamiques s’ha determinat que CENP-A 1 la histona H4 formen tetramers més
compactes i conformacionalment més rigids que no pas els tetramers H3-H4 (Black et al.
2004). Si tenim en compte el model cristal-lografic pels tetramers H3-H4 i CENP-A-H4 es pot
observar com la interaccio té lloc mitjangant 1’helix a2 de la H3/CENP-A i les a2 i a3 de la
H4 (Figura 1.8). Precisament la regié que envolta aquesta unid, una tros de 1’hélix a2 i la regio
linker del loop 1, es troba molt conservada a la histona H3 pero és molt diferent respecte les
variants centromeriques i, com s’ha mencionat abans, és la responsable de la localitzacid
centromérica (veure apartat 2.1.1 d’aquest capitol). Es aquesta regio la que dona rigidesa i
compactacidé al nucleosoma als estudis in vitro. Podria ser que la preséncia d’aquests
nucleosomes més compactes tingués com a funcidé la creacid6 d’una plataforma amb la

suficient rigidesa com perque serveixi de base per la creaci6 del cinetocor.

2.3.- Deposicio de CenH3 a la regio centromeérica

El mecanisme de deposicio de les histones ha estat molt estudiat. Durant la fase S,
alhora que es duplica el DNA 1 els nucleosomes parentals es reparteixen entre les cadenes
filles, s’expressen en abundancia noves histones que son immediatament incorporades. Es a
dir, la seva deposicid és un procés lligat a replicaci6 (Verreault 2000).

L’ensamblatge de novo de nucleosomes depenent de replicacioé és un procés que té lloc
en varis passos. En primer lloc, les histones H3 1 H4 acabades de sintetitzar s’associen entre
elles i son acetilades als seus extrems N-terminals (Figura 1.9.A). La histona H4 s’acetila a les
lisines 5, 8 1 12 i aquest patrd d’acetilacié esta molt conservat i s’ha trobat en organismes tan
diversos com protozous (Tetrahymena), Drosophila i humans (Sobel et al. 1995). L’enzim
responsable de 1’acetilacio de les lisines 5 1 12 és Hatl, una histona acetiltransferasa tipus B
(Verreault et al. 1998; Imhof and Wolffe 1999). A diferéncia de la histona H4, I’acetilaci6 de
la histona H3 quan és acabada de sintetitzar no presenta cap patr6é conservat entre especies.

Un cop acetilades, el tetramer H3-H4 s’uneix al complex de factors d’ensamblatge de
cromatina CAF1 (Chromatin assembly factor 1) (Adams and Kamakaka 1999; Ridgway and
Almouzni 2000) 1 és incorporat al DNA replicat (Figura 1.9.B). Aquest complex sembla ser

reclutat per la unié a PCNA (Proliferating cell nuclear antigen), que envolta el DNA motlle
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a cada forqueta de replicacié (Shibahara and Stillman 1999). Immediatament, les histones H3
i H4 son desacetilades. PCNA també porta a la forqueta de replicacié la metiltransferasa
Dnmtl (Chuang et al. 1997), responsable del manteniment de la metilacié de les illes CpG, la
qual també¢ s’uneix a la desacetilasa HDCA1 (Fuks ef al. 2000). Sembla possible doncs que la

interacci6 entre Dnmtl i HDACI faciliti la desacetilacio de les noves histones (Figura 1.9.C).

A) Acetilacio per HATs tipus B

Ac-Cof CohA-SH

% x

1-\' L

H3 HAT

A Ac i _dAc

Hat1 K5, K12 KB, K14 (T. thermophiia)
KB Kid, K23 (0. melanogasier)
K, K14, K23, K27 (5, corevisiog
T (H. sapians)

B) Reclutament a la forqueta de replicacié

Figura 1.9.- Model proposat per I’ensamblatge del tetramer H3/H4 durant la replicacio del DNA. A)
Els dominis N-terminals de les histones H3 i H4 son acetilats. No se sap si [’acetilacio té lloc abans o després de
la formacio del tetramer. B) CAF-1 forma un complex estable amb les noves H3/H4 acetilades i les porta a la
forqueta de replicacio via PCNA. C) Després de la seva deposicio, enzims amb activitat HDAC deuen
desacetilar les noves H3/H4. Encara no s’ha demostrat pero es creu que HDACI podria ser reclutada cap al
nou DNA a !'interaccionar amb la metiltransferasa Dnmtl, un enzim que s'uneix a PCNA a la forqueta de
replicacio (Verreault 2000).
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Finalment, després que s’hagin depositat els tetramers d’H3-H4, s’afegeixen els
dimers H2A-H2B. La seva deposicido també sembla requerir la participacié de factors
d’ensamblatge. Hi ha varies evidéncies experimentals que suggereixen que una petita proteina
acidica, coneguda com a NAP-1 (Nucleosome assembly protein 1) podria ser la responsable

(Ito et al. 1996; Chang et al. 1997, Ito et al. 1997).

2.3.1.- La deposicié de CenH3 és independent de replicacio

CENP-A ha de competir amb un excés d’histona H3 per la uni6 a la histona H4 i un
cop formats els tetramers CENP-A-H4 aquests han de competir amb els tetramers H3-H4 per
la seva deposicid. Llavors, quin és el mecanisme que segueix la cel-lula per aconseguir que la
deposicié de CenH3 tingui lloc exclusivament al centromer? Al llarg d’aquests anys han
sorgit varies hipotesis. Un dels models suggerits per solucionar aquest problema de
competicié proposa que la identitat centromerica deu ser propagada gracies a que la replicacio
de la cromatina que conté CenH3 esta acoblada a la seva sintesi al final de la fase S, quan els
nivells d’histona H3 son més baixos i la resta de la cromatina ja no s’esta replicant (Shelby et
al. 1997) (Figura 1.10.A). Ara bé, hi ha tota una série de dades experimentals a varis
organismes que estarien en contra d’aquest model ja que mostren que la replicacié del DNA
centromeric no té lloc d’una forma aillada al final de la fase S i, que la deposicié de CenH3 ¢és
independent de replicacio.

A S. cerevisiae s’ha vist que el DNA centromeéric replica al principi de la fase S
(McCarroll and Fangman 1988). Els centromers no son les primeres seqiiéncies en replicar.
De fet, s’ha vist que repliquen aproximadament quan porta un ter¢ de la fase S juntament amb
altres seqiiencies no centromeriques (McCarroll and Fangman 1988). Cse4 s’expressa a
nivells baixos al llarg de tot el cicle cel-lular (Stoler et al. 1995), pero no hi ha cap dada sobre
quin és el moment en que és depositada a la cromatina i, per tant, si I’ensamblatge del
centromer esta o no unit a la replicacié del DNA.

El moment exacte de la replicacié del DNA centromeéric a S. pombe encara no s’ha
descrit, no obstant tot sembla indicar que la deposicié de CenH3 és independent de replicacio.
Cnpl s’expressa des de la fase M fins a G1/S abans que tingui lloc el pic d’expressio de la

histona H3 al comencament de la fase S (Takahashi et al. 2000).
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Figura 1.10.- Models per la propagacio de la identitat centromérica. A) Model lligat a replicacio
segons el qual la regio centromeérica replica al final de la fase S, quan no hi ha H3 i si CENP-A. B) Model lligat
a l'organitzacio nuclear segons el qual els centromers es troben units i segrestats en dominis, sent els unics llocs
on es dona l’ensamblatge de CENP-A. C) Model segons el qual durant la replicacio CENP-A i H3 segreguen a

les cromatides germanes i els llocs son omplerts gracies a factors d’ensamblatge que distingeixen entre CENP-A
i H3 (Sullivan et al. 2001).

Estudis de I’expressi6 de CENP-A en cellules humanes (Shelby ef al. 2000) han
mostrat que, mentre el pic d’expressio de la histona H3 té lloc a la primera meitat de la fase S,
els nivells de CENP-A, tant d’mRNA com de proteina, son alts al final de la fase S i G2.
L’expressio inapropiada de CENP-A al principi de la fase S elimina la seva especificitat pel
centromer, indicant que la sintesi 1/0 la deposicid deuen estar regulades de forma diferent a la
de la resta d’histones per permetre la seva exclusiva localitzacié centromérica (Shelby et al.

1997). Podriem pensar que aquests resultats proporcionen evidéncies a favor del model per la
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incorporacié de CENP-A al centromer acoblada a la replicacio d’aquest (Figura 1.10.A). No
obstant, s’ha vist que la cromatina que conté¢ CENP-A, a I’igual que a S. cerevisiae, no és ni la
primera ni la ultima en replicar. Els centromers humans repliquen de forma asincronica durant
la segona meitat de la fase S, alhora que altres DNAs no centromérics (Shelby ez al. 2000). Es
més, CENP-A ¢s incorporada als centromers en la fase G2 (Shelby et al. 1997; Shelby et al.
2000). Aixi doncs, la replicacié del DNA centroméric a humans té lloc de forma asincronica
durant la fase S abans que CENP-A s’incorpori a la cromatina. Com a confirmacié de la
hipotesi que I’ensamblatge de la cromatina centromerica no esta lligat a replicacio, s’ha vist
que CENP-A pot incorporar-se al centromer inclis quan s’inhibeix la replicaci6 de DNA
(Shelby et al. 2000).

Pel que fa a D. melanogaster hi ha certa controversia respecte el moment en que
replica la regi6 centromerica. Estudis in vivo mostren com els centromers de Drosophila
repliquen asincronicament durant la segona meitat de la fase S, alhora que la cromatina que
conté H3 (Sullivan and Karpen 2001). Ara bé, a estudis amb ce¢l-lules s’ha vist com els
centromers repliquen d’hora en el cicle cel-lular, mentre 1’eucromatina s’esta replicant, en
dominis aillats dins de I’heterocromatina, la qual replica més tard (Ahmad and Henikoff 2001;
Ahmad and Henikoff 2002). Aixi doncs, no estan d’acord en el moment del cicle cel-lular en
que la cromatina centromerica és replicada pero si en que ho fa alhora que algunes regions
eucromatiques. Es a dir, I’exclusiva deposicié de Cid tampoc sembla estar lligada a replicacio.
Es més, una altra dada a favor de la incorporacié de Cid de forma independent de replicacio
¢és que, a I’igual que CENP-A, en experiments on s’inhibeix la replicacio del DNA Cid és
igualment incorporada al centromer (Ahmad and Henikoff 2001).

Com s’ha explicat abans, la histona H3 és incorporada de forma depenent de replicacid
perd existeix una variant, la histona H3.3 que és depositada a la cromatina d’una manera
independent (Ahmad and Henikoff 2002). La histona H3.3 només varia respecte de la H3 en 4
aminoacids (1 a ’extrem N-terminal i 3 al C-terminal) i localitza exclusivament a les regions
transcripcionalment actives (Fretzin et al. 1991; Akhmanova et al. 1995). Aixi doncs,
precisament aquest fet de poder ser incorporades de manera independent de replicacio podria

ser el que donés lloc a I’exclusiva localitzacid de les dues variants de la histona H3.
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2.3.2.- La deposicio de CenH3 requereix la funcio d’altres proteines

Un altre model per la propagacio de la identitat centromérica es basa en la organitzacid
nuclear i suggereix que la incorporacio especifica de CenH3 ve donada gracies a que els
centromers es troben units en dominis aillats del nucli on hi ha factors especifics pel seu
ensamblatge (Ahmad and Henikoff 2001) (Figura 1.10.B), cosa que impediria la incorporacio
d’H3 als nucleosomes centromérics. Estudis amb c¢l-lules humanes i de Drosophila en
interfase mostren que els centromers no son segrestats en dominis de replicacid especifics ni
dominis nuclears (Sullivan and Shelby 1999; Shelby et al. 2000; Sullivan and Karpen 2001)
pero, en organismes com S. pombe si s’han identificat proteines que son necessaries per la
correcta deposicié de Cnpl, cosa que dona suport a I’existéncia de factors d’ensamblatge
especifics (Figura 1.10.C).

A S. pombe s’han identificat 2 complexos, Mis6-Mis15-Mis17-Sim4 1 Mis16-Mis18, i
el factor de transcripci6 Ams2 com a factors implicats en la correcta localitzaciéo de Cnpl al
centromer (Figura 1.11). Mis6 s’uneix constitutivament a la regio central del centromer
(Saitoh et al. 1997) formant un complex amb Sim4 (Pidoux et al. 2003), Misl5 i Misl7
(Hayashi ef al. 2004). La delecié de qualsevol d’elles provoca una reduccio significativa de la
localitzacié de Cnpl al centromer i una disrupcid del patr6 especific de digestio amb nucleasa
micrococcal de la cromatina centromeérica. Recentment, tamb¢ s’ha demostrat que el complex
Mis6-Sim4 és necessari per la resposta a check-point d’uni6 al fus mitotic depenent de Mad2
(Saitoh et al. 2005). Aixi doncs, el complex Mis6-Sim4 tindria una doble funcié al centromer:
la incorporacié de Cnpl al centromer i I’acumulacié de Mad2 en la superficie dels cinetocors
que no s’han unit al fus mitotic. Es a dir, aquest complex podria actuar com un intermediari
que transmet la informaci6 respecte el lloc d’unié del fus mitotic i la via de deposicié de Cnpl
(Saitoh et al. 2005). S’han trobat homolegs de Mis6 des de llevats fins a humans. Ara bé, els
homolegs de Mis6 a pollastre (CENP-I) 1 S. cerevisiae (Ctf13) no semblen ser necessaris per
la localitzacié de la respectiva variant centromerica de la histona H3 (Measday et al. 2002;
Nishihashi et al. 2002).

Mis16 i Mis18 també es troben units a la regid centromerica formant un complex que
¢és essencial per la deposicié de Cnpl (Hayashi er al. 2004). Son el primer factor en la via
d’ensamblatge del cinetocor ja que es troben associats al centromer a tots el mutants de
proteines cinetocoriques (Hayashi ef al. 2004). Es a dir, el complex Mis16-Mis18 és requerit

tant per la localitzaci6 centromerica del complex Mis6-Sim4 com per la localitzacié de Cnpl.
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Mis16 és una proteina amb repeticions WD, conservada evolutivament i que presenta un 50-
53% d’identitat amb les proteines humanes RbAp46 i RbAp48 (Hayashi et al. 2004).
RbAp48, a part de trobar-se unida a la proteina supressora de tumors de retinoblastoma (Rb),
ha sigut identificada com a component del factor d’ensamblatge de cromatina CAF-1 (Smith
and Stillman 1989) i, com a component de varis complexes amb activitat desacetilasa
d’histones, com son HD1 (Taunton et al. 1996), Mi2-NuRD (Tong et al. 1998; Wade et al.
1999) 1 Sin3 (Bird and Wolffe 1999). A S. pombe els nucleosomes de la regié centromerica es
caracteritzen pel seu estat hipoacetilat i s’ha vist que per mantenir aquest estat és necessari el
complex Mis16-Mis18 (Hayashi ef al. 2004). Aixi, podria ser que 1’estat hipoacetilat de les
histones centromeriques fos un requisit per la deposicié de Cnpl i es podria aconseguir

gracies al reclutament de desacetilases via Mis16.

Homoleg RbAp48/46

Factor GATA . Mis18

<z

MI517

Figura 1.11.- Factors responsables de la localitzacio centromérica de Cnpl, la variant centromérica
de la histona H3 de Schizosaccharomyces pombe. Ams2 és un factor de transcripcio tipus GATA que
s’encarrega de la deposicio de Cnpl acoblada a replicacio i de I'activacio de la transcripcio dels gens de les
histones. Mis6-Sim4 formen part d’un subcomplex centromeéric constitutiu que és necessari per la localitzacio de
Cnpl al llarg del cicle cel-lular. El complex Misl16-Misl8 és necessari per la unio de Cnpl i el complex de Mis6
als centromers i, a més, té un paper important en el manteniment de I’estat hipoacetilat de les histones a la regio
central dels centromers. (Takahashi et al. 2005)

L’altre component de la via de deposicié de Cnpl €s Ams2, un factor GATA regulat
pel cicle cellular (Chen et al. 2003). La localitzacié centromérica de Cnpl disminueix al

delecionar el gen ams2”, i al sobreexpressar Ams2, Cnpl es relocalitza, perd no afecta a la
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localitzacié d’altres proteines centromeriques com son Mis6 i Misl2. Mitjancant assajos
d’immunoprecipitacio de cromatina s’ha vist que aquest probable factor de transcripcid, que
pertany a una familia de proteines implicades en la remodelacié de nucleosomes, s’uneix a la
regid central del centromer. Potser Ams?2 desestabilitza el contacte entre el DNA centromeric
i els octamers d’H3 incorrectament incorporats i aquesta remodelacié augmenta 1’eficacia del
reclutament de Cnpl al centromer (Figura 1.12.A). Ara bé, tot i que el centromer s’ha
considerat en general com una regié transcripcionalment inactiva, s’ha vist que la regio
centromerica externa transcriu RNAs que son processats per la maquinaria de RNA
d’interferéncia 1 que estan implicats en la formaci6é d’heterocromatina (Reinhart and Bartel
2002; Volpe et al. 2002). Llavors, és possible que el factor de transcripcid6 Ams2 estigui
directament involucrat en la transcripcié d’algun RNA centromeéric no identificat, el qual
ajudi a la incorporacié de Cnp1 (Figura 1.12.B). Es a dir, la transcripcié i/o la remodelaci6 de
nucleosomes podrien ser importants per la correcta incorporacié de Cnpl al centromer de S.

pombe.

A) — B) ,
/"'"“\ f"'"‘\

Remodelacié Transcripcio Transcripcié Transcripcid

\ \ \ \

~MA— CEN —//—ﬁ—N\/\ MYA— CEN —//—ﬁ—/\/\A

( \ :L mRNA _L RNA :L mRNA
=m = mm
Ne

Figura I.12.- Hipotesi sobre la possible funcio d’Ams2 al centromer de Schizosaccharomyces pombe.
A) Ams?2 pot estar actuant com un remodelador de la cromatina centromeérica a la vegada que pot estar activant
la transcripcio de gens implicats en la deposicio de Cnpl, la variant centromerica de la histona H3. B) Ams2
pot estar activant la transcripcio d’algun RNA centromeric involucrat en la deposicié de Cnpl.(Chen et al.
2003)
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A S. cerevisiae una de les proteines que formen part del complex centromeric CBF3,
Cbfl, també és un factor de transcripcié (Hemmerich et al. 2000), cosa que podria donar
suport a aquesta teoria que relaciona la transcripcio en la regié centromerica amb la deposicio
de CenH3s.

Una altra proteina implicada en la deposicio de Cnpl és Hrpl (helicase-related
protein) pero el fet que el seu mutant i el de Ams2 no presentin efectes acumulatius en el
creixement suggereix que formen part de la mateixa via (Walfridsson et al. 2005). Mitjangant
assajos d’immunoprecipitacié de cromatina s’ha vist que es troba unida a la regio central dels
centromers i el seu mutant presenta una disminucid dels nivells de Cnpl. Hrpl pertany a la
familia de proteines remodeladors de cromatina CHD (Chromo-helicase/ATPase DNA
binding)-Mi2. A humans hi ha quatre proteines CHD de les quals dues, CHD3 1 CHDA4,
formen part del complex Mi2 (Zhang et al. 1998), el qual es sap que s’uneix als centromers
(Brown et al. 1997) (Kim et al. 1999). El complex CHD-Mi2 va ser copurificat a humans i
Xenopus juntament amb HDACs i RbAp46/48, suggerint que els factors remodeladors de
cromatina faciliten la desacetilacio de les histones (Tong et al. 1998; Wade ef al. 1998; Zhang
et al. 1998). Es més, en experiments in vitro, s’ha demostrat que 1’activitat remodeladora de
cromatina de Mi2 ¢€s necessaria per la subseqiient desacetilacio d’histones. Aixi, podria ser
que Hrpl, a I’igual que s’ha mencionat abans per Misl6, promogués [’activitat de les
desacetilases donant lloc a un estat hipoacetilat de les histones que afavoreix la incorporacid
de Cnpl.

Per ultim, a S. pombe s’ha vist que Cnpl pot incorporar-se al DNA en dos moments
dels cicle cel-lular: durant la fase S i durant G2, just abans d’entrar a la fase M, 1 les proteines

implicades son Ams2 i Mis6, respectivament (Takahashi ez al. 2005).

2.4.- Modificacions post-traduccionals

Els extrems N-terminal de les histones H2A, H2B, H3 1 H4 pateixen una série de
modificacions post-traduccional. La gran diversitat quimica d’aquestes, incloent acetilacio,
metilacio, ribosilacid, fosforilacié i ubiquitinacio, ha portat a la creacio de la hipotesi sobre
I’existéencia d’un codi d’histones (Strahl and Allis 2000). Segons aquesta hipotesi les
modificacions creen canvis en la densitat de carrega de les cues de les histones, la qual cosa

modula la interaccio amb el DNA, amb altres histones i amb altres proteines, tenint cada
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modificacié i cada conjunt de modificacions una funci6 diferent. Per exemple, com ja s’ha
mencionat anteriorment, la metilacié de la lisina 4 de la histona H3 es troba associada amb
cromatina transcripcionalment activa mentre que la metilacié de la lisina 9, també de la
histona H3, es correlaciona amb una cromatina transcripcionalment silenciada (Fischle et al.
2003) (Jenuwein and Allis 2001). A més, diferents estats de metilacié d’un mateix aminoacid
proporciona una manera més de regulacid. Per exemple, la dimetilaci6 de la lisina 4 de la
histona H3 esta associada a cromatina “permissiva”, és a dir, que €s potencialment activa, i la
trimetilaci6 a activitat transcripcional (Bernstein et al. 2002) (Santos-Rosa et al. 2002;
Schneider et al. 2004). 1, la di-trimetilacié de la lisina 9 de la H3 marquen I’heterocromatina
facultativa 1 constitutiva, respectivament (Peters ef al. 2003; Rice et al. 2003).

Pel que fa a les variants centromeriques de la histona H3, mitjangant programes
informatics s’han predit també moltes modificacions post-traduccionals als seus extrems N-
terminals (Figura 1.13.B) perd experimentalment les tUniques que s’ha trobat son la
fosforilacié de la serina 7 de CENP-A a humans (Zeitlin et al. 2001) i la fosforilacié de la
serina 50 a blat de moro (Zhang et al. 2005).

Tot 1 que I’extrem N-terminal de CENP-A presenta molt poca homologia tant respecte
als altres membres de la familia com a la histona H3, un domini d’11 aminoacids al voltant de
la serina 7 es troba conservat al voltant de la serina 10 de la histona H3 i als extrems N-
terminals d’altres variants centromeriques, com ¢és el cas de Cid (Figura [.13.A).

La quinasa responsable de la fosforilacié de la serina 10 de la histona H3 1 de la serina
7 de CENP-A és Aurora B, la qual es localitza al centromer durant la metafase i a ’anafase
se’n va al fus (Hsu et al. 2000; Giet and Glover 2001; Zeitlin et al. 2001). Ara bé, les seves
fosforilacions no tenen lloc alhora sind que es poden distingir 3 fases: primer té lloc la
fosforilacié de la histona H3 de I’heterocromatina pericentromerica al final de G2, després
s’estén al llarg dels bracos cromosomals (Hendzel et al. 1997) 1, per ultim, té lloc la
fosforilaci6 de CENP-A, la qual comenga a detectar-se a profase, es manté a metafase i
comenga a desaparéixer a anafase, abans que es completi la desfosforilacié de la histona H3,

sent les dues indetectables a telofase (Zeitlin et al. 2001).
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Figura 1.13.- Possibles modificacions post-traduccionals de les variants centromériques de la histona
H3. A) L’alineament de la seqiiencia amino-terminal de la histona H3, CENP-A i Cid mostra la similitud en la
regio al voltant del possible lloc de fosforilacio. En el cas de la histona H3 i de CENP-A ha estat demostrat. B)
Possibles llocs de modificacio post-traduccionals a I’extrem amino-terminal de les variants centromeériques de
la histona H3. En vermell es marquen les lisines, les serines en verd i les arginines en blau (Smith 2002).

La fosforilaci6 de la serina 10 de la histona H3 té un paper important en la
condensacid dels cromosomes mitotics (Wei et al. 1998; Wei et al. 1999; Hsu et al. 2000). En
abséncia de la fosforilacié de la serina 10 de la histona H3 la condensacidé cromosomica €és

incompleta i la separacié dels cromosomes a anafase presenta molts defectes (Wei et al. 1999;
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Hsu et al. 2000). La fosforilacié de CENP-A s’observa després de la duplicacié del centromer
perd abans de la unié dels microtubuls, per tant, no sembla tenir cap paper en I’ensamblatge
de la cromatina centromerica pero si podria estar implicada en 1’ensamblatge o la maduracio
del cinetocor ja que €s necessaria pel correcte alineament dels cromosomes (Kunitoku et al.
2003).

Com s’ha mencionat abans, aquest motiu consens de fosforilacié per Aurora B no es
troba a totes les variants centromeriques de la histona H3. Ara bé, totes presenten als seus
extrems N-terminals regions riques en lisines, arginines, serines i treonines, és a dir,
potencials llocs per acetilacid, metilacié i1 fosforilacid, respectivament (Figura 1.12.b).
Llavors, podria ser que la funcié de la fosforilacié de la serina 7 de CENP-A 1’estigui exercint
la modificaci6 d’un altre residu de I’extrem N-terminal. La fosforilaci6 de la serina 50 de la
variant centromerica de la histona H3 a blat de moro podria ser un exemple (Zhang et al.
2005). Aquesta modificaci6 és I’equivalent de la fosforilacid de la serina 28 de la histona H3,

la qual comenga a detectar-se a profase i també és realitzada per Aurora B (Goto ef al. 2002).

46



III.- OBJECTIUS

47



48



Objectius

L’objectiu general d’aquest treball ha estat aprofundir en el coneixement de
I’estructura i funcié de la cromatina centromeérica que, tal i com s’ha discutit a la introduccio,
té una contribuci6 essencial en la segregacid cromosomica. Aquest treball s’ha centrat en
I’estudi de la variant centromerica de la histona H3 de Drosophila melanogaster (Cid).
Concretament, hem volgut aprofundir en els mecanismes que determinen la localitzacio

centromerica de Cid.
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1.- MATERIALS

1.1.- Soques i linies cel-lulars

1.1.1.- Soques bacterianes d’Eschericia coli
A continuaci6 es detallen les soques bacterianes emprades en aquest treball (Sambrook

et al. 1989):

* Soques per a ['amplificacio de plasmidis:

* HB101 — supE44 hsdS20 (r's mg) recA13 aral4 proA2 lacY1 galk2 rpsL20 xyl-5

mtl-1
* DHSa — deoR endA1 gyrA96 hsdR17 (1 x mx) recAl relAl supEA44 thi-1 F’[traD36
proAB” lac1% lacZ AM15]

» Soques per a [’expressio de proteines:
* BL21 (DE3) — BF~ dcm ompT hsdS (s m'g) gall (DE3)
* BL21 (DE3) LysS — BF dcm ompT hsdS (1" m'g) gall (DE3) [pLysS/E Cam']

1.1.2.- Linies cel-lulars eucariotes: cel-lules Kc de Drosophila melanogaster

La linia cel-lular Kc¢ (Kc(167)) va ser una de les primeres linies de Drosophila
melanogaster establertes per cultius in vitro (Echalier and Ohanessian 1969) i1 actualment és
la més emprada, junt amb la linia Schneider 2 (SL2 o S2). Deriva de c¢l-lules d’embrions de 8
a 12 hores de la segona generacio filial obtinguda del creuament entre mosques mutants ebony
1 sepia. S6n d’aspecte esferic, creixen en suspensio formant grumolls i el seu cicle cel-lular és

d’aproximadament 20 hores.

1.2.- DNAs plasmidics utilitzats en aquest treball

A continuaci6 es detalla com es van obtenir cadascun dels plasmidis emprats en aquest
treball 1 a la taula M1 (al final d’aquest apartat) es resumeixen les principals caracteristiques
dels vectors més importants i1 els experiments en que¢ s’han emprat, indicant I’apartat del

capitol de resultats on es descriuen.
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1.2.1.- Vectors de clonatge

* pBluescript II SK (+) (Stratagene). Aquest vector ha estat utilitzat com a pas intermedi de
clonatge.

* pBSCid — Vector on es va clonar i seqiienciar el cDNA de Cid. Aquest cDNA va
ser amplificat per PCR a partir de DNA genomic de Drosophila melanogaster (veure apartat
2.7.1) mitjangant els oligonucleotids CID5 i CID3. Aquests oligonucleotids contenen
mutacions respecte la seqiiencia original de manera que generen dianes pels enzims de
restriccio Xbal 1 BamHI, respectivament. El fragment de PCR va ser clonat al vector
pBluescript II SK per aquestes mateixes dianes.

* pBSPpa — Vector cedit pel Dr. Michael Weir. Conté el cDNA de Ppa clonat entre
les dianes Notl 1 HindII.

« pGEM®™-T easy vector (Promega). Aquest vector permet el clonatge de fragments que han

sigut amplificats per PCR mitjancant enzims que, com la Taq polimerasa, generen productes
amb una desoxiadenina protuberant a I’extrem 3°.

* pGEM-Cid — El ¢cDNA de Cid va ser amplificat per PCR a partir del vector
pBSCid amb els oligonucleotids pBSCid23 1 pBSCid704, els quals contenen mutacions
respecte la seqiiencia original de manera que generen dianes pels enzims de restriccié Smal 1
Sall.

* pGEM-CidNt bis — El cDNA de I’extrem amino-terminal de Cid va ser amplificat

a partir del plasmidi pBSCid mitjangant els oligonucleotids pBSCid23 i pBSCid3N. Aquests
contenen dianes pels enzims de restriccié Smal 1 Kpnl, respectivament.

* pGEM-CidCt — L’extrem carboxi-terminal de Cid va ser amplificat a partir del
vector pBSCid mitjangant els oligonucleotids CidCt5 1 pBSCid3, els quals presenten dianes
per Ndel 1 BglII, respectivament.

* pPGEM-Ppa — El cDNA de Ppa va ser amplificat amb els oligonucleotids Ppa-dir i
LRR3’ fent servir com a DNA motlle el plasmidi pBSPpa. Aquests encebadors contenen
dianes pels enzims de restriccid EcoRI 1 Bglll, respectivament.

* pPGEM-ALRRs — El domini ALRRs de Ppa va ser amplificat a partir del vector

pBSPpa fent servir els oligonucleotids ALRRS’ i ALRR3’, els quals contenen dianes pels

enzims Ndel i BglIl, respectivament.
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* pGEM-LRRs — El domini LRRs de Ppa va ser amplificat a partir del vector
pBSPpa fent servir els oligonucleotids LRRS’ i LRR3’, els quals contenen dianes pels enzims
Ndel 1 Bglll, respectivament.

* pGEM-ALRRs bis — El domini ALRRs va ser amplificat a partir del vector

pBSPpa fent servir els oligonucleotids Ppa-dir i ALRR3’, els quals contenen dianes pels
enzims EcoRI 1 Bglll, respectivament.

* pPGEM-LRRs bis — El domini LRRs va ser amplificat a partir del vector pBSPpa

fent servir els oligonucleotids Ppa-LRR i LRR3’, els quals contenen dianes pels enzims de
restriccio EcoRI 1 Bglll, respectivament.

* pPGEM-CidProm — El promotor de Cid va ser amplificat a partir de DNA genomic

de mosques oregon de D. melanogaster mitjangant els oligonucleotids Cidprom5 1 Cidprom3,
els quals contenen dianes pels enzims de restriccido Xbal 1 Nhel, respectivament.

* pGEM-Ny; — L’extrem amino-terminal de la histona H3 de D. melanogaster es va
amplificar amb els oligonucleotids Nt(H3)5” 1 Nt(H3)3’, els quals contenen dianes pels
enzims de restriccid Nhel i Ndel, fent servir com a motlle DNA genomic de mosques oregon
de D. melanogaster.

* pGEM-HFDy3 — L’extrem carboxi-terminal de la histona H3 de D. melanogaster

es va amplificar amb els oligonucleotids HFD(H3)5* 1 HFD(H3)3’, els quals contenen dianes
per I’enzim de restricci6 BamHI, fent servir com a motlle DNA genomic de mosques oregon

de D. melanogaster.

* pPGEM-Ny3;HFDciq — L’extrem amino-terminal de la histona H3 va ser obtingut per
digestid6 Nhel/Ndel a partir del vector pPGEM-Nps3, 1 ’extrem carboxi-terminal de Cid va ser
obtingut a partir de pET-CidCt per digestio amb Ndel/BglIl. Després van ser lligats i el
producte es va amplificar per PCR amb els oligonucleotids Nt(H3)5’ 1 pBSCid3.

* pGEM-Ncsgs — L’extrem amino-terminal de la variant centromerica de la histona
H3 de S. cerevisiae va ser amplificat a partir de DNA genomic cedit pel Dr. Francesc Xavier
Marsellach mitjangant els oligonucleotids Nt(Csedp)S® 1 Nt(Csedp)3’, els quals contenen

dianes pels enzims de restriccié Nhel 1 Vspl, respectivament.

« pCR®™2.1-TOPO® (Invitrogen). Aquest vector, a 1’igual que el pGEM®-T easy vector

(Promega), permet el clonatge de fragments amplificats per PCR amb enzims que, com la Taq

polimerasa, generen productes amb una desoxiadenina protuberant a I’extrem 3°.

55



Materials i Métodes

e pPTOPO-NcspsHFDcia — L’extrem amino-terminal de la variant centromeérica de la

histona H3 de S. cerevisiae va ser obtingut a partir del vector pPGEM-Ncsg4 per digestiéo amb
Nhel/Vspl, 1 I’extrem carboxi-terminal de Cid va ser obtingut a partir de pET-CidCt per
digesti6 amb Ndel/BglIl. Després van ser lligats (Vspl 1 Ndel tenen dianes amb extrem
compatibles) i el producte es va amplificar per PCR amb els oligonucleotids Nt(Cse4p)S5’ i
pBSCid3.

e pTOPO-NcnpiHFDcia — Per obtenir 1’extrem amino-terminal de la variant

centromerica de la histona H3 de S. pombe es van dissenyar dos oligonucleotids, Nt(Cnp1)5 1
Nt(Cnp1)3, de manera que a I’hibridar-los entre ells s’obtenia la seqiiéncia desitjada amb
I’extrem 3’ rom i un extrem 5’ protuberant que contenia una diana per 1’enzim de restriccio
Nhel. L’extrem carboxi-terminal de Cid va ser obtingut a partir de pET-CidCt per digestio
amb Ndel/BglIl. Es van lligar tots dos i el producte va ser amplificat amb els oligonucleotids

Nt(Cnpl)5 1 pBSCid3.

1.2.2.- Vectors d’expressio a Eschericia coli
* pET29b (Novagen). Aquest plasmidi permet 1’obtenci6 de proteines fusionades amb una cua
de 6 histidines en posicié carboxi-terminal.

* pET-Cid — EIl cDNA de Cid va ser amplificat a partir del vector pBSCid amb els
oligonucleotids pBSCid5 i pBSCid3, els quals contenen dianes pels enzims de restriccié Ndel
1 BglIlIl, respectivament. El producte obtingut va ser digerit amb aquests enzims i clonat al
pET29b per les mateixes dianes.

* pET-CidNt — L’extrem amino-terminal de Cid va ser amplificat a partir del vector
pBSCid amb els oligonucleotids pBSCid5 i pBSCid3N, els quals contenen dianes pels enzims
de restriccié Ndel 1 Kpnl, respectivament. El producte obtingut va ser digerit amb aquests
enzims i clonat al pET29b per les mateixes dianes.

* pET-CidCt — L’extrem carboxi-terminal de Cid va ser obtingut per digestio del
vector pGEM-CidCt amb els enzims de restriccié Ndel i BglIl i clonat al pET29b per les
mateixes dianes.

* pPET-ALRRs — El domini ALRRs de Ppa va ser obtingut a partir del vector pGEM-
ALRRs per digestié Ndel/BglII i inserit al pET29b per les mateixes dianes.

* pET-LRRs — El domini LRRs de Ppa va ser obtingut a partir del vector pGEM-
LRRs per digestio Ndel/Bglll i clonat al pET29b per les mateixes dianes.
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* pGEX-KG (Amersham-Pharmacia-Biotech). Vector que permet I’expressié de proteines
fusionades pel seu extrem amino-terminal a la Glutatié S-transferasa (GST).

* pGST-Cid — El ¢cDNA de Cid va ser obtingut a partir del vector pGEM-Cid per
digesti6 Smal/Sall i clonat al pGEX-KG per les mateixes dianes.

* pGST-CidNt — L’extrem amino-terminal de Cid va ser obtingut a partir del vector
pGBT-CidNt per digestio amb Smal/Sall i clonat al pPGEX-KG per les mateixes dianes.

* pGST-Ppa — Ppa va ser obtingut a partir del vector pBSPpa per digesti6 amb Ndel
1 Sacl. L’extrem Ndel es va fer rom amb K/enow 1 es clonar al pPGEX-KG per Smal/Sacl.

* pGST-ALRRs — El domini ALRRs de Ppa va ser obtingut a partir del vector pET-

ALRRs per digestio Ndel/BglIl. Llavors, es van fer els extrems roms amb Klenow i es va

clonar al pGEX-KG per Smal.

* pGEX-4T-3 (Amersham-Pharmacia-Biotech). Vector que permet I’expressi6 de proteines
fusionades pel seu extrem amino-terminal a la Glutatié S-transferasa (GST).

* pGST-CidCt — L’extrem carboxi-terminal de Cid va ser obtingut per digestid
EcoRI a partir del plasmidi pGEM-CidCt. Es van fer els extrems roms amb Klenow 1 es va
clonar al pGEX-4T-3 per Smal.

* pGST-LRRs — El domini LRRs de Ppa va ser obtingut per digestié6 amb EcoRI a
partir del plasmidi pGEM-LRRs. Es van fer els extrems roms amb Klenow i es va inserir al

pGEX-4T-3 per Smal.

1.2.3.- Vectors d’expressié a Kc
* pEYFP-NI (Clontech). Plasmidi que permet I’expressié a cél-lules eucariotes de proteines
fusionades pel seu extrem carboxi-terminal a EYFP (Enhancer Yellow fluorescent protein).
EYFP és una variant de la proteina fluorescent GFP (Green fluorescent protein) d’Aequorea
victoria que conté 4 substitucions aminoacidiques.

* pYFP — A aquest plasmidi el promotor de CMV (Cytomegalovirus) present al
vector pEYFP-NI1 original va ser substituit pel promotor de Cid. Per aixo0, es va obtenir el
promotor de Cid per digestio Xbal/Nhel a partir del plasmidi pGEM-Cidprom i es va fer rom
amb Klenow I’extrem originat per la digestio amb Xbal. Llavors, es va clonar al pEYFP-NI1,
el qual s’havia digerit amb Vspl, s’havia fet I’extrem rom amb Klenow i s’havia digerit amb

Nhel per eliminar el promotor de CMV i crear extrems compatibles pel de Cid.
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* pCid-YFP — EI cDNA de Cid va ser obtingut a partir de pET-Cid per digestié amb
Ndel i Bglll, havent fet rom amb T4 polimerasa ’extrem corresponent a la digesti6 amb
Ndel. Aleshores va ser clonat al vector pYFP, el qual es va digerir amb Nhel, es va fer
I’extrem rom amb T4 polimerasa i es va digerir amb BglIl. Finalment, aprofitant que les
digestions amb BglIl i BamHI deixen extrems compatibles, es va digerir el vector obtingut
amb aquests enzims per tal d’eliminar el gran tros de MCS (Multicloning site) que quedaria
entre Cid 1 YFP.

* pPNcig-YFP — L’extrem amino-terminal de Cid va ser obtingut a partir del vector
pGEM-CidNt bis per digesti6 amb Smal i Kpnl, havent fet rom amb T4 polimerasa I’extrem
corresponent a la digestio amb Kpnl. Aleshores va ser clonat al vector pYFP per Smal.

* pHFDig-YFP — L’extrem carboxi-terminal de Cid va ser obtingut a partir de pET-
CidCt per digesti6 amb Ndel i1 Bglll, havent fet rom amb T4 polimerasa I’extrem
corresponent a la digesti6 amb Ndel. Aleshores va ser clonat al vector pYFP, el qual es va
digerir amb Nhel, es va fer ’extrem rom amb T4 polimerasa i es va digerir amb BglIL
Finalment, aprofitant que les digestions amb BglIl i BamHI deixen extrems compatibles, es
va digerir el vector obtingut amb aquests enzims per tal d’eliminar el gran tros de MCS
(Multicloning site) que quedaria entre I’extrem C-terminal de Cid 1 YFP.

* pNcigHFDg3-YFP — L’extrem carboxi-terminal de la histona H3 va ser obtingut a
partir del plasmidi pGEM-HFDy; per digesti6 amb BamHI i clonat al pNcig-YFP per la
mateixa diana.

* pPNu3sHFDcia-YFP — La proteina quimeérica NgsHFDcjq va ser obtinguda a partir del

vector pPGEM-NysHFDciq per digestido Nhel/Bglll i clonada al pYFP per les mateixes dianes.
Finalment, aprofitant que les digestions amb BglIl i BamHI deixen extrems compatibles, es
va digerir el vector obtingut amb aquests enzims per tal d’eliminar el gran tros de MCS
(Multicloning site) que quedaria entre la proteina quimerica i YFP.

* pPNcsesHFEDcig-YFP — La proteina quimerica NespaHFDcig va ser obtinguda a partir

del vector pTOPO-N¢sgsHFDcig per digestio Nhel/BglII i clonada al pYFP per les mateixes
dianes. Finalment, aprofitant que les digestions amb Bglll i BamHI deixen extrems
compatibles, es va digerir el vector obtingut amb aquests enzims per tal d’eliminar el gran tros
de MCS (Multicloning site) que quedaria entre la proteina quimerica i YFP.

* pPNcneitHFDcig-YFP — La proteina quimerica NenpiHFDcig va ser obtinguda a
partir del vector pTOPO-Ncnp HFDcig per digestio Nhel/BgllIl i1 clonada al pYFP per les
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mateixes dianes. Finalment, aprofitant que les digestions amb BglIl i BamHI deixen extrems

compatibles, es va digerir el vector obtingut amb aquests enzims per tal d’eliminar el gran tros

de MCS (Multicloning site) que quedaria entre la proteina quimerica 1 YFP.

Plasmidi

Caracteristiques

Us

pBSPpa

pET-ALRRs

pET-LRRs

pGST-Ppa
pGST-ALRRs
pGST-LRRs

pET-Cid

pET-CidNt

pET-CidCt

pGST-Cid
pGST-CidNt
pGST-CidCt

pCid-YFP

pNcic-YFP
pHFDCid-YFP

PNcidHFDy3;-YFP
PNuz;HFDci-YFP
PNcspsaHFDcig-YFP
PNcenet HFDy3-YFP

Transcripcié del cDNA de Ppa sota el control

del promotor de la RNA pol T7

Transcripcioé del cDNA de ALRRs de Ppa sota

el control del promotor de la RNA pol T7

Transcripcié del cDNA de LRRs de Ppa sota

el control del promotor de la RNA pol T7
Expressio de Ppa fusionada a GST

Expressio de ALRRs de Ppa fusionat a GST

Expressio de LRRs de Ppa fusionat a GST

Transcripcio del cDNA de Cid sota el control

del promotor de la RNA pol T7
Expressié de N¢;q fusionat a histidines

Transcripcid de N¢iq sota el control del
promotor de la RNA pol T7
Transcripcié de HFD;q sota el control del
promotor de la RNA pol T7
Expressio de Cid fusionada a GST
Expressi6 de Nciq fusionat a GST
Expressié de HFD;4 fusionat a GST

Expressio de Cid fusionada a EYFP

Expressio de N¢jq de Cid fusionat a EYFP
Expressio de HFD(;q fusionat a EYFP
Expressio de N¢;dHFDy; fusionada a EYFP
Expressié de Ny3HFDcyy fusionada a EYFP
Expressid de N¢gesHF D4 fusionada a EYFP
Expressi6 de Ny, HFDcjq fusionada a EYFP

IVT (apartat 2.1)

IVT (apartat 2.1)

IVT (apartat 2.1)

GST-pulldown (apartat 2.1)
GST-pulldown (apartat 2.1)
GST-pulldown (apartat 2.1)

IVT (apartat 2.1)

Obtencid d’anticossos (apartats 1.1, 1.2.1,

12.3,1.42i22)

IVT (apartat 2.1)

IVT (apartat 2.1)

GST-pulldown (apartats 2.1)
GST-pulldown (apartat 2.1)
GST-pulldown (apartat 2.1)

Transfecci6 a Kc (apartats 1.1, 1.3, 1.4.1,
3.1i3.2)

Transfecci6 a Kc (apartat 1.2.1)
Transfeccio a Kc (apartats 1.2.1, 1.313.1)
Transfeccio a Kc (apartats 1.2.2, 1.313.1)

Transfeccio a Kc (apartats 1.2.2, 1.3)
Transfeccio6 a Kc (apartats 1.2.3, 1.3)
Transfecci6 a Kc (apartats 1.2.3, 1.313.1)

Taula M.1.- Resum dels principals plasmidis emprats en aquest treball. S’indica la principal
caracteristica de cadascun d’ells i en quin experiment han sigut emprats, indicant entre parentesi 'apartat del

capitol de resultats on es troben.
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1.3.- Oligonucleotids
Els oligonucleotids descrits a la taula M.2 es van fer servir com a encebadors, bé per

seqiienciar plasmidis o per ’amplificacio de fragments de PCR 1 RT-PCR.

Nom Seqiiéncia (5> — 3°) Diana de restriccié
CID5 AGCGGGAATTCTagAAAAATATTTTAAGC XBal
CID3 CAAATAACTAAACggATCCTAAACTTCTC BamHI
pBSCid23 TTTAAGCAAAccCgGgAAATTTG Smal
pBSCid409 GCTCATGGGgTcGaCCGCTTTGCG Sall
pBSCid704 GGACTAAAATTGtCGACCCCGGTCGC Sall
pBSCid5 GAAAATTTGcAtATGCCACGACAC Ndel
pBSCid3 CTAAAATTGCaGAtCtCGGTCGCAG Bglll
pBSCid3N TCTGCTCATGGtAccGGCCGCTTTG Kpnl
CidCt5 GCCAATCatATGAGCAGAGCC Ndel
Ppa-dir TTGATGAaTtcCATATGGCGACC EcoRI
Ppa-LRR CGCTTAAGGAaTTcGTCCTGGGC EcoRI
LRRS’ TCGCTTAAGcATaTGGTCCTGGGC Ndel
LRRY’ CAGCCAGAGatCtAGGTTGAGCTTC Bglll
ALRRS’ CTTGATGAGTAGCATATGGCGACC Ndel
ALRR3’ AGAGAGGTCAGAICtGGAACGCCC Bglll
Cidprom5 gctctagaCGACATGGCTGTATCTTCAG Xbal
Cidprom3 cggctagcTTTTCAAATTTTCGGTATTTGC Nhel
Nt(H3)5’ tagctagc ATGGCTCGTACCAAG Nhel
Nt(H3)3’ tacatatgGTGGGGCTTCTTCAC Ndel
HFD(H3)5’ tggatcct CGCTATCGCCCTGGAACC BamHI
HFD(H3)3’ taggatcc AAAGCACGCTCGCCGCGAATG BamHI
Nt(Cse4p)s’ gcgctagcATGTCAAGTAAACAACAATG Nhel
Nt(Csed4p)3’ gcattaaTCTTTTCGACGCGCTTTAAGC Vspl
Nt(Cnpl)5®  gcgetagcATGGCAAAGAAATCTTTAATGGCTGAGCCTGGAGATCC Nhel
Nt(Cnp1)3’ GGATCTCCAGGCTCAGCCATTAAAGATTTCTTTGCCAT -—-
EGFP-N CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG -
Act for TCTGGCACCACACCTTCTACAATG -
Act rev GCTCTGGCGGGGCAATGAT ---

Taula M.2.- Llistat dels oligonucleotids emprats en aquest treball. En minuscula es representen les
bases mutades respecte la seqiiencia original i es subratllen les dianes de restriccio generades.
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2.- METODES
2.1.- METODES DE MANIPULACIO DE DNA

Per a I’obtenci6 dels plasmidis emprats en aquest treball (veure apartat 1.2 d’aquest
capitol) es van seguir les técniques basiques de Biologia Molecular (Sambrook ef al. 1989) 1

van ser comprovats per seqiienciacié automatica al Servei de Seqlienciacio de I’'IBMB-CSIC.

2.1.1- Metodes d’obtencio de DNA
2.1.1.1.- Minipreparacions de DNA
Per a I’obtencid de petites quantitats de plasmidis es va emprar el metode de lisi
alcalina (Sambrook et al. 1989). EI DNA va ser resuspes en 50 pl de tamp6 TE (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1mM, pH 8) en preséncia d’1 ng de RNAsa A i es va incubar 15 minuts a 37°C.

2.1.1.2.- Maxipreparacions de DNA
Per a I’obtencié de grans quantitats de DNA plasmidic i amb un alt grau de puresa
vam emprar columnes comercials de Quiagen seguint les instruccions del fabricant,

resuspenent el DNA en tampo6 TE.

2.1.2.- Transformacié de DNA en bacteris

Les cel-lules competents van ser préviament preparades mitjancant el metode de clorur
calcic (Sambrook et al. 1989), aliquotades 1 congelades a -80°C fins el moment de ser
utilitzades. Llavors, es van transformar per xoc térmic amb els diferents DNAs plasmidics.
Les cél-lules es van descongelar en gel, es va afegir 100 ul sobre el DNA a transformar, es
van incubar 30 minuts en gel i a continuacio es va fer un xoc térmic de 2 minuts 30 segons a
42°C. Els bacteris es van recuperar en preséncia de 400 pl de medi LB (triptona 10 g/l,
extracte de llevat 5 g/l, NaCl 10 g/l, NaOH 1 mM) durant 30 minuts a 37°C, i finalment es
van plaquejar en plaques de LB (LB + agar 15 g/l) amb el corresponent antibiotic: 100 ug/ml
d’ampicil-lina, 50 pg/ml de kanamicina o 25 pg/ml de cloramfenicol, afegint-se aquest ultim a

la placa just abans de fer-la servir. Les plaques es van incubar durant tota la nit a 37°C.
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2.2.- TECNIQUES DE RNA

2.2.1.- Extraccio d’RNA

L’extracci6 d’RNA la vam realitzar 24, 48 1 72 hores després de transfectar cel-lules
Kc de D. melanogaster amb pCid-YFP (veure apartat 2.6.2 d’aquest capitol), aixi com amb
cel-lules no transfectades. En tots els casos I’extracci6 es va dur a terme mitjangant el reactiu
ULTRASPEC™ RNA Isolation System (Biotecx). Per cada 5-10° céllules es va fer servir 1 ml
d’ULTRASPEC 1 es va seguir el protocol recomanat pel fabricant. Un cop obtingut ’'RNA es
va resuspendre en 50 pl d’aigua esteril lliure de RNases.

Finalment, per eliminar qualsevol traga de DNA que pugui haver a les mostres i que
ens interferiria en el resultat de les RT-PCRs, es van tractar els RNAs amb DNasal. Aixi
doncs, es van afegir 10 pl de tampd M (Boehringer), 1 ul de DNasal (Boehringer), es portar la
reacci6 fins a 100 pl amb H,O 1 es va incubar durant 2 hores a 37°C. Transcorregut aquest
temps, es van afegir 100 pl de fenol:cloroform (1:1) i es va centrifugar durant 2 minuts a
14000 rpm. Es va transferir la fase aquosa (fase superior) a un eppendorf nou i ’'RNA va ser
precipitat amb NaAc 0,3 M 1 3 volums d’etanol 100%. Es van deixar les mostres uns 15-20
minuts a -20°C i es van centrifugar durant 15 minuts a 14000 rpm a 4°C. Després de fer un

rentat amb etanol 70%, les mostres van ser resuspeses amb 10 pl d’H,0.

2.2.2.- RT-PCR

Les RT-PCRs es van realitzar utilitzant com a motlle RNA obtingut tal i com s’explica
a D’apartat anterior. En cada cas (24, 48 i 72 hores després de la transfeccio i cel-lules no
transfectades) es van utilitzar dos quantitats d’RNA: 0,5 1 5 ng. Per tal d’amplificar
especificament el mRNA de la proteina recombinant Cid-YFP es van emprar els
oligonucleotids CidCt5 i EGFP-N. Com a control intern es va amplificar també el mRNA de
I’actina 5C amb els oligonucleotids Act forward 1 Act reverse, cedits per Joan Font i Marta
Lloret-Llinares.

Per dur a terme les reaccions de les RT-PCRs es va utilitzar el kit QIAGEN® One Step
RT-PCR, seguint les instruccions del fabricant, i es van realitzar al termociclador GeneAmp®

PCR System 9700 (Applied Biosystems). Les condicions de PCR emprades van ser:
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- 1 min a 94°C

- I min a 55°C » 30 cicles
- 1 min a 72°C

- 10 min a 72°C

Com a control i per descartar que I’amplificacié fos deguda a la preséncia de DNA,
per a tots els punts es van realitzar reaccions identiques a les de la RT-PCR pero amb la
diferéncia que els oligonucleotids es van afegir després de que tingués lloc la transcripcid

reversa.

2.3.- TECNIQUES BASIQUES PER A L’ESTUDI DE PROTEINES

2.3.1.- Expressio i purificacio de proteines solubles fusionades a una cua
d’histidines

L’expressio de proteines clonades als vectors pET es troba sota el control de senyals
de transcripciod i traducci6 del bacteriofag T7. Les soques d’E. coli emprades per expressar
(BL21 o BL21 LysS) contenen una copia cromosomal del gen de la T7 RNA Polimerasa sota
el control del promotor lacUV5, el qual €s induible per IPTG. Gracies a I’elevada activitat de
I’RNA Polimerasa T7, després d’unes poques hores d’inducci6 la proteina que volem
expressar pot constituir més del 50 % del contingut proteic total bacteria. Ara bé, inclus en
abséncia d’induccié amb IPTG hi ha transcripcid basal i, segons la proteina recombinant que
s’expressa, pot ser toxic per la cél-lula. La soca BL21 LysS conté el plasmidi pLys que
proporciona petites quantitats del lisozim T7, un inhibidor de la T7 RNA Polimerasa. La
presencia d’aquest inhibidor permet eliminar aquesta transcripci6 basal. El plasmidi pLysS és
compatible amb els diferents plasmidis pET i confereix resisténcia al cloramfenicol.

En el nostre cas es va expressar I’extrem N-terminal de Cid fusionat a una cua
d’histidines pel costat C-terminal amb I’objectiu de purificar-lo i fer-lo servir en 1’obtencio
d’anticossos policlonals especifics per la variant centromérica, que no reconeguessin la
histona H3. Per aquest motiu es va construir el plasmidi d’expressio pET-CidNt (veure apartat
1.2.2 d’aquest capitol) i la proteina de fusidé recombinant va ser expressada a la soca BL21

LysS.
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» Proves d’expressio:

Primer es va fer una prova d’expressi6 a petita escala per trobar les condicions
d’induccié més adients. Aixi doncs, després de transformar la soca BL21 LysS amb el
plasmidi pET-CidNt, es van inocular 3 cultius de 4 ml de LB/kanamicina 50 pg/ml/
cloramfenicol 25 pg/ml amb 3 colonies aillades i es van deixar créixer a 37°C durant tota la
nit. Al dia segiient es van utilitzar 200 pl d’aquests per reinocular minicultius nous, els quals
es van deixar créixer a 37°C fins que van arribar a una DOgo de 0,6-0,8. Llavors es va induir
I’expressio amb IPTG 1 mM.

Es van agafar aliquotes de 400 pl just abans d’induir el cultiu i 1, 2 1 3 hores després.
Es van centrifugar durant 1 minut a 9000 rpm, es van resuspendre en 100 pl de tampd de
carrega PLB 5x (Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 21,75%, SDS 5%, blau de bromofenol
0,25%) 1 un 10% de P-mercaptoetanol, 1 finalment es van sonicar durant 5 segons. A
continuacio es van analitzar 25 pl de cadascuna de les aliquotes per SDS-PAGE (veure apartat

2.3.3 d’aquest capitol).

» Expressio a gran escala:

Un cop determinades les condicions d’expressio es va procedir a la producci6 de grans
quantitats de I’extrem N-terminal de Cid fusionat a una cua d’histidines. Es va tornar a
transformar la soca BL21 LysS amb el plasmidi pET-CidNt i es va inocular un cultiu de 4 ml
de LB/kanamicina 50 pg/ml/cloramfenicol 25 pg/ml amb 3 colonies aillades, el qual es va
deixar créixer a 37°C durant tota la nit. Al dia segiient es va inocular 500 ml de LB amb el
minicultiu i es va deixar créixer a 37°C fins a una DOgq de 0,6-0,8. Llavors, es va agafar una
aliquota de 400 pl (veure proves d’expressio) 1 es va induir ’expressid6 amb IPTG 1 mM,
deixant créixer el cultiu a 37°C durant 3 hores més. Es va agafar una altra aliquota de 400 pl 1
es van recollir les cellules centrifugant durant 10 minuts a 4000 rpm en el rotor JA-14
(Beckman) a 4°C. El sediment cel-lular es va resuspendre en 100 ml de STE (NaCl 0,1 M,
Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) i es va tornar a centrifugar. El sediment cel-lular que es va
obtenir es va congelar en neu carbonica i1 es va guardar a -80°C durant tota la nit per facilitar
la lisi.

Al dia segiient es va resuspendre amb 10 ml de tampé de lisi (NaCl 0,5 M, glicerol
20%, Hepes 20 mM pH 7,9, EDTA 1 mM, B-Mercaptoetanol 20 mM, PMSF 1 mM, NP-40

0,1%) 1 es va lisar sonicant en gel fins que la mostra adquireix una consisténcia més liquida 1
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un color més fosc. Es va utilitzar el sonicador Digital Sonifier” (Branson) i es va sonicar en
gel amb el tip gruixut (12 mm de diametre), fent 10 cicles de 10 segons cadascun, amb
intervals de descans de 30 segons i un valor de sortida entre 50 1 60 W. Llavors, es va
centrifugar a 35000 rpm amb el rotor SW41 (Beckman) durant 1 hora a 4°C per tal de separar
les fases solubles i insoluble (sobrenedant i sediment, respectivament). Finalment, es van
congelar amb neu carbonica i es van guardar a -80°C.

Per analitzar si la proteina d’interés s’ha expressat en forma soluble o formant cossos
d’inclusi6 es van carregar 10 pl de la fracci6 soluble i una mica de sediment (es va agafar una
mica amb una punta groga, es va resuspendre en 400 ul de tamp6 de carrega i es van analitzar

10 ul i 10 pl d’una dilucié 1/10), juntament a 25 pl de les mostres d’abans i després d’induir.

» Purificacio a partir de la fraccio soluble:

La utilitzacié d’una cua d’histidines com a fag permet la purificacié de la proteina de
fusié mitjangant cromatografia d’afinitat amb una columna de Ni*", el qual interacciona amb
els grups imidazol de les histidines fent que aquestes quedin retingudes a la columna.

En el nostre cas es va fer la purificacio a 4°C utilitzant 0,5 ml de la reina Ni-NTA
Agarose (Qiagen), la qual es va empaquetar en una columna Econocolumn (Biorad) 1 es va
equilibrar amb 10 ml de tamp6 de lisi. Aquest pas i els posteriors es van realitzar amb [’ajut
d’una bomba peristaltica LKB Pump P-1 (Pharmacia) a una velocitat entre 6 i 8 de la posicio
1.

Un cop empaquetada la reina, es van passar fins a 3 cops els 10 ml de la mostra
corresponent a la fracci6 soluble i es va recollir la fraccidé Flow Through (FT). Posteriorment,
es van fer dos rentats: el primer amb 10 ml de tamp6 de lisi (fraccio R1) i el segon amb 5 ml
de tampo D (glicerol 20%, Hepes 20 mM pH 7,9, KCI1 0,1 M, EDTA 0,2 mM, PMSF 0,1 mM,
DTT 0,5 mM) (fraccio R2).

Finalment s’elueix la proteina per competicié amb imidazol en un procés de 3 passos.
Primer es va fer una preelucié amb 3 ml de tamp6 D/Imidazol 20 mM, recollint fraccions d’1
ml (PE1, PE2, PE3). Aquest pas amb baixa concentracid6 d’Imidazol serveix per eliminar
contaminants que s’uneixen a la reina amb una afinitat menor que la cua d’histidines. Després
es va eluir amb 5 ml de tampd D/Imidazol 100 mM i 5 ml de tamp6 D/Imidazol 500 mM,
recollint també fraccions d’1 ml (E1-E10).
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A continuaci6, per comprovar el funcionament de la cromatografia es van analitzar 10
ul de cadascuna de les fraccions per SDS-PAGE (Figura M1). La resta de les mostres es van

congelar amb neu carbonica i es van guardar a -80°C.

| < CidNt-His

Figura MI.- Purificacio de la proteina de fusio CidNt-His. L extrem N-terminal de Cid va ser clonat
al vector pET29b amb [’objectiu d’expressar-lo fusionat a una cua d’histidines. Aixi doncs, es va expressar a la
soca d’E. coli BL21 LysS i la proteina de fusio va ser purificada mitjangant cromatografia d’afinitat amb la
reina Ni-NTA Agarose (Qiagen) a partir de la fraccio soluble. Aquesta figura mostra I’analisi per SDS-PAGE
de: 25 ul de les mostres corresponents al cultiu abans i després d’induir (carrils 11 2) i 10 ul de les primeres
cinc fraccions d’elucio (carrils 3-7).

2.3.2.- Expressio i purificacio de proteines fusionades a GST

La Glutati6 S-transferasa de Schistosoma japonicum és una proteina d’alta afinitat pel
glutatid, cosa que permet la purificacié de proteines fusionades a ella mitjancant la reina
Glutathione Sepharose 4B. Per ’obtencio de les proteines de fusié d’interés es van fer servir
vectors d’expressio pGEX (Amersham-Pharmacia-Biotech), els quals estan dissenyats per la
produccio6 de grans quantitats de proteina sota el control del promotor tac, induible per IPTG.

El nostre objectiu era estudiar la possible interaccio entre Cid i Ppa. Es per aix0d que es
van clonar les proteines senceres aixi com els seus dominis en els vectors pGEX, donant lloc
als plasmidis: pGST-Cid, pGST- CidNt, pGST-CidCt, pGST-Ppa, pGST-LRRs i pGST-
ALRRs (veure apartat 1.2.2 d’aquest capitol).

En tots els casos les proteines de fusié es van expressar en la soca d’E. coli BL21.
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» Proves d’expressio:

A Tligual que amb les proteines fusionades a una cua d’histidines (apartat 2.3.1
d’aquest capitol), primer es va fer una prova d’expressid a petita escala per trobar les
condicions d’induccié més adients. Aixi doncs, després de transformar la soca BL21 amb el
plasmidi corresponent es van inocular 3 cultius de 4 ml de LB/ampicil-lina 25 pg/ml amb 3
colonies aillades i es van deixar créixer a 37°C durant tota la nit. Al dia segiient es van
utilitzar 200 pl d’aquests per reinocular minicultius nous, els quals es van deixar créixer a
37°C fins que van arribar a una DOggo de 0,6-0,8. Llavors es va induir I’expressié amb IPTG
0,2 mM. Es van agafar aliquotes de 400 pl just abans d’induir el cultiui 1, 2 i 3 hores després.
Es van centrifugar durant 1 minut a 9000 rpm, es van resuspendre en 100 pl de tampd de
carrega PLB 5x (Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 21,75%, SDS 5%, blau de bromofenol
0,25%) 1 un 10% de P-mercaptoetanol i, finalment es van sonicar durant 5 segons. A
continuacio es van analitzar 25 pl de cadascuna de les aliquotes per SDS-PAGE (veure apartat

2.3.3 d’aquest capitol).

» Expressio a gran escala:

Es van transformar els vectors en 200 pl de cél-lules BL21 competents i es van
plaquejar en LB/Ampicil-lina 100 pg/pl. Es va inocular un cultiu de 4 ml de LB/Ampicil-lina
amb 3 colonies aillades i es va deixar créixer a 37°C durant tota la nit. Al dia segiient es va
inocular aquest minicultiu en 200 ml de LB/Ampicil-lina i es va deixar créixer a 37°C fins a
una DOggo de 0,6-0,8. Llavors es va induir amb IPTG 0,2 mM durant 3 hores més a 37°C. Es
van agafar aliquotes de 400 pl abans i després de la induccid, les quals es van processar igual
que per I’expressi6 de proteines fusionades a una cua d’histidines.

Passat aquest temps es van recollir les cél-lules centrifugant a 4000 rpm en el rotor JA-
14 (Beckman) durant 10 minuts i a 4°C. El sediment cel-lular es va resuspendre amb 50 ml de
STE (NaCl 0,1 M, Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) i es va tornar a centrifugar. El sediment
que s’obté es pot congelar en neu carbonica i1 guardar-se a -80°C.

A continuacid es va resuspendre amb 10 ml de tampd NETN (Tris-HCI 200 mM pH 8,
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, NP-40 0,5%, PMSF 1 mM, Leupeptina 1 pg/ml) i es va lisar
amb el sonicador Digital Sonifier™ (Branson), sonicant en gel, amb el tip gruixut (12 mm de

diametre), fent 10 cicles de 10 segons cadascun amb intervals de descans de 30 segons i un
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valor de sortida entre 50 i 60 W. Es va centrifugar a 10000 rpm amb el rotor JA-25.50
(Beckman) durant 15 minuts a 4°C i el sobrenedant es va guardar a 4°C.

Es va fer una segona extraccio resuspenent el sediment amb 5 ml de tampd NETN/
sarcosil 2%. Es va tornar a sonicar perd aquest cop amb el tip petit i només durant 5 cicles de
10 segons. Es va centrifugar a 10000 rpm amb el rotor JA-25.50 (Beckman) durant 10 minuts
a 4°C i el sobrenedant obtingut es va ajuntar amb el primer.

Per comprovar si I’expressio havia funcionat es van analitzar per SDS-PAGE 25 pl de
les aliquotes d’abans i1 després d’induir, 10 pl de la fraccio soluble i una mica del sediment de
la fraccid insoluble (es va agafar una mica amb una punta groga, es va resuspendre en 200 pl

de tampo de carrega i es van analitzar per SDS-PAGE 10 pl i 10 pl d’una dilucié 1/10).

» Purificacio a partir de la fraccio soluble:

Es van empaquetar 400 pl de reina Glutathione Sepharose 4B (Amersham-Pharmacia-
Biotech) en una Econocolumn (Biorad) i es va equilibrar amb 10 ml de tampd NETN. Tota la
cromatografia es va dur a terme a 4°C i amb 1’ajut d’una bomba peristaltica LKB Pump P-1
(Pharmacia) a velocitat 6-8 de la posicio 1.

Es va carregar la mostra, recollint la fraccidé Flow Through (FT), 1 a continuacid es van
fer tres rentats de 5 ml cadascun: amb tampo NETN (W1), tampdé NETN-NaCl 0,7 M (W2) i
tamp6 NETN (W3).

Després es va fer una preelucié amb 5 ml de tamp6 TST (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl
150 mM, Trit6 X-100 0.1%, DTT 5 mM), fent una mica de vortex suau (fraccid6 PE).
Finalment, es va eluir amb 5 ml de tampd TST-glutatio reduit 20 mM, afegint el tamp6 de ml
en ml, fent cada cop un vortex suau, deixant la columna 1 minut a 4°C i deixant eluir per
gravetat (E1-ES5).

La cromatografia es va analitzar per SDS-PAGE carregant 10 pl de cadascuna de les
fraccions. La resta de les mostres es van congelar amb neu carbonica i es van guardar
congelades a -80°C.

Cal dir que per a dur a terme 1’assaig de pulldown és millor no eluir la proteina a
I’hora de purificar-la perqué després al tornar-la a enganxar a les boletes s’obté una eficiéncia

molt baixa (veure apartat 2.4.2 d’aquest capitol).
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2.3.3.- Electroforesi de proteines en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

L’electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS és una técnica que permet separar les
proteines segons el seu pes molecular. E1 SDS desnaturalitza les proteines i cobreix la seva
superficie amb carregues negatives de manera que elimina els possibles efectes de la carrega
intrinseca de cadascuna. Aixi doncs, en un camp eléctric les proteines migren en funcié del
seu pes molecular.

Els gels de poliacrilamida-SDS estan formats per dues fases: la fase superior o gel
d’apilament, 1 la fase superior o gel separador. Cadascuna d’elles presenta un pH i un
percentatge d’acrilamida diferent, havent sigut aquest Gltim un 5% pel gel d’apilament 1 d’un

10 a un 18% pel separador, depenent del pes molecular de les proteines a analitzar.

Composici6 del gel apilador: Composici6 del gel separador:
acrilamida:bisacrilamida 29:1 5% acrilamida:bisacrilamida 29:1 10-18%
Tris-HC1 0,125 M pH 6.8 Tris-HC1 0,4 M pH 8,7

SDS 0,1% SDS 0,1%

6 ul PSA 10%/ml solucio 6 ul PSA 10%/ml solucio

3 ul TEMED/ml solucio 3 ul TEMED/ml solucio

A les mostres se’ls hi va afegir tamp6 de carrega desnaturalitzant de proteines PLB 5x
(Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 21,75%, SDS 5%, blau de bromofenol 0,25%) i un 10%
de B-mercaptoetanol, es van escalfar 5 minuts a 95°C 1 es van carregar immediatament. Com a
tampod d’electroforesi es va utilitzar Laemmli 1x (SDS 0,1%, glicina 200 mM, Tris base 25
mM, pH 8,3-8,5) i es van correr a 25 o a 60 mA segons si es tractava d’un gel tipus Mini-
Protean (8,5x8,5 cm) o gels grans de 20x20 cm, respectivament.

Un cop migrats, els gels van ser tenyits amb blau de Coomassie o es van transferir a
una membrana de nitrocel-lulosa (veure el segiient apartat). Per la tinci6 amb blau de

Coomassie els gels es van incubar uns 20 minuts en la solucié de tinci6 CBB (Coomassie blue

brilliant 0,05%, etanol 40%, acid acetic 10%) 1 després, per eliminar I’excés de colorant, es

van destenyir amb una solucio d’acid acétic 10%.
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2.3.4.- Western blot

Aquesta técnica permet la deteccid de proteines presents en un gel de poliacrilamida-
SDS transferit a una membrana de nitrocel-lulosa mitjancant 1’Gs d’anticossos especifics. Aixi
doncs, com a primer pas es va dur a terme una electroforesi SDS-PAGE (veure apartat
anterior) i posteriorment es va transferir el gel a una membrana de nitrocel-lulosa Optitran
(Schleicher & Schuell). Aquest pas es va realitzar emprant una cubeta amb tampd de
transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 40 mM, SDS 0,05%, metanol 20%) i aplicant un
voltatge de 80 V durant 3 hores a 4°C 1 amb agitacio constant.

Un cop finalitzada la transferéncia, es va incubar la membrana en agitacié durant 1
hora o tota la nit amb la solucié de bloqueig (PBS 1x (NaCl 125 mM, Na,HPO4 17 mM,
NaH,;PO4 8 mM), llet en pols 5%, Tween 20 0,1%, azida sodica 0,01%) per tal d’evitar la

unid inespecifica dels anticossos a la membrana. Posteriorment, es van fer 3 rentats de 5
minuts amb PBST (PBS 1x, Tween 20 0,1%) 1 es va incubar amb la dilucié d’anticds primari
adient en cada cas durant 1 hora, a temperatura ambient i amb agitaci6 constant (la diluci6 es
va fer amb PBST). Llavors, es van fer 3 rentats més de 5 minuts amb PBST i es va incubar
amb la dilucié adequada d’anticos secundari (diluit amb PBST) durant 1 hora, a temperatura
ambient 1 amb agitacid constant. Finalment, es van fer 5 rentats de 5 minuts amb PBST i es va
procedir a la deteccié mitjangant quimioluminesceéncia.

Per a la deteccio de I’anticos secundari fusionat a la peroxidasa de rave (HRP) es van
barrejar 10 ml de Soluci6 de Luminol (Tris-HCI 0,1 M pH 8,6, luminol sodic 1,25 mM, H,0,
2,7 mM) amb 10 pl de Solucié Enhancer (acid p-hidroxicumarinic 0,1% en DMSO), es va

aplicar sobre la membrana i es va incubar durant 1 minut. Després es va assecar la membrana
1 es va exposar amb una pel-licula fotografica Agfa Curix RP2 el temps adient per obtenir un

senyal optim.

2.4.- ASSAIG D’INTERACCIO PROTEINA-PROTEINA IN VITRO: GST-
PULLDOWN

L’assaig de GST-pulldown permet analitzar la interaccidé entre dues proteines en
condicions in vitro. Es tracta d’expressar una de les proteines fusionada a GST (Glutatio S-
transferasa) 1 unir-la a la reina Glutathione Sepharose 4B de manera que s’obté una columna

d’afinitat. Aleshores s’incuba amb un extracte proteic i s’analitzen les proteines que queden
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retingudes. La deteccid de les proteines que interaccionen especificament amb la columna pot
ser realitzada mitjangant Western blot o amb marcatge radioactiu. En aquest treball es va fer

servir el segon metode donada la seva major sensibilitat i la manca de soroll de fons.

2.4.1.- Transcripcié-traduccio in vitro en lisats de reticulocits

Per marcar radioactivament les proteines a estudiar amb *°S-Met es va utilitzar el
sistema de transcripcio-traduccié in vitro TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System
(Promega). Aquest metode permet 1’obtencié d’una proteina marcada, mitjancant la
incorporacié d’aminoacids precursors marcats radioactivament, a partir d’'un plasmidi que
conté el gen d’interés sota el control d’un promotor especific de I’'RNA polimerasa T7. La
maquinaria necessaria per dur a terme tot aquest procés de transcripcid 1 traduccid €s
proporcionada per un sistema de lisat de reticulocits de conill.

Aixi doncs, es van clonar els cDNAs que codifiquen per les proteines senceres de Cid 1
Ppa, aixi com els seus diferents dominis (Cid-Nt, Cid-Ct, Ppa-LRRs i Ppa-ALRRs) en vectors
que contenen un promotor especific de ’'RNA polimerasa T7, com son el pBluescript 11 SK
(Stratagene) i el pET-29b. Es a dir, per poder dur a terme la reaccié de transcripcio-traduccio
in vitro 1 obtenir les proteines marcades radioactivament, es van construir els plasmidis: pET-
Cid, pET-CidNt, pET-CidCt, pBSPpa, pET-ALRRs 1 pET-LRRs (veure apartats 12.1 1 1.2.2
d’aquest capitol).

Per dur a terme la reacci6 de transcripcio-traduccio in vitro es van barrejar en un
eppendorf:
- 12,5 l de lisat de reticulocits de conill TNT®
- 1 ul de tampo de reaccio TNT®
- 0,5 pl de la barreja de reaccioé d’aminoacids sense metionina TNT®
-2 ul de Redivue™ L-[**S]-metionina a 10 mCi/ml (Amersham Biosciences)
- 0,5 ul de RNAsin® (inhibidor de ribonucleases) (Promega) a 40 U/ul
- 0,5 pg de DNA motlle
- 0,5 ul de RNA Polimerasa T7 TNT®
- H,O esteril lliure de nucleases fins a 25 pl

Es molt important que el DNA estigui lliure d’etanol, calci, RNases i sals ja que sin6

es pot inhibir la reaccid.
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Un cop mesclats, es va deixar incubant a 30°C durant 1 hora i 15 minuts i es va
guardar a -20°C fins el moment de fer el pulldown. Per determinar 1’eficiéncia de traducci6 i
de marcatge es va analitzar 1 ul de cada reacci6. Per aixo, es van carregar les diferents
mostres en un gel SDS-PAGE al 12%, el qual es va transferir a una membrana de
nitrocel-lulosa i es va exposar durant tota la nit a -80°C amb una pel-licula d’autoradiografia

BIOMAX-MS (Kodak) (Figura M.2).

Figura M.2.- Marcatge amb *’S-Met mitjancant transcripcié-traduccié in vitro. Els ¢cDNAs de les
construccions indicades van ser clonats al vector pET29b, excepte Ppa que es va clonar al pBluescript II SK
(+), els quals contenen promotors especifics de la T7 RNA polimerasa. Llavors, es va realitzar la transcripcio-
traduccié in vitro amb el kit TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) i Redivue™ L-[*’S]-
metionina, de forma que es van obtenir les proteines marcades radioactivament amb *S-Met. La figura mostra
l’analisi per SDS-PAGE d’1 ul de cadascuna de les reaccions.

2.4.2.- Unié6 de les proteines fusionades a GST amb la Glutati6 Sefarosa

Per dur a terme 1’assaig d’interaccid proteina-proteina es van expressar tant Cid 1 Ppa
senceres com els seus dominis fusionats a GST (veure apartat 2.3.2 d’aquest capitol), aixi
com el GST sol a partir del vector pGEX-KG.

Ara bé, donat que la purificacio de les proteines fusionades a GST es fa mitjangant la
mateixa reina Glutathione Sepharose 4B que s’utilitza per ’assaig de pulldown, a I’hora de

purificar les proteines, enlloc d’eluir-les i després tornar-les a immobilitzar, després del tercer
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rentat: es va recollir la reina en un eppendorf, es va rentar 2 cops amb 1 ml de NETN (veure
apartat 2.3.2 d’aquest capitol) centrifugant 2 minuts a 3000 rpm i es va guardar a 4°C (amb
una mica de volum perque no pot assecar-se).

Llavors, es van analitzar 10 pl de cada reina mitjancant SDS-PAGE amb un gel del
12% per determinar de forma aproximada les concentracions de proteines presents i poder

igualar-les a I’hora de fer el pulldown (Figura M.3).

Figura M.3.- Obtencio de proteines fusionades a GST. Per dur a terme ['assaig de GST-pulldown es
van expressar a la soca d’E. coli les proteines indicades fusionades a GST, aixi com GST sol, i es van purificar
mitjangant cromatografia d’afinitat amb la reina Glutathione Sepharose 4B. Per realitzar I’assaig les proteines
no es van eluir i es van analitzar 10 ul de cada reina per SDS-PAGE i tincio amb coomassie.

2.4.3.- Assaig GST-pulldown

Per realitzar 1’assaig de pulldown, les reines de Glutatio Sefarosa amb les proteines
GST unides van ser incubades amb les proteines marcades amb *°S-Met. Es van fer totes les
combinacions possibles d’ambdues proteines: Cid i els seus dominis marcats amb *°S-Met
respecte les diferents fusions de Ppa amb GST i a I’inrevés. Com a control negatiu es va
utilitzar GST.

En un eppendorf d’1,5 ml es van barrejar 20 pl de cadascuna de les reines amb les

proteines de fusié immobilitzades (0,5-1 pg) amb:
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- 200 pl de tampd Z° (Hepes 25 mM pH 7,5, MgCl, 12,5 mM, glicerol 20%, NP40 0,1%, KC1
150 mM)
-1 pl de DTT 200 mM
- 6 ul de BSA 5 mg/ml

Es va preincubar durant 10 minuts a temperatura ambient i en rotacié en una ndria.
Aleshores es van afegir 0,5-10 pl de les proteines marcades amb *>S-Met i es va deixar una
hora més, també rodant a temperatura ambient. Llavors, es va centrifugar la reina de sefarosa
1 minut a 3000 rpm i es van fer 4 rentats amb 1 ml de tampd NETN (veure composicio a
I’apartat 2.3.2 d’aquest capitol) per eliminar la radioactivitat no incorporada. Finalment, es
van resuspendre les boletes en 20 pl de tampo de carrega de proteines PLB 5x (veure
composicid a I’apartat 2.3.3 d’aquest capitol), es van desnaturalitzar durant 3 minuts a 95°C
(moment en que la proteina es desenganxa de la reina i queda al sobrenedant) i es van carregar
totes les mostres en un gel de poliacrilamida-SDS, junt a un input corresponent al 20% de la
proteina marcada que s’havia afegit als pulldowns. Es va transferir a una membrana de
nitrocel-lulosa i es va exposar durant tota la nit a -80°C amb una pel-licula d’autoradiografia

BIOMAX-MS (Kodak).

2.5.- OBTENCIO I PURIFICACIO D’ANTICOSSOS

2.5.1.- Obtencio d’anticossos policlonals

Es van obtenir anticossos policlonals especifics contra I’extrem N-terminal de Cid
injectant la proteina recombinant CidNt-His en conills. Per aixo es va expressar la proteina de
fusio a E. coli (veure apartat 2.3.1 d’aquest capitol). Com que I’extrem N-terminal de Cid és
relativament petit (només té uns 41 aminoacids), per evitar que els anticossos es generessin
contra la cua de 6 histidines, es van digerir uns 800 ug de proteina amb 24 unitats de
Trombina (Amersham-Pharmacia-Biotech) en PBS 1x i un volum de reaccié de 2,4 ml, és a
dir, 0,028 unitats Trombina/pg proteina i 0,01 unitats Trombina/ul digestio. La reaccid es va
dur a terme durant tota la nit a 37°C. Al dia seglient es va aturar la reaccié amb 2 volums de

Solucié d’aturada (PMSF 20 mM, PLB 3x, B-mercaptoetanol 2,8M) i es va carregar la mostra

en un gel de poliacrilamida-SDS del 15%, de 20x20 cm i un gruix d’1,5 mm, fent servir com
a pou una pinta dels MiniProtean posada al revés. El gel es va tenyir amb una solucid fresca

de Coomasiae 0,05% en aigua durant uns deu minuts i es va retallar la banda d’interes.
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Llavors, es va tallar en trossos petits i es va passar per una xeringa de 2 ml, dipositant-la en un
eppendorf de 1.5 ml. Per tal que I’acrilamida quedés el més fina possible i aixi evitar
possibles obturacions de 1’agulla a I’hora de la immunitzacié del conill, es va fer un forat amb
una agulla a la base d’aquest tub, es va col-locar dins d’un altre i1 es va centrifugar a 14000
rpm durant 2 minuts. Aquest procés es repeteix dos vegades més, disminuint cada cop el
tamany del forat de la base de I’eppendorf. Finalment, es resuspen la mostra amb 1 volum de
PBS 1x (veure composicio a ’apartat 2.3.4 d’aquest capitol) fent vortex. Ha de quedar una
solucid viscosa que s’ha de poder agafar amb la pipeta, siné se li afegeix més PBS.

Les immunitzacions van ser realitzades en conills de forma subcutania per la Dra.
Josefina Casas de I’estabulari del CID-CSIC (Barcelona). Es va fer una primera immunitzacié
amb I’antigen 1 1 volum d’adjuvant de Freund complet (Sigma). Després, es van fer dos
recordatoris amb intervals de 15 dies, aquests ja amb adjuvant incomplet (Sigma). L’adjuvant
de Freund és una emulsiéo d’oli mineral-aigua preparada amb olis no metabolitzables que
protegeix I’immunogen d’una degradacié accelerada. L’adjuvant complet es diferencia de
I’incomplet per la preséncia del muramil dipéptid del bacteri Mycobacterium tuberculosis,

que fa incrementar el nivell de limfoquines generant una resposta immune primaria més forta.
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Figura M.4.- Especificitat del serum a-CidNt. Per determinar [’especificitat del serum o-CidNt vam
realitzar un analisi per Western blot amb diferents proteines recombinants: Cid fusionat a una cua d’histidines
(Cid-His), ’extrem C-terminal de Cid fusionat a una cua d’histidines (HF D¢;,-His), [’extrem N-terminal de Cid
que havia estat digerit amb trombina per eliminar la cua d’histidines (N¢iq), [’extrem N-terminal de Cid fusionat
a una cua d’histidines (N¢;~His) i, com a control negatiu, Scp160, que és una proteina amb multiples dominis
KH de S. cerevisiae (cedida pel Dr. Francesc Xavier Marsellach). El serum es va utilitzar a una dilucio 1:5000.
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Uns 10 dies després de 1’ultima immunitzaci6 es van realitzar sagnats durant tres dies
consecutius. Per processar la sang extreta dels conills, primer es va deixar reposant durant un
parell d’hores a temperatura ambient. Posteriorment, es va centrifugar a 2000 rpm durant 10
minuts a 4°C 1 es va recollir la fase superior, que és la corresponent al serum. Es va afegir
azida sodica a una concentracid final de 0,02%, es va aliquotar, es va congelar amb neu
carbonica i es va guardar a -80°C.

Finalment, per comprovar 1’especificitat de 1’anticos es va realitzar un Western blot

amb proteina recombinant (Figura M.4).

2.5.2.- Purificacio d’anticossos per afinitat

Per aconseguir anticossos especifics contra I’extrem N-terminal de Cid es va purificar
per afinitat el sérum obtingut de la immunitzacié dels conills. Consisteix en unir 1’antigen
utilitzat a un suport solid sobre el qual s’aplica el sérum policlonal. D’aquesta manera només
son retinguts a la columna els anticossos especifics, els qual poden ser eluits posteriorment.

Concretament, es va unir la proteina de fusi6 recombinant CidNt-His (veure apartat
2.3.1 d’aquest capitol) a la reina Ni-NTA Agarose (Qiagen). Llavors, es va rentar la columna
amb 10 ml de Tamp6 B (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4) i es van passar 2 ml de
sérum. Posteriorment, es van fer dos rentats amb 10 ml de Tamp6 B 1 un tercer amb 10 ml de
Tampé C (NaCl 2 M, Tris-HCl 50 mM pH 7,4). Finalment, s’elueix amb una soluci6 de
MgCl, 4 M.

Per comprovar si la purificacié havia funcionat es va realitzar un Western blot amb
proteina recombinant fent servir 1’eluit de la columna com a anticds primari i comparant-lo

amb el sérum.

2.6.- METODES DE TREBALL AMB LES CEL-LULES Kec

2.6.1.- Manteniment de les cél-lules
2.6.1.1.- Creixement
Les cel-lules Ke es van créixer a 25°C sense CO, amb medi Schneider (Sigma)
suplementat amb 100 pg/ml d’estreptomicina (Gibco), 100 unitats/ml de penicil-lina (Gibco) i
un 10% de sérum fetal bovi (FBS) (Gibco), el qual s’ha d’inactivar 30 minuts a 56°C.
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Es van anar mantenint en flascons Corning de 75 cm® a una densitat de 1-8:10°
cel-lules/ml en un volum de 5-6 ml, fent dilucions 1/6 o 1/8 cada 3-4 dies. Per obtenir grans
quantitats de cél-lules per transfectar es va preparar un flascé de 175 cm? fent una dilucio 1/6
en un volum final de 30 ml a partir de c¢l-lules bastant crescudes i es va deixar créixer durant

3-4 dies.

2.6.1.2.- Congelacio
Per congelar les cél-lules es va créixer un flascé de 75 cm? fins a una densitat de 5-10°
cel-lules/ml. Per recollir les cel-lules es va transferir el cultiu a un falcon de 15 ml i es va
centrifugar 2 minuts a 1300 rpm a temperatura ambient. Llavors, es va eliminar el
sobrenedant 1 es va resuspendre el sediment cel-lular amb 900 pl de FBS. Es va passar a un
criotub 1 es va afegir gota a gota 100 ul de DMSO. El procés de congelacio ha de ser lent. Per
aixo, primer es va guardar el criotub durant 2 hores a -20°C, després tota la nit a -80°C 1,

finalment es va guardar en nitrogen liquid.

2.6.1.3.- Descongelacio
Es va agafar un criotub de cel-lules Kc guardat en nitrogen liquid i es va descongelar
rapidament entre les mans. Llavors, es va passar a un falcon de 15 ml amb 5 ml de medi
temperat, es va centrifugar 2 minuts a 1300 rpm a temperatura ambient i es va resuspendre el
sediment cel-lular amb 5 ml de medi. Finalment, es va passar a un flascoé Corning de 75 cm? i

es va deixar créixer durant 3-4 dies.

2.6.2.- Transfeccio pel metode de fosfat calcic

Per transfectar transitoriament els DNA plasmidics es va fer servir el métode de fosfat
calcic. Aquest facilita la seva entrada dins de la c¢l-lula mitjancant la formacié de precipitats
de DNA-fosfat. El fet que la transfeccid sigui transitoria fa que s’hagi d’analitzar en un
periode de 24 a 72 hores.

Per obtenir suficient ce¢l-lules per transfectar es van créixer a una densitat
d’aproximadament 6-10° cél-lules/ml en un volum de 30 ml en flascons de 175 cm”. Un cop

quantificada la concentracié exacta mitjancant un comptatge amb la camara de Neubauer, es
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van inocular 2:10° cél-lules en plaques de cultiu de 60 mm” (Corning) en un volum final de 5
ml i es van incubar 24 hores a 25°C.

Per cada placa es van transfectar 10 pg de DNA (obtingut a partir de maxipreparacions
amb columnes de Quiagen) en un volum final de 50 pl. Com que cada transfeccio es va fer
per duplicat les barreges es van preparar escalades a 2,5 transfeccions.

Aixi doncs, al dia segiient de plaquejar les cel-lules es van preparar en eppendorfs les
quantitats de DNAs necessaries en un volum final de 125 pl 1 a cadascun es va afegir 1 ml de
CaCl; 0,25 M esterilitzat per filtracié amb un filtre de 22 um. En un tub falcon de 15 ml es va
afegir 1 ml de HeBs 2x (NaCl 250 mM, KCI 9 mM, Na,HPO4 1,5 mM, glucosa 10 mM,
HEPES 50 mM pH 7,1), esterilitzat també per filtraci6. Llavors, mentre es vortejava
suaument es va afegir gota a gota la barreja de DNA-CaCl, sobre el HeBS 2x per produir
precipitats de tamany petit 1 aspecte blanquinds. Aquests precipitats es van incubar durant 35
minuts a 25°C 1, transcorregut aquest temps, es van afegir 850 ul per placa. Les plaques es van

incubar durant 24, 48 1 72 hores a 25°C.

2.6.3.- Analisi de la transfeccio per microscopia de fluorescéncia

Per determinar 1’eficiencia de la transfeccio i la localitzacio de les proteines d’intercs
fusionades a YFP es va utilitzar microscopia de fluorescencia. Per aixo, un cop transfectades i
transcorregut el temps desitjat (24, 48 o 72 hores) es van impactar les cél-lules sobre
portaobjectes mitjancant citocentrifugacid. Primer es van desenganxar suaument de la placa
de transfeccidé amb 1’ajut d’un raspador i es van barrejar 300 pl de cel-lules amb 1 ml de medi

hipotonic MAC (glicerol 50 mM, KCI 5 mM, NaCl 10 mM, CaCl, 0,8 mM, sacarosa 10 mM).

Llavors, es van incubar durant uns 5 minuts per tal que les cél-lules s’inflessin a I’incorporar
aigua, pero sense passar-se del temps perque poden acabar rebentant. Rapidament, es van
col-locar, amb molt de compte per tal que no es formessin bombolles, 200 ul d’aquesta barreja
als embuts de la citocentrifuga acoblats als portaobjectes. Es van centrifugar durant 10 minuts
a 500 rpm amb acceleracié baixa a una citocentrifuga ThermoShandon Cytospin 4. Per
acoblar els embuts 1 els portaobjectes es fan servir uns clips 1 entre ells es posa un filtre
(Shandon). Aixi, amb aquest sistema, les cel-lules queden impactades en un petit cercle del
portaobjectes que coincideix amb la sortida de I’embut i un forat que té el filtre.

Després, es van deixar assecar el portaobjectes durant una hora a temperatura ambient

1 es van fixar les c¢l-lules posant uns 50 pl de paraformaldehid 3,6% (diluit en PBS 1x)
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directament sobre el cercle. Es van incubar durant 10 minuts a temperatura ambient i es van
rentar amb PBS 1x durant 15 minuts. En aquest punt els portaobjectes es van guardar secs a
4°C embolicats en paper de plata fins al moment en que s ’havien de fer servir.

Quan es van voler mirar al microscopi de fluoresceéncia es van temperar, es va afegir
10 pl de medi de muntatge Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) al qual s’havia afegit DAPI
(500 ul Mowiol + 50 ul DAPI 2 ng/ml). Llavors, I’observacio es va realitzar en el microscopi
de fluorescéncia Eclipse E-800 (Nikon) i les fotografies es van fer amb una camara Colorview
12 utilitzant com a software el programa Analysis. Finalment, les imatges van ser analitzades
amb 1’Adobe Photoshop 1 els comptatges es van fer manualment. Per cadascuna de les
transfeccions es va determinar, a partir d’aproximadament 1000 c¢l-lules totals, el nimero de
cel-lules no transfectades i1 el nimero de c¢l-lules transfectades que presentaven cadascun dels
patrons de localitzacié (L, M 1 D) 1 es va calcular:

- ’eficiéncia de transfeccio: (n° total cél-lules transfectades/n® total de cél-lules)x 100

- percentatge de cel-lules amb patré L: (n° total cel-lules L/n°® total de cel-lules
transfectades)x100

- percentatge de cel-lules amb patr6 M: (n° total cel-lules M/n°® total de cél-lules
transfectades)x100

- percentatge de cel-lules amb patré D: (n° total cel-lules D/n® total de cél-lules

transfectades)x100

Els resultats presentats son la mitja de tres experiments independents.

2.6.4.- Tractament amb Trité X-100

Per determinar si les proteines sobreexpressades es trobaven unides o no al DNA es va
fer un tractament amb Tritd6 X-100, el qual solubilitza les no unides. En aquest cas el procés
per obtenir les mostres va ser diferent. Aixi doncs, 24 hores després de la transfeccio es van
posar uns 20 ul de concanavalina 0,5 mg/ml sobre cobreobjectes de 12 mm i es van deixar
assecar durant 1 hora a temperatura ambient dins de la campana de flux laminar. Passat aquest
temps es van introduir als pous d’una placa d’Elisa de 24 pouets, es van afegir 600.000
cel-lules/pou en un volum de 0,5-1 ml i es van deixar creixent 24 hores més a 25°C. Al dia
segiient, es va eliminar el medi de cultiu i, dins del mateix pou, es van afegir 200 pul de Trito

X-100 0,5%. Es va incubar durant 10 minuts, es va fer un rentat amb PBS 1x i es va fixar amb
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paraformaldehid 3,6% durant 10 minuts. Es va fer un tltim rentat amb PBS 1x de 10 minuts i
es van muntar sobre un portaobjectes amb 5 ul del medi de muntatge Mowiol-DAPI (500 pl
Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) + 50 ul DAPI 2 ng/ml).

2.6.5.- Separacio de les cél-lules deslocalitzades mitjancant citometria de flux i
analisi per microscopia de fluorescéncia

La citometria de flux permet 1’analisi de particules en funcio6 de la seva fluorescencia i
la seva mida. Nosaltres vam emprar aquesta técnica per separar la poblaci6 de cél-lules amb
Cid-YFP deslocalitzada. Per aixo es va utilitzar el citometre de flux MoFlo dels Serveis
Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona. Es un FACS (Fluorescence Analizer Cell
Sorter) que permet purificar poblacions cel-lulars d’unes determinades caracteristiques, en
aquest cas la fluorescéncia que emeten.

Aixi doncs, es van transfectar unes 10 plaques de 60 mm? de cél-lules K¢ amb 10 pg
de pCID-YFP, seguint el protocol de precipitats de fosfat calcic, i es va procedir a la separacio
48 hores després. Les cel-lules es van desenganxar de les plaques amb 1’ajut d’un raspador, es
van passar a un falcon de 50 ml i es van centrifugar durant 2 minuts a 1300 rpm 1 temperatura
ambient. Llavors, es va resuspendre el sediment cel-lular en un petit volum de medi, es va
determinar la concentraci6 comptant amb la camara de Neubauer i es va ajustar per tal de
tenir uns 2 ml amb 107 cél-lules/ml.

Primer es va fer un analisi de cel-lules Kc sense transfectar per determinar els nivells
d’autofluorescencia i poder escollir a partir de quin nivell de fluoresceéncia separavem per
poder obtenir una poblacié rica en cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada. Les cel-lules
separades es van recollir en una placa d’Elisa de 6 pouets que contenien 1 ml de medi i es van
afegir unes 300.000 cel-lules per pou. També es van recollir unes 300.000 c¢l-lules de les
descartades, que en realitat sobn una barreja de célllules no transfectades i cél-lules
transfectades que donen poca fluorescéncia. Com que les cel-lules surten diluides amb PBS
1x, es van recollir centrifugant-les durant 2 minuts a 1300 rpm, es van resuspendre en 300 pl
de medi i es van posar en pous d’una placa d’Elisa de 24.

Per poder analitzar les cel-lules per microscopia de fluorescéncia, com que teniem un
nimero de cel-lules molt petit, es van enganxar en cobreobjectes de 12 mm tractats amb
concanavalina. Aixi doncs, es van posar uns 20 ul de concanavalina 0,5 mg/ml sobre els

cobreobjectes 1 es van deixar assecar durant 1 hora a temperatura ambient dins de la campana
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de flux laminar. Passat aquest temps es van introduir als pous de la placa d’Elisa i es van
afegir les cel-lules. Per analitzar la localitzacio de Cid-YFP a les cel-lules transfectades just al
moment de separar-les es van incubar amb el cobreobjectes durant 2 hores. Per mirar la
localitzacid 24 hores després de la separacio, es van incubar durant tota la nit.

Transcorregut el temps d’incubacid corresponent, es va eliminar el medi del pou, es va
fixar amb paraformaldehid 3,6% i es va rentar amb PBS 1x. Finalment, es van muntar amb 5

ul de medi de muntatge Mowiol-DAPI (500 ul Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) + 50 pl

DAPI 2 ng/ml). Les mostres van ser analitzades per microscopia de fluorescencia tal i com

s’explica a I’apartat 2.6.3 d’aquest capitol i es van realitzar els mateixos calculs.

2.6.6.- Tractament amb ’inhibidor de proteosoma MG132

Per determinar si Cid-YFP pateix un procés de degradacié proteosomica es va utilitzar
I’inhibidor de proteosoma MG132. Aixi doncs, les cél-lules es van transfectar seguint el
mateix protocol de sempre perd 39 hores després de la transfeccid es va comengar el
tractament, afegint MG132 (Sigma) al medi de cultiu a una concentracié final de 10 uM a les
39, ales 42 1 a les 45 hores. 48 hores després de la transfeccio, és a dir, després de 3, 61 9
hores de tractament, es van recollir les cél-lules tractades amb MG132 1 cél-lules no tractades,
analitzant-se la localitzacio de Cid-YFP per microscopia de fluorescencia tal i com s’ha
explicat a 1’apartat 2.6.3 d’aquest capitol. En cadascun dels moments en que es va afegir
I’inhibidor també es van recollir aliquotes de cel-lules, les quals també van ser analitzades per
microscopia de fluoresceéncia.

En el cas de les cel-lules separades per citometria de flux (apartat 2.6.5 d’aquest
capitol), 18 hores després de la separacio es va afegir MG132 10 uM al medi de cultiu i es
van incubar les cél-lules durant 6 hores més a 25°C abans del seu analisi per microscopia de

fluorescéncia.

2.6.7.- Immunolocalitzacions

Les immunolocalitzacions de Cid i de la fosfoserina 10 de la histona H3 (PSer'’H3)
van ser realitzades en cél-lules Kc transfectades amb els plasmidis d’expressié d’interes. Les
cel-lules van ser processades igual que per analitzar la transfeccid per microscopia de
fluorescencia (veure apartat 2.6.3 d’aquest capitol) perd, després de guardar els portes secs a

4°C enlloc d’afegir el medi de muntatge es va fer la immunolocalitzacio.
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Per permeabilitzar les cel-lules i facilitar I’entrada dels anticossos, es van fer 2 rentats
de 10 minuts amb PBT-BSA (PBS 1x, BSA (Fracci6 V) 0,1%, Tween 20 0,2%). Aleshores es
van col-locar a sobre de les cel-lules 10 pl del corresponent anticos primari diluit també amb
PBT-BSA. Es va posar al damunt un cobreobjectes i es va incubar dins d’una camara humida
durant 1 hora a temperatura ambient i tota la nit a 4°C.

Els anticossos primaris emprats van ser: una dilucié 1:50 de a-CidNt purificat per
afinitat, una dilucié 1:250 de sérum a-CidNt i una dilucié 1:500 de a-PSer'’H3 (Upstate).

Al dia segiient es van fer 2 rentats de 10 minuts amb PBT-BSA i es va fer la incubacid
amb I’anticos secundari. Es van afegir 10 pl de 1’anticos, es va posar un cobreobjectes i es va
incubar durant 45 minuts a temperatura ambient dins d’una camara humida. L’anticos
secundari que es va emprar va ser una dilucio 1:400 en PBT-BSA d’un anticonill conjugat
amb el fluorocrom Cy3 (Jackson ImmunoResearch).

Posteriorment, es van fer 2 rentats de 10 minuts amb PBT-BSA per eliminar I’excés de
secundari 1 després 2 més amb PBS 1x. Finalment, es van afegir 10 ul del medi de muntatge
Mowiol-DAPI (veure apartat 2.6.3 d’aquest capitol) i es va col-locar un cobreobjectes.

L’observacio es va realitzar en el microscopi de fluorescéncia Eclipse E-800 (Nikon) i
les fotografies es van fer amb una camara Colorview 12 utilitzant com a software el programa
Analysis. Les imatges van ser analitzades amb 1’Adobe Photoshop i els comptatges es van fer
manualment. D’aquesta manera es van realitzar els segiients calculs:

- percentatge de cél-lules no transfectades que donen senyal amb a-PSer'°H3:

(n° cél-lules no transfectades amb a-PSer'%/n° total de cél-lules no transfectades)x 100
- percentatge de cél-lules amb patrd de localitzacid L que donen senyal amb a-PSer'’H3:

(n° cél-lules amb patré L amb a-PSer'*/n° total de cél-lules amb patré L)x100
- percentatge de cél-lules amb patr6 de localitzacié M que donen senyal amb a-PSer'*H3:

(n° cél-lules amb patré M amb o-PSer'*/n° total de cél-lules amb patré M)x100
- percentatge de cél-lules amb patrd de localitzacié D que donen senyal amb a-PSer'’H3:

(n° cél-lules amb patré D amb a-PSer'*/n° total de cél-lules amb patré D)x100

Els resultats presentats son la mitja de tres experiments independents on a cadascun

dels quals s’han comptat un minim de 1000 cél-lules totals.
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2.6.8.- Seguiment in vivo del cultiu amb el microscopi confocal

Per tal d’estudiar el cicle cel-lular de les cél-lules Kc transfectades amb pCid-YFP i el
procés de localitzacio de la proteina de fusido Cid-YFP es va fer un seguiment in vivo amb el
microscopi confocal.

Primer de tot es van transfectar les c¢l-lules mitjancant precipitats de fosfat calcic
(veure apartat 2.6.2 d’aquest capitol) i es van deixar 48 hores a 25°C. Transcorregut aquest
temps, es van recollir les cel-lules, desenganxant-les de la placa amb I’ajut d’un raspador i
centrifugant-les durant 2 minuts a 1300 rpm. Es va resuspendre el sediment cel-lular en 2 ml
de medi nou i es van comptar en una camara de Neubauer. Llavors, es van afegir 1,2:10°
cel-lules en un volum total de 2 ml en una placa de 35 mm de diametre, la qual té un pouet de
14 mm de diametre amb un vidre de 0,16-0,19 mm de gruix (MatTek), tractada préviament
amb concanavalina 0.5 mg/ml. Després d’incubar les cél-lules durant 4 hores a 25°C es va
canviar el medi per 2 ml de medi nou amb 0,3% d’agar (a partir d’un estoc autoclavat d’agar
al 3%). Es va incubar durant 1 hora més a 25°C 1 ja esta llest per ser estudiat al microscopi
confocal.

L’obtencio de les imatges in vivo es va realitzar amb un microscopi confocal Leica
TCS SP2-AOBS utilitzant el laser 488, amb el pic d’excitacio a 514 nm per excitar el YFP de
la proteina de fusi6 transfectada, i captant també¢ imatges de transmissio. Les fotografies es
van captar durant un total de 16 hores amb intervals de 5 minuts i, es va agafar un gruix total
de 13.5 um dividit en 9 seccions de 1.5 um. Per processar les imatges es va utilitzar I’Adobe

Photoshop 1 el video es va muntar amb el programa /mageJ.

2.7.- METODES DE TREBALL AMB Drosophila melanogaster

2.7.1.- Extraccio de DNA genomic

Per obtenir DNA genomic de Drosophila melanogaster es van utilitzar mosques de la
soca oregon. Es va agafar una mosca i es va aixafar dins d’un eppendorf amb 1’ajut d’una
punta de pipeta. Aleshores es van afegir 50 ul de tampé SB (Tris-HCI 10 mM pH 8,1, EDTA
ImM, NaCl 25 mM, Proteinasa K 200 pg/ml) i es va incubar durant 20-30 minuts de 25 a
37°C. Per desnaturalitzar la Proteinasa K es va incubar durant 1 o 2 minuts a 95°C i,
finalment, es va donar un pols de centrifuga i es va guardar el sobrenedant (conté el DNA

genomic) a -20°C.
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2.7.2.- Obtencio d’extractes proteics d’embrions

Per estudiar els nivells proteics de Cid endogen a mosques mutants de Partner of
Paired, Ppa’’, es van obtenir extractes proteics d’embrions de 0 a 12 hores per poder realitzar
un Western blot. Per aix0 es van preparar nius de posta i després d’aproximadament uns 3
dies a 25°C es van comengar a recollir plaques. Cal dir que es va fer tant amb les mosques
mutants com amb mosques salvatges oregon.

Les plaques de posta les vam anar guardant a -80°C, precintades amb parafilm per
evitar que els embrions s’hidratessin, fins que vam tenir unes 4. Llavors, es van decorionitzar
els embrions incubant-los amb lleixiu durant 2 o 3 minuts i es van desenganxar amb [’ajut
d’un pinzell. Aleshores, es van rentar amb PBS/Trité X-100 0,1% sobre un embut de buit que
té una membrana com a filtre per retenir els embrions, i després 2 cops més amb Tris 10 mM
pH 7,5. Amb el pinzell net es van recollir els embrions de la membrana, es van posar en un
eppendorf 1 es van resuspendre amb tamp6é ENB (sacarosa 10%, Tris 10 mM pH 8§, CaCl; 1
mM, PMSF 0.1 mM). El volum emprat va ser d’l ml de tampo ENB per cada 100 pl
d’embrions.

Es va transferir la solucié a un Dounce tipus L i es van fer unes 10-20 passades en gel.
Es va filtrar I’homogenat a través de dos gases, es va centrifugar 5 minuts a 5000 rpm a 4°C i,
finalment, es va resuspendre el sediment en tamp¢é urea (Urea 8 M, Tris 10 mM pH 8, PMSF

0,1 mM). Les mostres es van guardar a -20°C.

2.7.3.- Immunolocalitzacions a embrions

Per estudiar la localitzacio de Cid endogen a les mosques mutants Ppa’’, es van
realitzar immunolocalitzacions a embrions de 0 a 12 hores. Per aix0 es van preparar nius i
després d’aproximadament uns 3 dies a 25°C es van comengar a recollir plaques de posta. Cal
dir que es va fer tant amb les mosques mutants com amb mosques oregon salvatges.

Per recollir els embrions de la placa i decorionitzar-los es va afegir lleixiu i es van
desenganxar amb 1’ajut d’un pinzell. El lleixiu es va deixar durant 2-3 minuts i llavors es van
rentar els embrions amb PBS/Trit6 X-100 0,1% sobre un embut de buit que té una membrana
com a filtre per retenir els embrions. Amb el pinzell net es van recollir els embrions de la
membrana i es van posar en un vial que contenia: 2 ml de PEM (PIPES 0,1 M pH 6,9, MgSOy4
2 mM, EGTA 1 mM), 2 ml d’hepta i 250 pul de formaldehid. Es va deixar en agitacié durant

20 minuts 1 es va extreure el PEM (fase inferior) sense agafar els embrions, els quals es
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queden a la interfase. Llavors, se’ls hi van afegir 2 ml de metanol i es van vortejar durant 20
segons. Els embrions que son bons per fer immunolocalitzacions soén aquells que han estat
fecundats i han perdut la membrana vitel-lina 1 sén els que baixen al fons del tub. Aixi doncs,
es van recollir els embrions que queden al fons amb 1’ajut d’una pipeta Pasteur i es van passar
a un eppendorf. Finalment, es van rentar 2 o 3 cops amb metanol i es van guardar a 4°C,
també en metanol, fins la seva utilitzacio.

Per realitzar la immunolocalitzacié es va eliminar el metanol 1 es van fer 3 rentats
rapid amb PBS/Trit6 X-100 0,1%. Es important mantenir els embrions en metanol i canviar-
los a PBS/Trité X-100 0,1% just al moment de fer la immunolocalitzaci6 ja que el PBS es
contamina amb molta facilitat. Posteriorment es va bloquejar fent 2 incubacions de 30 minuts
amb agitacio en la noria amb PBS/Trit6 X-100 0,1%/BSA 1%. Després es van incubar durant
tota la nit, també a 4°C 1 amb agitaci6 en la noria, amb 1’anticos primari diluit en la mateixa
solucid de bloqueig. En el cas de Cid es va utilitzar una dilucio 1:100 de a-CidNt purificat per
afinitat.

Al dia seglient es va treure 1’anticos primari i es van fer 3 rentats de 15 minuts amb la
mateixa solucié de bloqueig. Aquestes incubacions també¢ es van fer amb agitacid en la noria
perd aquest cop a temperatura ambient. Llavors, es van incubar els embrions amb una dilucid
1:400 de I’anticos secundari en PBS/Trit6 X-100 0,1% durant 2 hores a temperatura ambient i
amb agitacio. Com que I’anticds secundari emprat esta conjugat amb un fluorocrom, en el
nostre cas Cy2 (Jackson immunoresearch), a partir d’aquest moment els eppendorfs s’han de
protegir de la llum amb paper d’alumini. Finalment, es van fer 3 rentats de 15 minuts amb
PBS/Trit6 X-100 0,1% i un Gltim rentat amb PBS 1x.

Per tenyir el DNA en aquest cas enlloc de DAPI es va emprar una tincié amb iodur de
propidi. Per aixo, primer es van incubar els embrions durant 2 hores amb RNasa 0,2 mg/ml a
temperatura ambient i després es van rentar 3 cops durant 15 minuts amb PBS 1x. Llavors, es
van incubar a temperatura ambient durant 10 minuts amb iodur de propidi 3 pg/ml (Sigma).
Finalment, es van fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS 1x i es van muntar sobre un
portaobjectes utilitzant com a medi de muntatge 30 pl de Mowiol (Calbiochem-Novabiochem)
1 cobreobjectes de 24x40 mm.

L’observacio es va realitzar en el microscopi confocal Leica i les imatges van ser
analitzades posteriorment amb 1’Adobe Photoshop.

2.7.4.- Preparacio de neuroblastes
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Per determinar in vivo si els nivells proteics de Cid es veuen afectats per un
mecanisme de degradacié via proteosoma, vam fer immunolocalitzacions a neuroblastes
obtinguts a partir de mosques heterozigotes Pros26'/TM3 (Pros26[1]pb[1]p[p]/TM3,
Sb[1]Ser[1]), les quals presenten una mutacid dominant letal sensible a temperatura per la
subunitat 6 del proteosoma. Com a control es van utilitzar també mosques salvatges oregon.

Vam posar el creuament de 20 mascles i 20 femelles heterozigotes Pros26’ i ho vam
deixar 24 hores a 25°C. Transcorregut aquest temps vam treure les mosques adultes i vam
passar el tub a la temperatura restrictiva de 29°C fins que 5 o 6 dies després les larves han
arribat a I’estadi 3. Es en aquest moment en el que es disseccionen els cervells de les larves
per tal de preparar els neuroblastes.

Aixi doncs, vam disseccionar els cervells de larves a I’estadi 3 en 50 pl de medi sali
NaCl 0,7% 1 els vam rentar en aquest mateix medi durant uns 5 minuts. Després, per tal de
poder observar metafases vam tractar durant 1-2 hores amb 100 pl de colcemida 5 pg/pl
(Roche) en medi sali a les fosques 1 en cambra humida a temperatura ambient. Llavors, vam
fer un xoc hipotonic amb citrat sodic 0,5% a temperatura ambient durant 10 minuts i vam
fixar els cervells amb formaldehid al 3,7% durant 30 minuts, preparant la diluci6 en aigua just
al moment de fer-la servir. A continuacié vam transferir els cervells a un cobreobjectes
siliconat que conté uns 16 pl d’acid acetic 60%, vam col-locar a sobre el portaobjectes 1 vam
fer un squash. Fer un squash consisteix en picar sobre el cobreobjectes amb un punxo6 fins que
desapareixen les taques blanques corresponents als cervells, després es posa a sobre un tros de
paper 1 s’apreta fort amb el dit gros durant uns 10 segons. Finalment, submergim en N, liquid
i guardem els portes en PBS-T (PBS 1x, Trit6 X-100 1%) per seguir amb la

immunolocalitzacio.

2.7.5.- Immunolocalitzacions a neuroblastes

Els neuroblastes es van preparen tal i com s’explica a 1’apartat anterior (2.7.4).

Primer de tot es va bloquejar durant 1 hora amb PBS-T-llet (PBS 1x, Trité X-100 1%,
llet en pols 1%) 1 seguidament es va incubar amb 1’anticos primari. En aquest cas vam
utilitzar una dilucié 1:300 en PBS-T-llet de serum a-CidNt. Concretament es va incubar amb
25 ul de I’anticos, fent servir cobreobjectes de 24x40 mm, en una cambra humida, durant una

hora a temperatura ambient i o/n a 4°C.
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Al dia segiient es van rentar les preparacions 2 cops durant 10 minuts amb PBS-T-llet i
es van incubar durant 45 minuts, en una cambra humida i a temperatura ambient, amb una
diluci6 1:400 en PBS-T-llet de I’anticos secundari Cy3 (anti-conill). Igual que amb el primari,
per la incubaci6 es van utilitzar cobreobjectes de 24x40 mm 1 25 pl d’anticos. A continuacid
es van fer 2 rentats de 10 minuts amb PBS-T-llet i 2 més amb PBS 1x. Per ultim, es van
muntar amb 30 ul de Mowiol-DAPI (50 ul DAPI 2 ng/ul en 500 ul Mowiol), utilitzant també
cobreobjectes de 24x40 mm.

L’observacio es va realitzar en el microscopi de fluorescencia Eclipse E-800 (Nikon) 1
les fotografies es van fer amb una camara Colorview 12 utilitzant com a sofiware el programa

Analysis. Finalment, les imatges van ser analitzades amb 1’Adobe Photoshop.
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1.- ANALISI DELS FACTORS I MECANISMES QUE
DETERMINEN LA LOCALITZACIO CENTROMERICA DE
Cid

L’estudi dels determinants de la localitzaci6 centromeérica de Cid es va realitzar
mitjancant experiments d’expressio transitoria a cel-lules en cultiu. Amb aquesta finalitat es
va fusionar Cid, diverses formes truncades i proteines quimeriques, a la proteina fluorescent
EYFP. Les proteines de fusid es van expressar sota el control del promotor de Cid, per tal de
mimetitzar el maxim possible el nivell i el patré d’expressid de la proteina endogena, i es van

determinar els patrons de localitzacié de les diferents proteines per microscopia de

fluorescéncia.

1.1.- Expressio transitoria de Cid

Per estudiar la localitzaci6é centromerica de Cid vam construir el plasmidi pCid-YFP
(veure apartat 1.2.3 de Materials i M¢todes), el qual permet I’expressi6 de la proteina de fusio
Cid-YFP sota el control del promotor de Cid. Aleshores, es van transfectar cél-lules K¢ amb
10 ng d’aquest plasmidi mitjangant precipitats de fosfat calcic, seguint el protocol de 1’apartat
2.6.2 de Materials 1 Métodes, 1 48 hores després de la transfeccié es van recollir les cél-lules i
es van analitzar per microscopia de fluorescéncia (veure apartat 2.6.3 de Materials 1 Métodes).

Es van observar tres patrons de localitzacid, tant a interfase com a metafase (Figura
R1). Unes cél'lules presentaven un patré de punts que correspon molt probablement a una
localitzacié centromerica (Figura R1, L), a altres es veia Cid-YFP deslocalitzada per tot el
nucli (Figura R1, D) i, a altres es veia un fons de deslocalitzacié sobre el qual s’observava
localitzacié centromérica, les quals vam anomenar de localitzaci6 mixta (Figura R1, M).
Recentment, altres grups han descrit resultats similars (Heun et al. 2006).

Primer de tot, per comprovar si realment el patré de punts (L) que observavem es
corresponia a una localitzaci6 centromerica, vam fer immunolocalitzacions amb anticossos o-
CidNt, que reconeixen especificament el domini N-terminal de Cid. Obviament, aquests
anticossos reconeixen tant la proteina endogena (serveixen com a marcador de la posicio del
centromer) com la transfectada. El fet que la senyal de fluorescéncia (YFP) coincideixi amb

les senyals obtingudes amb a-CidNt (Figura R.2), 1 que no es vegin llocs on hi hagi senyal
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d’anticos 1 no de YFP suggereix que, efectivament, el patré de punts (L) observat amb Cid-

YFP correspon a una localitzacié centromerica.

A)

DAPI YFP  DAPI+YFP DAPI+YFP

Figura R.1.- Patrons de localitzacio obtinguts a ’expressar transitoriament Cid-YFP a cél-lules Kc. A
Dexpressar la proteina de fusio Cid-YFP, sota el control del promotor de Cid, es van obtenir 3 patrons de
localitzacio: un patro de punts corresponent a una localitzacio centromeérica (L), un patré de localitzacio mixta
(M), on s’observa el patré de punts per sobre d’un fons de deslocalitzacio, i un patré de deslocalitzacio (D).
Aquests patrons es van observar tant en cél-lules en interfase (A) com en mitosi (B). El DNA es va tenyir amb
DAPI (blau) i en verd es mostra la senyal de fluorescencia deguda a la fusio Cid-YFP. Les barres corresponen a

5 um.

DAPI+YFP
DAPI aNCld +GNC o

Figura R.2.- Immunolocalitzacions amb anticossos a-CidNt a cél-lules transfectades amb pCid-YFP.
a-CidNt reconeix tant la proteina endogena, utilitzada com a marcador de centromer, com la transfectada. Es
pot observar com totes les senyals d’anticos (vermell) coincideixen amb senyals de YFP (verd), suggerint que no
hi ha cap centromer sense Cid-YFP. El DNA es va tenyir amb DAPI (blau). Les barres corresponen a 5 um.

L’observacio de cromosomes metafasics amb senyal de YFP al llarg de tot el
cromosoma (Figura R.1.B) suggereix que la senyal deslocalitzada (D) a interfase correspon a
I’associaci6 de Cid-YFP al llarg de la cromatina. Per confirmar aquesta hipotesi, vam realitzar

un tractament amb el detergent no ionic Tritd X-100, el qual solubilitza les proteines que no
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es troben unides al DNA. Aixi doncs, es va analitzar la localitzacidé de Cid-YFP a cél-lules Kc
crescudes sobre cobreobjectes amb concanavalina, tractades o no amb Tritdé X-100 (veure
apartat 2.6.4 de Materials 1 Métodes). Tal i com es pot observar a la Figura R.3, el tractament
amb Tritd X-100 no altera els patrons de localitzaciéo de Cid-YFP, observant-se els mateixos
tres patrons: L, M i D (Figura R.3.B). Aquest mateix tractament solubilitza la proteina Ncig-
YFP (Figura R.4), indicant que és efectiu. Tot plegat aquests resultats suggereixen que el
patr6 de deslocalitzacio (D) obtingut amb Cid-YFP correspon realment a una deposicio al

llarg de tota la cromatina.

A) - Trité X-100 B) + Trité X-100

DAPI+YFP DAPI YFP  DAPI+YFP

IR
|-l
*1010

DAPI

Figura R.3.- Tractament amb Trito X-100 de cél-lules Kc transfectades amb pCid-YFP. Ceél-lules Kc
van ser transfectades amb pCid-YFP i es van créixer sobre cobreobjectes amb concanavalina. A) A les cél-lules
no tractades amb Trito X-100 s ’obtenen els mateixos patrons de localitzacio L, M i D, descrits a la Figura R.1.
B) A les cel-lules Kc tractades amb Trito X-100, el qual solubilitza les proteines no unides a DNA, s’ observen els

mateixos patrons de localitzacio. En blau es mostra el DNA tenyit amb DAPI i en verd la senyal de fluorescencia
deguda a la proteina de fusio Cid-YFP. Les barres corresponen a 2 um.

1.2.- Estudi de la contribucio dels dominis N i C-terminal (HFD) a la

localitzacio centromerica de Cid

Per tal de determinar el paper que poden jugar cadascun dels dominis estructurals de
Cid en la seva localitzacid centromerica vam seguir una aproximacié experimental similar a la
descrita a ’apartat anterior. En aquest cas, perd, es van expressar transitoriament a cel-lules
Kc els dominis N i1 C-terminal (HFD) de Cid i diverses proteines quimeriques, tots fusionats a

YFP i sota el control del promotor de Cid.
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1.2.1.-Expressio transitoria de N¢ig i HFDciq

Vam transfectar el plasmidi pNcig-YFP i vam fer el mateix que amb pCid-YFP (apartat
1.1). Aixi doncs, 48 hores després de transfectar vam recollir les cél-lules i vam analitzar la
localitzacié de la proteina de fusidé mitjangant microscopia de fluorescéncia. El que vam
observar va ser que, en totes les cél-lules transfectades, N¢ig-YFP es deslocalitza per tot el
nucli (Figura R.4.A). Aixo s’explica ja que, per homologia amb la histona H3 canonica, el
domini de dimeritzacid per la formacié de nucleosomes i el d’unié a DNA ¢és el C-terminal, és
a dir, extrem N-terminal per si sol no pot ser incorporat al nucleosoma i, per tant, no pot ser
depositat a la cromatina. Llavors, en aquest cas la deslocalitzacié és deguda a una dispersiod
per tot el nucli de la proteina expressada. Queda també demostrat pel fet que al tractar amb
Tritd X-100 cel-lules transfectades amb pNcig-YFP 1 crescudes sobre cobreobjectes tractats
amb concanavalina la senyal es perd, donada la solubilitzacié de les proteines nuclears no
unides a DNA (Figura R.4.B). Aquest resultat a més serveix per validar I’obtingut amb el

tractament amb Tritd X-100 de les cel-lules transfectades amb pCid-YFP (Figura R.3).

A) - Trité X-100

DAPI DAPI+YFP

B) + Trité X-100

DAPI DAPI+YFP

Figura R.4.- Transfeccio de cél'lules Kc amb pNc;-YFP. A) Patro de localitzacio a D’expressar
transitoriament N¢;-YFP a céllules Kc. A [’expressar la proteina de fusio Nciy-YFP sota el control del
promotor de Cid es deslocalitza per tot el nucli. B) Tractament amb Trito X-100. Al tractar amb Trito X-100 la
senyal deslocalitzada desapareix del nucli i s’observa sobre el citoplasma. El DNA es va tenyir amb DAPI
(blau) i en verd es mostra la fluorescéncia deguda a N¢i-YFP. Les barres d’escala corresponen a 5 um.
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Amb el plasmidi pHFDcig-YFP vam seguir també el mateix procediment i el resultat
obtingut a les 48 hores després de transfectar va ser el mateix que per Cid-YFP, observant-se
els mateixos tres patrons de localitzacié (Figura R.5): cel-lules amb localitzacio
exclusivament centromeérica (L), cél-lules amb deslocalitzacio per tot el nucli (D) 1, cél-lules
amb un fons de deslocalitzacid sobre el qual es veu una localitzacié centromerica (M). Aixi
doncs, aquest resultat ens indicaria que el determinant estructural que fa que Cid es depositi al
centromer es troba al seu domini C-terminal. Cal dir que en estudis anteriors amb Cid i
CENP-A ja s’havien obtingut resultats que suggereixen el mateix (Sullivan ef al. 1994; Van
Hooser et al. 2001; Vermaak et al. 2002).

En aquest cas, a I’igual que amb Cid-YFP, vam fer immunolocalitzacions amb
I’anticos a-CidNt per comprovar que realment el patré de punts correspon a una localitzacio
centromerica. El resultat també va ser el mateix: les senyals de YFP i de a-CidNt coincideixen
en tots els punts (Figura R.5). Cal remarcar que en aquest cas 1’anticos, donat que reconeix
especificament I’extrem N-terminal de Cid, només ens esta reconeixent la proteina endogena i
no la fusi6 HFD¢j4-YFP. Llavors, en aquest cas la colocalitzaci6é ens esta confirmant sense

dubtes que el patr6é de punts (L 1 M) correspon a una localitzaci6é centromerica.

DAPI+YFP
+aNg;q4

Figura R.5.- Transfeccio de cél-lules Kc amb pHFD¢;,-YFP. A [’expressar transitoriament la proteina
de fusio HFD¢;s-YFP sota el control del promotor de Cid s observen els mateixos 3 patrons que amb Cid-YFP:
localitzacio centromerica (L), localitzacio mixta (M) i deslocalitzacio per tot el nucli (D). A aquesta figura a
més es mostra com els punts de YFP dels patrons L i M colocalitzen amb la senyal obtinguda amb a-CidNt, el
qual reconeix només Cid endogen. El DNA es va tenyir amb DAPI (blau), en verd es mostra la senyal de
fluorescencia deguda HFDci-YFP i en vermell la senyal corresponent a a-CidNt. Les barres d’escala
corresponen a 5 um.
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1.2.2.-Expressio transitoria de les proteines quimeriques NcigHFDy3 i NysHFDciq
Per intentar analitzar si el domini N-terminal de Cid té alguna contribuci6 a la
localitzacié centromerica de la proteina, vam construir els plasmidis d’expressio pNysHFDcjg-
YFP i pN¢igHFDys-YFP (veure apartat 1.2.3 de Materials 1 Métodes), els quals permeten
I’expressio sota el control del promotor de Cid de les proteines quimeriques NysHFDciq 1

NcigHFDp3 fusionades a YFP, respectivament (Figura R.6.A).

A
) 1 40
127 221
41 136
1 124
DAPI YFP  DAPI+YFP DAPI YFP DAPI+YFP
M .
D

Figura R.6.- Transfeccio de cél-lules Kc amb pNy;HFDcj-YFP i pNci7HFDys;- YFP. A) Esquema
estructural de les proteines quimeériques NysHFDci-YFP i N¢iygHFDys- YFP. NysHFDci-YFP esta formada
pels primers 40 aminoacids de la histona H3.1 (fucsia)i el domini C-terminal de Cid (vermell), que aniria de
I’aminoacid 127 al 221. N¢iuHF Dys-YFP esta formada pels primers 124 aminoacids de Cid (vermell) i el domini
C-terminal de la histona H3.1 (fucsia), que aniria de I’aminoacid 41 al 136. B) Transfeccio de cél-lules Kc amb
PNsHFD ;- YFP. Lexpressio de NiysHFDei-YFP dona els mateixos patrons de localitzacio observats per Cid-
YFP: localitzacio centromerica (L), deslocalitzacio (D) i mixta (M). C) Transfeccio de cél-lules Kc amb
PNciiHFDy;-YFP. L’expressio de NciuHFDys-YFP dona senyal per tot el nucli (D), degut a la preséncia de
l’extrem C-terminal de la histona H3.1 que pot depositar-se al llarg de la cromatina. En B i C es pot veure el
DNA tenyit amb DAPI (blau) i en verd la senyal de fluorescencia deguda a [’expressio de les proteines
quimeriques (YFP). Les barres d’escala corresponen a 5 um.
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En tots dos casos vam seguir el mateix procediment que per Cid-YFP, Ncig-YFP i1
HFDcig-YFP: vam transfectar cel-lules Kc amb el plasmidi d’interés i1 48 hores després vam
estudiar la localitzacié de les proteines expressades transitoriament per microscopia de
fluorescencia (veure apartats 2.6.2 1 2.6.3 de Materials 1 Métodes).

L’expressi6 de NpzHFDcig-YFP déna els mateixos tres patrons de localitzacid
observats amb Cid-YFP (Figura R.6.B): cél-lules amb localitzaci6 exclusivament
centromeérica (L), cél-lules amb deslocalitzacio per tot el nucli (D) i, cél-lules amb un fons de
deslocalitzacié sobre el qual es veu una localitzacié centromérica (M). Aix0 indica que la
substitucié del domini N-terminal de Cid pel N-terminal de la histona H3.1 no afecta a la
localitzaci6 de la proteina, especialment a la seva localitzacid centromerica.

Aquest resultat suggereix que el domini important per la localitzacié de Cid és el C-
terminal, igual que amb D’expressid6 de HFDcig-YFP, 1 que la preséncia d’un extrem N-
terminal diferent del seu, en aquest cas el de la histona H3.1, no 1i afecta.

El patr6 de localitzaci6 de la proteina quimerica NcigHFDys-YFP és ben diferent: esta
deslocalitzada pel nucli a totes les cel-lules transfectades (Figura R.6.C). Aix0, suggereix que,
en aquest cas, ¢s I’extrem C-terminal de la histona H3.1 qui determina que la proteina es
depositi al llarg de tota la cromatina 1 que la preséncia de I’extrem N-terminal de Cid no
afecta a aquesta deposicio.

Es a dir, segons els resultats obtinguts fins el moment semblaria que I’extrem N-
terminal de Cid no té cap paper en la localitzaci6 centromeérica 1 que 1’nic responsable

d’aquesta localitzacid és I’extrem C-terminal amb plegament tipus histona (HFD).

1.2.3.- Expressio transitoria de proteines quimériques portadores dels dominis N-
terminals d’altres variant CenH3

També vam voler veure com afectava la preséncia de I’extrem N-terminal d’altres
variants centromeriques de la histona H3 a la localitzacié centromérica de Cid. Per aixd, vam
construir els plasmidis d’expressié pNcsesaHFDcig-YFP 1 pNenpt HFDCid-YFP (veure apartat
1.2.3 de Materials i Métodes), els quals permeten I’expressio de les proteines quimeriques
d’interés sota el control del promotor de Cid (Figura R.7.A) i, seguint el mateix procediment
experimental que per les construccions emprades amb anterioritat, vam estudiar la seva

localitzacié (veure apartats 2.6.2 1 2.6.3 de Materials i Métodes).
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Figura R.7.- Transfeccio de cél-lules Kc amb pNce,y;HFDci-YFP. A) Esquema estructural de les
proteines quimeériques Ncyy HFDcig-YFP i Nyt HFDcig-YFP. Ny, HFDeig- YFP esta formada pels primers 13
aminodcids de la variant centromérica de S. pombe (Nc,,;, en taronja) i el domini C-terminal de Cid (HFDcg,
aminoacids 127 a 221, en vermell). NegotJHFD - YFP esta formada pels primers 130 aminoacids de la variant
centromerica de S. cerevisiae (Ncyey, en lila) i el domini C-terminal de Cid (HF D¢y, aminoacids 127 a 221, en
vermell). B) Transfeccio de cél-lules Kc amb pNcyJHFD - YFP. L’expressio de Ncg,HFDciyYFP dona els
mateixos tres patrons de localitzacio que Cid-YFP: el tipic patro de punts corresponent a una localitzacio
centromerica (L), un patro de localitzacio mixta on s ’observa una localitzacio centromerica per sobre d’un fons
de deslocalitzacio(M) i un patrd de deslocalitzacié (D). C) Transfeccio de cél-lules K¢ amb pN¢y, HFD ¢;i-YFP.
L’expressio de NcypHFDcig-YFP dona també al mateix tipus de localitzacié. En aquest cas, a més, la
immunolocalitzacié amb a-CidNt demostra una colocalitzacio amb la proteina endogena als centromers. En B i
C es pot veure el DNA tenyit amb DAPI (blau) i en verd la senyal de fluorescéncia deguda a I’expressio de les
proteines quimeriques (YFP). La senyal vermella en B correspon a la immunolocalitzacié amb a-CidNt. Les
barres d’escala corresponen a 5 um.

PNeseaHFDcig-YFP codifica pels primers 130 aminoacids de la variant centromérica de
la histona H3 de S. cerevisae (Csedp) fusionats al domini C-terminal de Cid (HFD,
aminoacids 127 a 221) (Figura 7.A). L’expressi6 d’aquesta proteina quimerica dona lloc al
mateix patrd de localitzaci6 de Cid-YFP i HFDcis-YFP (Figura R.7.B): cél-lules amb

localitzacié exclusivament centromerica (L), cel-lules amb deslocalitzacié per tot el nucli (D)
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i cel-lules amb un fons de deslocalitzacio sobre el qual es veu una localitzacié centromérica
(M).

PNcnptHFDcig-YFP codifica pels primers 13 aminoacids de la variant centromerica de
la histona H3 de S. pombe (Cnpl) fusionats al domini C-terminal de Cid (HFD, aminoacids
127 a 221) (Figura 7.A). La seva expressido dona els mateixos tres patrons de localitzacio
descrits fins ara (Figura 7.C): localitzacio centromerica (L), deslocalitzaci6 per tot el nucli (D)
1 un patr6 mixt en el que s’observa localitzacidé centromérica per sobre d’un fons de proteina
deslocalitzada (M). En aquest cas, la immunolocalitzaciéo amb I’anticos a-CidNt, que reconeix
especificament I’extrem N-terminal de Cid, confirmen un altre cop que el patré de punts
observats amb les proteines fusionades a YFP correspon a una localitzaci6 centromerica
(Figura R.7.C).

Aixi doncs, els resultats obtinguts amb aquestes proteines quimeriques suggereixen
que la preséncia de I’extrem N-terminal de la variant centromérica de la histona H3 d’altres

especies tampoc afecta a la localitzacié centromerica de Cid.

1.3.- Analisi de I’evolucio dels patrons de localitzacio de Cid en funcio del

temps de cultiu de les cél-lules

Tal i com hem descrit a I’apartat 1.1 d’aquest capitol, 1I’expressié de Cid doéna lloc a
tres patrons de localitzaci6. El fet que coexisteixin els patrons de localitzacio centromerica (L)
1 de deslocalitzacié (D), patré que hem anomenat M, ens va obrir la possibilitat de que hi
hagués una evoluci6é dels patrons D a L. Per adregar aquesta qiiesti6 vam estudiar com
progressa la localitzacié de Cid-YFP al llarg del cultiu cel-lular.

Aixi doncs, vam transfectar ce¢l-lules K¢ amb pCid-YFP (veure apartat 2.6.2 de
Materials 1 Métodes) 1 vam seguir el cultiu fins a 96 hores després de la transfecci6. Vam
recollir mostres 24, 48, 72 1 96 hores després de la transfeccid i les vam analitzar per
microscopia de fluorescéncia (apartat 2.6.3 de Materials i Métodes). Vam determinar el
numero de cel-lules que hi havia amb cadascun dels patrons de localitzacié 1 vam calcular el
percentatge respecte el total de cel-lules transfectades (Figura R.8.A). El que vam observar va
ser que el percentatge de cel-lules amb localitzacié centromerica (L) augmentava al llarg del

temps de cultiu. A les 24 hores la majoria de c¢l-lules presentava Cid-YFP deslocalitzada
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mentre que a mesura que avangava el cultiu cel-lular augmentava el nimero de cél-lules ben

localitzades, i de les 48 a les 96 hores ja eren majoritaries.
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Figura R.8.- Seguiment del cultiu de cél'lules transfectades amb pCid-YFP al llarg del temps. A)
Analisi de ’evolucio dels patrons de localitzacio. Vam determinar el numero de cél-lules transfectades que
presentaven cadascun dels patrons de localitzacio (L en verd, M en blau i D en vermell) per cada temps i vam
establir el percentatge respecte el numero total de cél-lules transfectades. A les 24 hores a la majoria de les
cél-lules transfectades Cid-YFP es troba deslocalitzada mentre que a mesura que avanga el cultiu va
augmentant el percentatge de cél-lules amb localitzacio centromeérica (L), sent ja majoritaries a les 48 hores. B)
Corba de creixement. Per tal d’obtenir la corba de creixement del cultiu vam determinar el numero total de
cel-lules per mil-lilitre a diferents temps mitjiangant comptatges amb la camara de Neubauer.

Aquesta observacio podria ser deguda a varis motius. Primer, si tenim en compte que
Cid esta implicat en la formacié del cinetocor, la seva deslocalitzacié pot provocar problemes
a I’hora de la divisi6 cel-lular i llavors, I’augment del percentatge de cél-lules transfectades

amb localitzacié centromeérica pot ser degut simplement a que es divideixin més rapid. Segon,
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les diferéncies en localitzacid podrien correlacionar amb diferéncies en la quantitat de
proteina i llavors, podria ser que fos degut a un simple efecte de la diluci6 del plasmidi que es
pot donar al dividir-se la cel-lula (menys plasmidi, menys proteina). Tercer, també hi ha la
possibilitat que les cél-lules que presenten un patrd deslocalitzat (D) progressin fins a
convertir-se en c¢l-lules amb una correcta localitzacié centromerica (L).

En contra de les dues primeres hipotesi esta el fet que no hi ha una correlacié entre el
creixement del cultiu 1 ’augment del percentatge de cel-lules amb localitzacié centromeérica
(Figura R.8). De les 24 a les 72 hores l’increment de cé¢l-lules amb patr6 L ¢és
d’aproximadament 3,5 vegades (Figura R.8.A) mentre que el cultiu només es duplica (Figura
R.8.B). Es a dir, el procés de localitzacié no sembla estar acoblat al creixement del cultiu i
aix0 és encara més evident si ens fixem en els canvis de les 24 a les 32 hores, on el
percentatge de cel-lules amb localitzacié centromérica (L) augmenta 1,5 vegades (Figura

R.8.A) tot i que el cultiu no creix (Figura R.8.B).
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Figura R.9.- Analisi de ’evolucio dels patrons de localitzacio d’un cultiu enriquit en cél-lules amb
Cid-YFP deslocalitzada (D). 48 hores després de transfectar cél-lules Kc amb pCid-YFP vam separar per
citometria de flux aquelles cél-lules que emeten més fluorescencia, obtenint d aquesta manera un cultiu enriquit
en cel'lules amb Cid-YFP deslocalitzada (D). Llavors, mitjancant un analisi per microscopia de fluorescencia
vam determinar el numero de cél-lules que presentava cadascun dels tres patrons de localitzacio (L en verd, M
en blau i D en vermell) en el moment de la separacio i vam calcular el percentatge respecte el total de cel-lules
transfectades. Després d’haver incubat el cultiu durant 24 hores a 25°C vam realitzar els mateixos calculs. Tal i
com es pot observar a la grafica, el numero de cél-lules amb localitzacio centromerica augmenta d’un 3%, al
moment de la separacio, a un 30% 24 hores després.

Altres observacions confirmen que les cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada (patr6é D)
evolucionen fins a convertir-se en cél-lules amb localitzacié centromérica (patr6 L). Primer, el

procés de pas del patrdé D al patrd L es pot seguir en cel-lules separades per FACS (Figura
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R.9). 48 hores després de transfectar cel-lules Kc amb pCid-YFP vam separar les cél-lules
amb el patr6 de deslocalitzacié (D) mitjangant citometria de flux, gracies a les diferéncies de
fluorescencia (apartat 2.6.5 de Materials 1 Meétodes). Llavors, vam determinar el nimero de
cel-lules amb cadascun dels patrons de localitzaci6 (L, M i1 D) en el moment de la separacid
mitjancant microscopia de fluorescéncia (apartat 2.6.5 de Materials i Métodes) 1 vam calcular
el percentatge respecte el total de cel-lules transfectades. Vam incubar el cultiu 24 hores més a
25°C 1 vam tornar a realitzar els mateixos calculs. El que vam observar va ser que el nimero
de cel-lules amb localitzacié centromerica augmentava del 3%, que hi havia en el moment de
la separacio, fins al 30% després de les 24 hores de cultiu addicionals (Figura R.9).

Una segona observacid és 1’obtinguda fent un seguiment in vivo del cultiu de cél-lules
transfectades on, tal i com es pot veure a I’exemple de la Figura R.10, hi ha c¢l-lules en
interfase amb Cid-YFP deslocalitzada per tot el nucli (patr6 D) que evolucionen fins a
convertir-se en cel-lules amb localitzacidé centromerica (patrd L), sense que hagi tingut lloc
cap divisi6 cel-lular. Al moment de comengar el seguiment in vivo (Figura R.10, temps 0) la
cel-lula presenta Cid-YFP deslocalitzada per tot el nucli i 1 hora 40 minuts després ja es
comenga a veure com va desapareixent la senyal de YFP, convertint-se entre les 3 hores 20
minuts i les 5 hores en una cel-lula amb un patr6é de punts (patré L), el qual es manté fins el

final del seguiment in vivo. Durant aquest temps no hi ha hagut divisio cel-lular.

0 50 min 1h 40min  2h 30min  3h 20min  4h 10min 7h 30min

Figura R.10.- Seguiment in vivo del procés de localitzacio centromeérica. Al fer un seguiment in vivo
d’un cultiu de cel-lules Kc transfectades amb pCid-YFP es pot observar com cél-lules en interfase amb Cid-YFP
deslocalitzada per tot el nucli (patro D) progressen fins a convertir-se en cel-lules amb localitzacio
centromerica (patro L), sense que tingui lloc cap divisio cel-lular. En A es pot veure la senyal deguda a YFP i en
B la superposicio amb la imatge de transmissio. La barra d’escala correspon a 5 um. Aquesta figura correspon
al video suplementari R10.
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Figura R.11.- Analisi del patré de localitzacio al llarg del cultiu cellular. A) HFD¢;~-YFP. B)
NCse4HFDCid-YFP. C) NCanHFDCid'YFP- D) NH_;HFDCM-YFP. E) NCidHFDH3-YFP. Vam determinar el nuimero
de cel'lules transfectades que presentaven cadascun dels patrons de localitzacio (L en verd, M en blau i D en
vermell) 24, 48 i 72 hores després de la transfeccio i vam establir el percentatge respecte el numero total de
cel-lules transfectades. En A, B, C'i D, on s ’observen els tres patrons de localitzacio, a les 24 hores a la majoria
de les cél-lules transfectades la corresponent proteina quimerica es troba deslocalitzada mentre que a mesura
que avanga el cultiu va augmentant el percentatge de cel-lules amb localitzacio centromerica, sent ja
majoritaries a les 48 hores, excepte en el cas de Ny;HFDc;;-YFP que és a les 72 hores. En E es pot veure com
NcidHFDys-YFP es manté sempre deslocalitzada.

L’analisi de I’evolucio dels patrons de localitzacié també es va dur a terme amb
HFDcig-YFP 1 proteines quimériques amb diferents dominis N-terminals: NcsesaHFDcig-YFP,
NenptHFDcig-YFP 1 NysHFDcig-YFP. A D’apartat 1.2 d’aquest capitol s’ha mostrat com
aquestes construccions donen lloc als tres patrons de localitzacio L, M i D ja descrits amb
anterioritat. A més, tamb¢ es va realitzar I’estudi amb la proteina quimerica N¢jgHFDys-YFP,

que només dona el patrd deslocalitzat D. En tots els casos vam fer el seguiment durant 96

103



Resultats

hores, excepte per NcigHFDy3-YFP on va ser de 72 hores, recollint mostres a intervals de 24
hores (Figura R.11). A I’igual que amb Cid-YFP, per cada temps vam determinar mitjangant
microscopia de fluoresceéncia el namero de cél-lules que presentava cadascun dels patrons de
localitzacié (L, M 1 D) i vam calcular el percentatge respecte el nimero total de cé¢l-lules
transfectades.

Es pot observar com les construccions que donen un patr6é de localitzacié com el de
Cid-YFP també presenten canvis al llarg del temps. Les cel-lules transfectades amb HFDcjg-
YFP, NcsesHFDcig-YFP 1 NenpiHFDcig-YFP  a les 24 hores so6n majoritariament
deslocalitzades mentre que a mesura que transcorre el cultiu va augmentant el nimero de
cel-lules amb una correcta localitzacid6 centromeérica, sent majoritaries a les 48-72 hores
(Figura R.11.A-C). Ara bé¢, el cultiu de cel-lules transfectades amb Ny3HFDcig-YFP també es
va enriquint en cel-lules amb localitzacio centromerica perd de manera més retardada ja que
no son majoritaries fins a les 72 hores (Figura R.11.D). En canvi, la construccid NcigHFDys3-
YFP, que només dona el patré deslocalitzat (D), no presenta aquesta evolucié (Figura

R.1LE).

1.4.- Analisi de la contribucio del proteosoma a la localitzacié centromeérica

de Cid

Els resultats anteriors indiquen que quan s’expressa transitoriament Cid a c¢l-lules Ke
s’obtenen dos tipus de localitzacions: per tota la cromatina (patré D, deslocalitzat) i només a
les regions centromériques (patrdo L, localitzat). A més, les cel-lules que presenten Cid
deslocalitzada per tota la cromatina evolucionen a un patr6é on Cid es localitza exclusivament
a les regions centromeriques. Aquest procés de localitzacid suposa una drastica disminucid
dels nivells proteics de Cid al passar de D a L, a jutjar a partir dels canvis en fluorescéncia,
suggerint 1’existéncia d’un mecanisme de regulacio6 dels nivells d’expressio de Cid.

Per tal d’analitzar si aquesta regulacio té lloc a nivell transcripcional, vam determinar
mitjancant RT-PCR (apartat 2.2 de Materials i Métodes) els nivells d’mRNA de Cid-YFP a
les 24, 48 1 72 hores després de la transfeccio (Figura R.12). Per tal de detectar només
I’'mRNA corresponent a la proteina de fusié Cid-YFP i no a I’endogena vam utilitzar
oligonucleotids que amplificaven la regi6 del YFP. Com a control intern de la quantitat de

RNA total emprat en cada reaccid es va amplificar una regi6 del mRNA de I’actina 5C 1, per
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descartar que 1’amplificacio fos deguda a la preséncia de DNA, es va fer simultaniament un
control amb una série de reaccions amb les mateixes condicions que per la RT-PCR pero
afegint els oligonucleotids després de que tingués lloc la reaccio de la transcriptasa reversa. A
les 24 hores ja es detecta ’'mRNA de Cid-YFP, els nivells augmenten a les 48 1 son similars a
les 72 hores (Figura R.12). Ara bé, aquest canvis, i sobretot la petita disminucié observada a
les 72 hores, no semblen ser suficientment significatius com per explicar els canvis en la
quantitat de proteina existent entre les cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada (D) 1 les que
presenten un patrd de localitzaci6 centromerica (L) que hi ha a jutjar pels canvis en I’intensitat
de fluorescencia (Figura R.2). Aixo suggereix que la regulaci6 dels nivells de Cid no té lloc a

nivell transcripcional i, per tant, que molt probablement té lloc a nivell proteic.

Kc Cid-YFP

24 H 48H  72H
el el el

—— P s . e G w—— s — Actinag

1 2 1 2 1 2 1 2

Figura R.12.- Determinacio dels nivells A’mRNA de Cid-YFP. Es va determinar la quantitat d’'mRNA
de Cid-YFP 24, 48 i 72 hores després de la transfeccio (Cid-YFP), utilitzant com a control oligonucleotids
especifics per l'actina 5C (Actina). En tots el casos es van emprar quantitats creixents d’'RNA total: 0,5 ng
(carrils 1) i 5 ng (carrils 2). Com a control negatiu per descartar la presencia de DNA es van dur a terme les
mateixes reaccions pero afegint els oligonucleotids després de la retrotranscripcio pero abans de la PCR (panel
inferior). Kc correspon a les cél-lules sense transfectar i Cid-YFP a les céel-lules transfectades.

1.4.1.- Estudi de la localitzacio de Cid-YFP en cél-lules transfectades i tractades
amb I’inhibidor del proteosoma MG132
Per intentar determinar si realment I’augment de cel-lules amb Cid-YFP localitzada al

centromer es deu a que en cel-lules on és deslocalitzada per tot el nucli té¢ lloc un procés de
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degradacio, vam dur a terme diferents assajos amb I’inhibidor reversible del proteosoma

MG132.
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Figura R.13.- Tractament amb MG132 de cél-lules transfectades amb pCid-YFP. Es van transfectar
cél-lules Kc amb pCid-YFP i 48 hores després es va determinar, per microscopia de fluorescéncia, el niimero de
cel-lules que presentaven cadascun dels tres patrons de localitzacié (L en verd, M en blau i D en vermell),
després d’haver tractat el cultiv durant 3, 6 0 9 hores amb [’inhibidor del proteosoma MG132 i sense tractar. Es
van calcular els percentatges respecte el numero total de cel-lules transfectades. A) En aquest grafica es pot
observar com el percentatge de cel-lules amb localitzacio centromerica (L, verd) disminueix d’un 72%, quan les
cel-lules no es tracten, fins a un 58, 50 o 49% si el cultiu es tracta amb !'inhibidor del proteosoma MG132
durant 3, 6 o 9 hores, respectivament. B) En aquesta grafica es compara el percentatge de cél-lules amb
localitzacio centromeérica (L) en el moment d’iniciar el tractament amb MG132 (barres de color gris) i a les 48
hores, després de 9, 6 i 3 hores de tractament, respectivament (barres de color fiicsia). Es pot observar com, en
tots tres casos, despreés del tractament amb [’inhibidor MG132 el percentatge de cél-lules amb un patro de
localitzacio centromerica (L) és inferior al que hi havia en el moment d’afegir-lo.

En primer lloc, vam transfectar cél-lules Kc amb pCid-YFP (apartat 2.6.2 de Materials
i Metodes) i 39 hores després vam comengar a tractar amb MG132. Concretament, vam
realitzar el tractament afegint I’inhibidor 39, 42 o 45 hores després de la transfeccio i

analitzant la localitzaciéo de Cid-YFP a les 48 hores, cosa que representa una durada dels
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tractaments de 9, 6 1 3 hores, respectivament (apartat 2.6.6 de Materials i M¢étodes). Llavors,
mitjancant microscopia de fluorescéncia vam determinar el nimero de cél-lules que
presentava cadascun dels patrons de localitzacio (D, L o M) a les 48 hores després de
transfectar sense haver tractat amb MG132 1 havent tractat, aixi com en el moment d’afegir
I’inhibidor al cultiu.

A la Figura R.13 s’observa com el percentatge de céllules amb localitzacid
centromeérica (L) 48 hores després de transfectar disminueix al tractar el cultiu amb I’inhibidor
del proteosoma. Aixi, el percentatge de cél-lules amb Cid localitzada als centromers a les 48
hores és d’un 72% en abséncia de tractament i d’un 58, 50 1 49% després de tractar amb
MG132 durant 3, 6 i 9 hores, respectivament (Figura R.13.A). Es més, al tractar amb MG132
el numero de cel-lules amb localitzaci6é centromeérica (L) a les 48 hores és inferior que el que
hi havia en el moment d’afegir 1’inhibidor al cultiu (Figura R.13.B). Aixd es déna amb els 3
temps de tractament: al tractament de 3 hores passa d’un 64% en el moment d’iniciar el
tractament (45 hores) a un 57%; al tractament de 6 hores passa d’un 62% (a les 42 hores) a un
50% i al tractament de 9 hores passa d’un 56% (a les 39 hores) a un 49%.

Els estudis anteriors estan realitzats amb tot el cultiu de cél-lules transfectades, on en
realitat tenim una barreja de cel-lules no transfectades i cel-lules amb diferents tipus de
localitzacions. Tal i com s’ha vist abans (apartat 1.3 d’aquest capitol), les cel-lules amb un
patré de deslocalitzacié (D) separades per citometria de flux evolucionen fins a convertir-se
en cel-lules amb localitzacid centromerica (patrd L). Llavors, vam voler veure quin era
I’efecte del tractament amb 1’inhibidor del proteosoma a aquests cultius enriquits en cel-lules
D. Aixi doncs, 18 hores després de la separacié vam afegir MG132 al medi de cultiu 1 vam
determinar el percentatge de cel-lules amb cadascun dels patrons de localitzaci6é (D, L o M)
després de 6 hores de tractament, €s a dir, 24 hores després de la separaci6. Si el cultiu es
deixa sense tractar el percentatge de cél-lules amb localitzaci6 centromérica (L) augmenta des
d’un 3%, al moment de la separacid, fins a un 30%. En canvi, al realitzar el tractament de 6
hores amb MG132 només augmenta fins a un 12% (Figura R.14), suposant un 60% menys de
cel-lules amb localitzaci6 centromerica (L).

Aquests resultats indiquen que existeix un mecanisme de degradacié proteolitica que

regula els nivells de Cid-YFP a cel-lules Kc.
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Figura R.14.- Tractament amb MG132 d’un cultiu enriquit en cél-lules amb Cid-YFP deslocalitzada
(D). Mitjangant citometria de flux es va obtenir un cultiu enriquit en cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada, es va
determinar el percentatge de cel-lules amb localitzacio centromerica (temps 0, color gris), i es va analitzar com
canvia aquest percentatge després d’incubar el cultiu 24 hores més a 25°C i havent-lo tractat (barra de color
fucsia) o no (barra taronja) durant 6 hores amb [’inhibidor del proteosoma MGI32. Igual que en els
experiments anteriors, el numero de cel-lules amb localitzacio centromeérica (L) es va determinar per
microscopia de fluorescencia i es va calcular el percentatge respecte el numero total de cél-lules transfectades.
El que es pot observar és que al tractar el cultiu amb MG132 el percentatge només augmenta d’un 3 a un 12%,
un 60% menys que si el cultiu no es tracta amb cap inhibidor.

1.4.2.- Estudi de la localitzaci6é de Cid en mutants del proteosoma

Tots els experiments exposats fins al moment han estat realitzats mitjancant
transfeccions transitories en cel-lules Kc de D. melanogaster. Hi ha la possibilitat, doncs, de
que els resultats obtinguts siguin simplement 1’efecte ocasionat per la sobreexpressio de Cid 1
que la degradacié via proteosoma no sigui un mecanisme que contribueixi a la localitzacio
centromerica de la proteina endogena. Per analitzar aquesta possibilitat vam decidir analitzar
els efectes de mutacions del proteosoma sobre els nivells i la localitzacio de Cid.

El proteosoma (proteosoma 26S) ¢és un gran complex de proteinases altament
conservat (Tanaka et al. 1992) encarregat de degradar aquelles proteines que han sigut
poliubiquitinades. A eucariotes es pot trobar tant al citosol com al nucli i consisteix en una
estructura cilindrica formada per multiples proteases ensamblades en quatre anells
(proteosoma 20S), els llocs actius de les quals formen una camara central on son processades
les proteines a degradar. Els dos anells interns estan formats cadascun per set subunitats tipus
[ diferents (B1-B7) mentre els dos externs estan composats per set subunitats tipus o (al-a7)
(Baumeister et al. 1998; Unno et al. 2002). Als extrems un grup de polipeptids amb activitat
ATPasa (particules 19S) contenen un lloc d’unid a les cadenes d’ubiquitina i1 actuen com a

selectors de les proteines que han de ser degradades.
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Figura R.15.- Analisi de Defecte de mutacions al proteosoma sobre la localitzacio de Cid a
neuroblastes. Es van preparar neuroblastes a partir de larves salvatges oregon (wt) i de larves mutants Pros26'
heterozigotes (Pros26'/TM3), les quals van ser crescudes a la temperatura restrictiva de 29°C (4) o a la
permissiva de 25°C (B). Per fer la immunolocalitzacio es va utilitzar [’anticos o-CidNt, que reconeix
especificament [’extrem N-terminal de Cid. En blau es pot veure el DNA tenyit amb DAPI i en vermell la senyal
de 'anticos. En A es senyala amb fletxa i cercle verds les cél-lules amb un patré de localitzacio mixta. Les
barres d’escala corresponen a 5 um.

En aquest treball vam utilitzar el mutant Pros26'. L’al-lel Pros26’ codifica per la

subunitat 6 del proteosoma 20S contenint una mutacié que produeix un polipeptid termolabil
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(Saville and Belote 1993). Concretament, només hi ha una diferéncia en la regié codificant
respecte la salvatge que dona lloc a la substitucié d’una treonina per una leucina a la posicid
47. El fenotip d’aquest mutant en homozigosi és letal, ja que mosques Pros26'/ Pros26'
crescudes a 25°C moren durant I’estadi de larva 1. Ara bé, en heterozigosi presenten un
fenotip dominant letal sensible a temperatura, ja que mosques Pros26'/+ crescudes a 29°C no
arriben a adults mentre que a 25°C la viabilitat és normal. Aquestes mosques heterozigotes
crescudes a la temperatura restrictiva de 29°C moren a pupa, amb la part anterior de I’adult
completament diferenciada perd presentant defectes al desenvolupament del segment
abdominal. Cal dir que el periode sensible a temperatura d’aquests mutants comenca a 1’estadi
de larva 3 i finalitza a pupa (Holden and Suzuki 1973).

Aixi doncs, per estudiar si 1’abséncia d’activitat proteosomal afecta als nivells i la
localitzacié de Cid vam creuar a 25°C 20 mascles heterozigots Pros26'/TM3 i 20 femelles
heterozigotes Pros26'/TM3 i després de 24 hores a 25 °C, moment en el que comenga 1’estadi
de larva 1, vam treure els adults i vam posar els tubs a 29°C. Després de 5 o 6 dies, quan les
larves ja havien arribat a estadi L3, es van disseccionar els cervells per preparar neuroblastes
(apartat 2.7.4 de Materials 1 Métodes), just abans de que arribessin a pupa i morissin. 7M3 és
un cromosoma 3 balancejat que conté multiples inversions (/n(3LR)TM3) que suprimeixen la
recombinaci6 i, I’emprat en aquest estudi, cont¢é com a marcadors mutacions en els gens
Stubble (Sbh) 1 Serrate (Ser). Aquestes mutacions en heterozigosi donen lloc als fenotips de
quetes curtes 1 ales trencades, respectivament, i provoquen letalitat embrionaria en
homozigosi. Es a dir, tota la progénie del creuament de mosques heterozigotes Pros26'/TM3
correspondra a mosques Pros26'/TM3 perqué ni les mosques Pros26'/Pros26’, les quals
moren a larva 1, ni les TM3/TM3 son viables. Com a control vam realitzar el mateix
procediment amb mosques salvatges oregon.

Un cop obtinguts els neuroblastes vam realitzar immunolocalitzacions amb ’anticos
a-CidNt (apartat 2.7.5 de Materials i Métodes). Com es pot observar a la Figura R.15.A,
mentre als neuroblastes de larves salvatges (wf) crescudes a la temperatura restrictiva de 29°C
s’observa el tipic patrd de punts corresponent a una localitzacidé exclusivament centromerica,
al preparar neuroblastes a partir de les larves mutants (Pros26'/TM3), també crescudes a
29°C, alguns presenten un patré mixt de localitzacié (M) com el que haviem observat amb els
experiments de transfeccid, tot i que a la majoria dels neuroblastes la localitzaci6 de Cid és

exclusivament centromerica. Concretament, el percentatge de neuroblastes en el que
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s’observa aquesta deslocalitzacid és d’aproximadament un 8 % (N = 6566). Cal remarcar que
aquest efecte no s’observa quan les larves mutants han crescut a la temperatura permissiva de
25°C (N =3250) (Figura R.15.B) ni amb larves salvatges (wt) crescudes a 29°C (N = 3960) o
a 25°C (N = 1206) (Figura R.15.A-B). En aquests casos cap de les cellules analitzades
presentava deslocalitzaci6 de Cid.

Es a dir, aquest resultat suggeriria que, efectivament, un mecanisme de degradacio via
proteosoma contribueix a la localitzacio centromeérica de Cid endogena i que les observacions

anteriors no son degudes a una sobreexpressio de la proteina.
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2.- ESTUDI DE LA INTERACCIO DE Cid I Ppa

A Tapartat 1 d’aquest capitol hem vist com a I’expressar Cid-YFP a cel-lules Ke
s’obtenen tres patrons de localitzacié: localitzaci6 centromerica (L), deslocalitzacié al llarg de
tota la cromatina (D) 1 un patré mixt (M). Mitjangant seguiments in vivo del cultiu i analisis
de la localitzacié al llarg del temps, amb tot el cultiu de cel-lules transfectades i amb cultius
rics en cel-lules amb un patrd de deslocalitzacié (D), hem observat com cel-lules amb un patrd
D evolucionen fins a convertir-se en cel-lules amb localitzacid centromeérica (L) i que aquest
procés disminueix al tractar el cultiu amb 1’inhibidor del proteosoma MG132. Es més, a
neuroblastes obtinguts a partir de larves de les mosques mutants pel proteosoma Pros26’
també hem observat com Cid es deslocalitza. Es a dir, els resultats descrits a I’apartat 1
d’aquest capitol indiquen que un mecanisme de degradacié proteolitica via proteosoma
contribueix a la localitzacié centromérica de Cid. Es en aquest context que guanyen especial
interés els nostres treballs anteriors on, mitjancant un assaig de dos hibrids a llevat (S.
cerevisiae) (Moreno 2002), varem observar que 1’extrem N-terminal de Cid interaccionava
amb els darrers 92 aa de Ppa (Partner of paired).

Ppa ¢és una proteina F-box implicada en la degradacio6 del factor de transcripcid Paired
(Raj et al. 2000). T¢ una seqiiencia de 538 aminoacids i conté¢ un domini ric en alanina,
histidina 1 prolina, un domini F-box i 11 dominis rics en leucina (LRRs) (Figura R.16.A). La
presencia d’un domini ric en alanina, histidina i prolina és un tret diferencial de Ppa respecte
altres proteines F-box descrites fins el moment. De fet és una regi6 similar als dominis rics en
alanina identificats a alguns repressors transcripcionals. El domini F—box ¢és un domini
d'interacci6 amb la proteina Skpl, la qual s'associa també a la proteina Cdc53/Cullin i a Rbx1
formant el complex SCF (Skp1/Cullin/F-box) (Figura R.16.B). El complex SCF actua com un
enzim ubiquitina—lligasa E3 que catalitza la transferéncia de 1'ubiquitina des de l'enzim de
conjugaci6 E2 fins la proteina substrat, la qual és poliubiquitinada i1 degradada via
proteosoma. Les proteines F-box es divideixen en dos grups segons el domini d'interaccid
proteina—proteina amb el que reconeixen el substrat: WD40 o LRR. Ppa pertany a aquest
ultim grup, és una proteina F—box amb dominis LRRs. Els dominis rics en leucina sén
dominis de 20 a 29 residus implicats en interaccid proteina—proteina i que es troben presents a

moltes proteines amb diverses funcions biologiques (Kobe and Deisenhofer 1994). A I’assaig
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de dos hibrids anteriorment mencionat concretament es va trobar que Cid era capag

d’interaccionar amb els 3 ultims LRRs de Ppa.
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Figura R.16.- A) Esquema de ’estructura de la proteina Ppa. A dalt es representen esquematicament
cadascun dels dominis que conformen Ppa i a sota la seqiiéncia de la proteina, on seguint el mateix patro de
colors es diferencien cadascun dels dominis que conte. A la il-lustracio esquematica a més es senyala la zona de
possible interaccio amb l'extrem N—terminal de CID que es va trobar mitjiancant un assaig dos hibrids. B)
Mecanisme d’ubiquitinacio. El complex SCF (Skp1/Cullin/F-box protein) actua com a ubiquitina-lligasa (E3)
catalitzant la transferéncia d’ubiquitina des de [’enzim de conjugacio (E2) a la proteina substrat, la qual és
poliubiquitinada mitjan¢ant aquest procés i degradada via proteosoma.
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En assajos de coimmunoprecipitacié i de dos hibrids a llevat s’ha demostrat que Ppa
efectivament és capag d'interaccionar amb Skpl mitjancant el seu domini F—box (Raj et al.
2000). Aixi doncs, Ppa formaria part del complex nuclear ubiquitina—lligasa SCF 1
interaccionaria mitjancant el seu domini LRRs amb el substrat a marcar mitjangant
poliubiquitinacid per tal que sigui degradat via proteosoma.

Tot 1 haver una certa especificitat de substrat, estudis d'altres proteines F—box
suggereixen que cadascuna d'elles tenen multiples substractes (Patton et al. 1998). De
moment, 1"inic substrat descrit per Ppa ¢és el factor de transcripcid Paired, un membre dels
gens de segmentacid implicats en la formaci6 de I'eix antero—posterior embrionari a
Drosophila (Raj et al. 2000). Ara bé, els mutants de Ppa presenten asincronia en les divisions
cel-lulars al cicle 13 del desenvolupament embrionari (Das et al. 2002). Podria ser doncs que
Ppa, a part d'estar involucrada en la degradacio de Paired, estigués també implicada en la
degradacio de proteines relacionades amb la regulacid del cicle cel-lular, a 1'igual que el seu
homoleg a §. cerevisiae Grrl (Glucose repression regulator 1) (Barral et al. 1995; Li and
Johnston 1997), responsable de la degradacio6 de ciclines.

Per aixo0, 1 tenint en compte la hipotesi de degradaci6é via proteosoma sorgida dels
assajos d’expressio transitoria de Cid-YFP a cel-lules Kc, vam decidir analitzar amb detall la
interaccid Cid-Ppa 1 intentar determinar la seva possible contribucid a la localitzacid

centromerica de Cid.

2.1.- Estudi in vitro de la interaccié Cid-Ppa mitjancant assajos de GST-

pulldown

La interaccio entre Cid i Ppa es va identificar en un crivellatge per proteines que
interaccionessin amb el domini N-terminal de Cid mitjangant un assaig de dos hibrids a
S.cerevisiae basat en el sistema LexA (Moreno 2002). En aquest crivellatge es va identificar
un peptid de la regid C-terminal de Ppa que contenia els 3 tltims dominis LRR com capag
d’interaccionar amb la regidé N-terminal de Cid.

Per tal de confirmar aquesta interaccid in vitro varem realitzar assajos de GST-
pulldown. Aquest métode consisteix en construir proteines de fusio amb GST 1 immobilitzar-
les a la reina de Glutathione Sepharose 4B generant una columna d’afinitat especifica.

Després d’incubar la reina amb un extracte proteic marcat radioactivament, que conté les
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proteines amb les quals es vol analitzar la interaccid, s’analitzen les proteines retingudes
degut a la interaccid especifica amb la proteina immobilitzada. Per aixo per una part vam
expressar les dues proteines senceres, Cid i Ppa, aixi com els diferents dominis: Cid-Nt, Cid-
ANt, Ppa-LRRs i Ppa-ALRRs, fusionades a la Glutatiéo S-transferasa (GST) de Schistosoma
Jjaponicum, 1 per una altra part les mateixes proteines (sense fusionar a GST) es van marcar
radioactivament amb *°S-Met, mitjancant un sistema de transcripcié-traduccié in vitro en lisat
de reticulocits de conill (veure apartats 2.4.1 1 2.4.2 de Materials 1 M¢todes). La figura R.17

recull esquematicament les proteines emprades.
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Figura R.17.- Esquema de les proteines emprades en ’assaig de GST-pulldown. L assaig de GST-
pulldown es va fer tant amb les proteines senceres com amb els seus dominis. Ppa es va dividir en 2 dominis:
ALRRs, constituit pels primers 234 aminodcids, i LRRs, constituit pels darrers 304 aminoacids que corresponen
als seus 11 dominis rics en leucina. Cid es va dividir en el seu domini N-terminal (de |’aminoacid 1 al 125) i el
C-terminal (del 127 al 221). Llavors, es va analitzar la interaccio fusionant Ppa o els seus dominis a GST i
marcant radioactivament Cid (A), i a l'inrevés (B).
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Per dur a terme 1’assaig de pulldown, les reines de Glutatio Sefarosa amb les proteines
GST unides van ser incubades amb les proteines marcades amb *°S-Met, realitzant totes les
combinacions possibles (veure apartat 2.4.3 de Materials 1 Métodes). Com a control negatiu es
va utilitzar una reina amb GST. La Figura R.18 recull els resultats obtinguts. Es pot observar
com la fusi6 GST-Ppa reté especificament **S-Cid (carril 3) i viceversa, la fusié GST-Cid reté
S-Ppa (carril 8), indicant que, en efecte, Cid i Ppa interaccionen in vitro. Es important
destacar 1’abséncia de senyal a I’incubar les proteines marcades radioactivament amb la

proteina GST, una clara indicacié de 1’especificitat de les interaccions observades.

A) B)
X
Y
35s5-Cid -_ ; - 355-Ppa
355-CidNt — : 355-LRRs

3B5-CidCt M 355-ALRRs

1 2 3 4 5

Figura R.18.- Estudi de la interaccio Cid-Ppa mitjiancant un assaig de GST-pulldown. Es va realitzar
en tots dos sentits: marcant radioactivament Cid o cadascun dels seus dominis i fusionant Ppa o els seus
dominis a GST (A) i, a la’inversa, marcant radioactivament Ppa i els seus dominis i fusionant Cid a GST (B).
L’input (carrils 1 i 6) correspon a un 20% de la proteina total utilitzada a les reaccions i com a control negatiu
es va utilitzar GST (carrils 21i 7).

Ara bé, la interaccid Cid-Ppa no sembla dependre exclusivament dels ultims tres
dominis LRRs de Ppa doncs **S-Cid és retingut tant per la fusi6 GST-LRRs (carril 5) com per
la fusi6 GST-ALRRs (carril 4). Igualment, les proteines >>S-LRRs i *>S-ALRRs son retingudes
per la fusi6 GST-Cid (carril 8). D’altra banda la interaccid tampoc sembla dependre
exclusivament del domini N-terminal de Cid doncs la proteina *°S-CidCt és retinguda tant per
la fusid6 GST-Ppa (carril 3) com per les fusions GST-LRRs (carril 5) i GST-ALRRs (carril 4)
i, a la inversa, *>S-LRRs i *>S-ALRRs s6n retingudes per la fusi6 GST-CidCt (carril 10).
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El resultat amb I’extrem N-terminal, en canvi, no és tan clar. >>S-CidNt no és retingut
per cap fusié GST, ni GST-Ppa (carril 3), ni GST-ALRRs (carril 4), ni GST-LRRs (carril 5).
En canvi, amb GST-CidNt si s’observa interaccid, tant amb 35S-Ppa com *°>S-LRRs i *°S-
ALRRs (carril 9), tot i que en aquest ultim cas la interaccié sembla ser més lleugera ja que els
nivells de retencido de GST-CidNt (carril 9) sén molt similars als obtinguts amb GST (carril
7). El fet que amb **S-CidNt no s’observi cap interaccié podria ser degut a que la proteina no
estigués estructurada correctament.

Cal dir que, tot i que en els assajos realitzats amb les proteines *°S-CidCt i °S-ALRRs
si que s’observa retencié al realitzar ’assaig amb GST (el control negatiu), com que ¢és
inferior a I’observada amb les fusions, podem afirmar que les interaccions observades son
especifiques.

Aixi doncs, els assajos de GST-pulldown indiquen que Cid i Ppa interaccionen. Ara
bé, tot i que per I’assaig de dos hibrids basat en el sistema LexA es va observar una interaccid
entre el domini N-terminal de Cid i els ultims 3 LRRs de Ppa, aquesta interaccié no sembla

ser la inica responsable de la interaccié Cid-Ppa in vitro.

2.2.- Estudi in vivo de la interaccio Cid-Ppa

Per veure si la interaccié Cid-Ppa realment es dona in vivo, vam estudiar I’efecte de la
manca de Ppa sobre els nivells proteics 1 la localitzacié de Cid. En concret, vam utilitzar el
mutant Ppa’’ (cedit pel Dr. Michael Weir). Aquest mutant conté una delecié cromosomal que
elimina la ORF de Ppa (des de la posicio -345 a la +304) i va ser generat mitjancant la
mobilitzacié d’un element P inserit a la regié 3’ no traduida de Ppa. Els mutants homozigots
sobreviuen fins a adults perd amb una viabilitat molt reduida. El seu fenotip inclou un retard
en la progressio al llarg del desenvolupament embrionari i asincronia de les divisions nuclears
al cicle 13, cosa que ens podria estar indicant la preséncia de defectes en la segregacid
cromosomica.

En primer lloc, vam determinar si 1’abséncia de Ppa causa cap canvi en el nivells
proteics de Cid a mutants homozigots Ppa”. Vam partir del creuament de mosques
heterozigotes Ppa’’/SM5. SM5 és un balancejador del cromosoma 2 que porta com a
marcador CyO (curly wings), és a dir, dona lloc a ales arrissades. Una caracteristica comuna a

tots els balancejadors ¢€s el fenotip de letalitat en homozigosi. Llavors, la progeénie d’aquest
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creuament seran mosques homozigotes Ppa’’/Ppa’’ i heterozigotes Ppa’’/SM5, distingint
aquestes ultimes per les seves ales arrissades. Per al nostre experiment vam creuar femelles
verges i mascles Ppa’’/Ppa®. Aixi doncs, a partir de mosques homozigotes Ppa’’/Ppa’’ vam
preparar nius de posta, vam recollir embrions de 0 a 12 hores, a partir dels quals vam realitzar
extractes proteics i vam determinar els nivells de Cid mitjangant Western blot (apartat 2.7.2 de
Materials i Métodes). Com a control vam utilitzar extractes proteics d’embrions de mosques
salvatges oregon. En teoria, si Ppa esta implicat en la degradacié de Cid, en la seva abséncia
Cid no es podria degradar i, per tant, augmentarien els seus nivells proteics. A la Figura R.19
es pot veure com la senyal obtinguda amb el mutant de Ppa és similar a 1’obtinguda per les
mosques oregon (wt). Si quantifiquem les bandes s’obté un lleuger increment d’1,22 vegades,

que no sembla molt significatiu.

Figura R.19.- Determinacié dels nivells proteics de Cid a mutants homozigots Ppa’’/Ppa’’ mitiancant
Western Blot. Es van preparar nius de posta, tant de mosques homozigotes Ppa’’/Ppa®’ com de mosques
salvatges oregon (wf), i es van recollir embrions de 0 a 12 hores. A partir d’aquests embrions vam realitzar
extractes proteics i vam determinar els nivells de Cid mitjancant Western blot, utilitzant [’anticos o-CidNt. En
tots dos casos es van analitzar quantitats creixents d’extracte proteic: 7,5, 15 i 30 ug (carrils 1, 2 i 3,
respectivament).

Per veure si aquests petits canvis en els nivells proteics de Cid es reflectien en canvis
en la localitzacié vam realitzar immunolocalitzacions amb embrions homozigots Ppa’’/Ppa’
de 0 a 12 hores, utilitzant també com a control embrions oregon. La Figura R.20 conté
imatges corresponents a diferents moments del desenvolupament embrionari, des de
blastoderm (Figura R.20.1-4) a gastrula (Figura R.20.5-6). A totes elles es pot veure com, tant
als embrions salvatges com als mutants homozigots Ppa’’, Cid presenta una localitzacio
exclusivament centromerica.

Aixi doncs, en el seu conjunt, aquests resultats no permeten concloure que Ppa estigui

implicat en la degradacid proteolitica de Cid in vivo.
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Figura R.20.- Andlisi de la localitzacié de Cid a mutants homozigots Ppa’’/Ppa® mitjancant
immunolocalitzacions a embrions. Es van recollir embrions de 0 a 12 hores de mutants homozigots Ppa’/Ppa’
i es van realitzar immunolocalitzacions amb [’anticos a-CidNt, que reconeix especificament [’extrem N-terminal
de Cid. Com a control es va dur a terme el mateix experiment amb embrions salvatges oregon (wt). Es pot
observar com en tots dos casos (wt i Ppa®®) la localitzacié de Cid és exclusivament centromérica, tant a [’estadi
de blastoderm (1-4) com a gastrula (5 i 6). En vermell es pot veure el DNA tenyit amb iodur de propidi (IP) i en
verd la senyal corresponent a l’anticos a-CidNt. Els quadres blaus senyalen la zona de la imatge que és

ampliada al costat.
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3.- ANALISI DELS EFECTES DE LA DESLOCALITZACIO DE
Cid SOBRE LA PROGRESSIO DEL CICLE CEL-LULAR

A D’apartat 1.1. d’aquest capitol hem vist com a I’expressar transitoriament Cid-YFP a
cel'lules Kc de D. melanogaster s’obtenen tres patrons de localitzacio: localitzacio
exclusivament centromerica (L), deslocalitzacio al llarg de tota la cromatina (D) i1 un patro
mixt on es veu localitzacio centromerica sobre un fons de deslocalitzacié (M). Donat que Cid
¢s una proteina essencial per la funcié centromerica, una de les preguntes que ens vam fer va
ser si les cel-lules que tenien Cid-YFP deslocalitzada per tota la cromatina progressaven
normalment al llarg del cicle cel-lular o bé presentaven algun problema a 1’hora de la divisid.
Per aix0, vam voler estudiar 1’index mitotic del cultiu de cel-lules transfectades mitjancant
immunolocalitzacions amb a-PSer'’H3 i, a més, vam analitzar la progressio del cicle cel-lular

in vivo.

3.1.- Determinacio de ’efecte de la deslocalitzacio de Cid sobre I’index
mitotic

Com ja s’ha esmentat a la introduccid, a tots els eucariotes la serina 10 de la histona
H3 es fosforila durant mitosi. Aquesta fosforilaci6 afecta a tot el genoma 1 correlaciona amb
la condensacié cromosomica durant la divisié cel-lular. Comenga a tenir lloc a la fase G2 a la
cromatina pericentromerica i, a mesura que la mitosi progressa, s’expandeix al llarg de tota la
cromatina, completant-se a profase. Al final de la mitosi, la histona H3 ¢és desfosforilada.

Aixi doncs, com que la fosforilacié de la serina 10 de la histona H3 és un marcador de
mitosi, vam realitzar immunolocalitzacions amb ’anticds a-PSer'"H3 per determinar 1’index
mitotic dels cultius de cel-lules transfectades (veure apartat 2.6.7 de Materials 1 M¢todes).

Vam transfectar cel'lules Kc amb pCid-YFP 1 a les 48 hores vam realitzar
immunolocalitzacions amb a-PSer'°H3. Després de realitzar ’analisi per microscopia de
fluorescéncia, vam comptar el nimero de cel-lules transfectades amb cadascun dels patrons de
localitzacio (L, M i D) que donaven senyal per a-PSer'°H3, aixi com el nimero de cél-lules
no transfectades que en donaven, i vam determinar en cada cas el percentatge respecte el total

de cel-lules del corresponent tipus.
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Figura 21.- Immunolocalitzacions amb a-PSer'’H3 a cél-lules Kc transfectades amb pCid-YFP. A)
Imatge de cél-lules amb Cid-YFP deslocalitzada per tota la cromatina que donen senyal per a-PSer'’H3. En
blau es mostra la tincio del DNA amb DAPI, en verd la senyal de fluorescencia corresponent a Cid-YFP i en
vermell la senyal corresponent a l'anticos a-PSer'’H3. La barra d’escala correspon a 10 um. B) En aquesta
grafica es mostra el percentatge de cél-lules que donen senyal amb a-PSer'’"H3. Concretament, es va determinar
per les cél-lules no transfectades (gris), les céel-lules amb localitzacio centromeérica (L, verd), per les de patro
mixt (M, blau) i per les de patro de deslocalitzacio (D, vermell). En cadascun dels casos es va calcular el
percentatge de cél-lules que déna senyal amb o-PSer'’H3 respecte el total de cél-lules del mateix tipus. Es pot
veure com el percentatge de cél-lules amb patré de deslocalitzacié (D) que donen senyal amb a-PSer'’H3 és
molt elevat (aproximadament un 56%), mentre que per les cel-lules amb localitzacio centromeérica (L) i amb
patro mixt (M) és igual de baix que per les cél-lules sense transfectar (al voltant d'un 3%).

Com es mostra a la imatge de la Figura R.21.A, les cel-lules on Cid esta deslocalitzada
per tota la cromatina son freqiientment reactives amb o-PSer'’H3. Aproximadament el 56%
de les cel-lules transfectades que contenen Cid-YFP deslocalitzada per tota la cromatina dona
senyal amb a-PSer'"H3, cosa que contrasta amb el baix niimero de cél-lules positives per a-
PSer'°H3 amb localitzacio centromerica, aproximadament un 3%, o no transfectades, un 4,7%
(Figura 21.B). Aixi doncs, sembla que la deslocalitzacié de Cid afecta a la progressio del cicle
cel-lular ja que aquest resultat suggereix que les cel-lules on Cid esta deslocalitzada estan
aturades a final de G2 o profase. El que ¢és interessant de remarcar és que les cél-lules que

presenten un patr6é de localitzaciéo de Cid-YFP mixt sembla que progressen correctament al
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llarg del cicle cel-lular ja que el percentatge de cél-lules que donen senyal amb a-PSer'’H3 és
molt semblant al de les cel-lules no transfectades i al de les que presenten una localitzaci6 de
Cid-YFP exclusivament centromeérica, un 4,3%.

Per tal de determinar si aquest efecte era especific de la deslocalitzacié de Cid-YFP,
vam dur a terme el mateix analisi amb cel-lules que expressaven les proteines HFDcig-YFP,
NecnptHFDcig-YFP 1 N¢igHFDys-YFP. Cal recordar que HFDcig-YFP i NeppiHFDcig-YFP
donen els mateixos tres patrons de localitzacié (L, M i D) que Cid (Figures R.5, R.7.C i R.1,
respectivament), perd que NcigHFDp3-YFP només dona el patrdé D ja que la proteina es
deposita al llarg de tota la cromatina (Figura R.6.C). En els casos de HFDcig-YFP i
NenptHFDcig- YFP el resultat obtingut va ser el mateix que per Cid-YFP (Figura R.22): un alt
percentatge de cél-lules amb patr6 deslocalitzat (D) donen senyal amb a-PSer'’H3, un 44% i
un 36%, respectivament, mentre que les ce¢l-lules amb localitzacié centromerica (L), amb
localitzacié mixta i les no transfectades ho fan en un percentatge molt baix. En canvi, pel que
fa a N¢igHFDys-YFP, la qual com hem vist abans es troba sempre deslocalitzada (Figura
R.6.C), el percentatge de cél-lules transfectades que donen senyal amb a-Pser'"H3 és igual de

baix que el de les c¢l-lules no transfectades, 5 1 4,6%, respectivament, (Figura R.22).
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Figura R.22.- Immunolocalitzacions amb a-PSer'’H3 a cél-lules Kc transfectades amb pHFD ;-
YFP, pNcyiHFD¢ie-YFP i pN¢ioHFDys-YFP. En la grafica es representa el percentatge de cél-lules no
transfectades (gris) i de les transfectades amb cadascun dels patrons de localitzacio (L en verd, M en blau i D
en vermell) que donen senyal per a-PSer'’H3 respecte el total de cél-lules de cada tipus. Es pot observar com,
tant per HFDci-YFP com per Nc,,/HFDci-YFP, un alt percentatge de les cél-lules amb un patré de
deslocalitzacié (D) dona senyal amb a-PSer'’H3, mentre que les que presenten una localitzacié centromérica o
mixta ho fan en un percentatge igual de baix que les cél-lules no transfectades. En canvi, a les cél-lules que
expressen NciuHFDys-YFP, la qual es troba sempre deslocalitzada, el percentatge de cel-lules amb senyal de a-
PSer'’H3 és igual de baix que a les cél-lules no transfectades.
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Aixi doncs, en el seu conjunt aquests resultats indiquen que 1’aturada del cicle cel-lular
observada a les cél-lules que presenten Cid-YFP deslocalitzada és especifica d’aquesta

proteina.

3.2.- Estudi in vivo de I’efecte de la deslocalitzacio de Cid sobre la divisio

cel-lular

Una altra manera d’analitzar els efectes de la deslocalitzacié de Cid sobre el cicle
cel-lular és el seguiment in vivo del cultiu. Aixi doncs, vam transfectar cél-lules K¢ amb pCid-
YFP i 48 hores després vam comengar a agafar imatges cada 5 minuts durant un total de 16
hores (veure apartat 2.6.8 de Materials i Métodes). Amb aquest estudi vam poder fer un
seguiment in vivo tant de cél-lules no transfectades com de cel-lules transfectades amb tots

tres patrons de localitzacié (L, M i D).

20 min 25 min 30 min 35 min 40 min 45 min 50 min 55 min

1h 5 min 1 h 10 min 1 h 15 min 1 h 20 min 1h25min  1h 30 min

Figura R.23.- Seguiment in vivo de cél-lules Kc no transfectades. En aquesta serie d’imatges de
transmissio s’observa com cel-lules Kc no transfectades es divideixen. Amb les fletxes vermelles s’indica la
cél-lula que es divideix en cada moment. Les barres d’escala corresponen a 5 um. Aquesta figura correspon al
video suplementari R23.

Tant les cél-lules no transfectades com aquelles on Cid-YFP es troba localitzada
exclusivament al centromer es divideixen normalment. Si ens fixem en la figura R.23 podem

observar gracies a les imatges de transmissi6 com varies cel-lules no transfectades (marcades
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amb fletxes vermelles) es divideixen. A la figura R.24 trobem un exemple d’una cel-lula
transfectada on Cid-YFP es troba localitzada al centromer (0 min) i que es divideix
aparentment de forma correcta ja que les senyals de fluoresceéncia corresponents als diferents

centromers es reparteixen entre les dues cél-lules filles (25-50 min).

10 min 15 min 20 min 25 min
30 min 35 min 40 min 45 min 50 min
| -
| !

Figura R.24.- Seguiment in vivo d’una cél-lula transfectada amb Cid-YFP localitzada al centromer. En A es
pot veure la senyal de fluorescencia deguda a Cid-YFP i en B la superposicio amb la corresponent imatge de
transmissio. Es pot observar com una cel-lula amb un patro de localitzacio centromerica (L) es divideix
correctament. Les barres d’escala corresponen a 5 um. Aquesta figura correspon al video suplementari R24.

En canvi, aquelles c¢l-lules on Cid-YFP es troba deslocalitzada al llarg de tota la
cromatina no es divideixen, 1 les que ho fan no duen a terme una correcta segregacio
cromosomica. Per exemple, a la Figura R.25 es pot observar com una c¢l-lula amb Cid-YFP

deslocalitzada (2h 45 min) es divideix perd amb deficiéncies de segregacié cromosomica ja
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que, segons la senyal de fluorescéncia (A), tot el material genetic és heretat exclusivament per
una de les cel-lules filles, és a dir, dona lloc a una cél-lula filla sense nucli (3h 35min) que més
tard es destrueix (11h 40 min). Es probable que la deslocalitzacié de Cid interfereixi en la
correcta formacid del cinetocor i aixd provoqui problemes a I’hora de la divisio cel-lular. Ara
bé, les cel-lules que mostren una localitzaciéo mixta de Cid es divideixen correctament. A la
figura R.26 es pot veure un exemple on una cel-lula amb un patr6 de localitzacid mixt (20
min) entra en divisid i la senyal de fluorescéncia es reparteix equitativament entre les dues
cel-lules filles (50 min), presentant també totes dues un patréd de localitzacié mixt (1h 10 min).
Aix0 suggereix que mentre la quantitat de Cid es mantingui per sota d’un determinat llindar
no interfereix amb la progressio del cicle. Aquest llindar potser és similar a la concentracio

que normalment hi ha als centromers.

2h 45min  2h 55min  3h 05min  3h 15min  3h 25min  3h 30min 3h 35min  3h 40min

- - -
% # - g
=

#

11h 35min 11h 40min 11h 45min 11h 50min

Figura R.25.- Seguiment in vivo d’una cél-lula transfectada amb Cid-YFP deslocalitzada al llarg de
tota la cromatina. En aquesta série d’imatges es pot observar com una cél-lula amb Cid-YFP deslocalitzada al
llarg de tota la cromatina (patro D) es divideix incorrectament donant lloc a una cél-lula filla sense nucli
(marcada amb fletxa vermella) que acaba morint (11h 40min). En A es pot veure la senyal de fluorescéncia
deguda a Cid-YFP i en B la superposicio amb la corresponent imatge de transmissio. Les barres d’escala
corresponen a 5 um. Aquesta figura correspon al video suplementari R25.
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Figura R.26.- Seguiment in vivo d’una cél-lula transfectada amb Cid-YFP amb un patro de
localitzaciéo mixta. En aquesta serie d’imatges es pot observar com una cél-lula amb un patro de localitzacio
mixta (M) es divideix sense cap problema aparent. En A es pot veure la senyal de fluorescencia deguda a Cid-
YFP i en B la superposicio amb la corresponent imatge de transmissio. Les barres d’escala corresponen a 5 um.
Aquesta figura correspon al video suplementari R26.

Cal remarcar que aquestes observacions coincideixen amb els resultats obtinguts a
I’analitzar I’index mitotic dels cultius mitjangant immunolocalitzacions amb a-PSer'°H3, on
les cel'lules amb Cid-YFP deslocalitzada al llarg de tota la cromatina (D) semblen estar
aturades a G2, mentre les de patré mixt (M) i de localitzacié centromérica (L) presenten uns

index mitotics similars a les cel-lules no transfectades.
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Discussié

1.- FACTORS I MECANISMES QUE DETERMINEN LA
LOCALITZACIO CENTROMERICA DE Cid

Com ja s’ha esmentat a la Introduccid, una caracteristica comuna de tots els
centromers €s la preseéncia d’una variant de la histona H3. Es creu que és el determinant
epigenctic de la identitat centromerica, sent la seva preseéncia necessaria per I’ensamblatge del
cinetocor (Howman et al. 2000; Moore and Roth 2001; Oegema et al. 2001; Heun ef al. 2006)
1 per una correcta segregacidé cromosomica (Stoler ef al. 1995; Buchwitz et al. 1999; Howman
et al. 2000; Takahashi et al. 2000; Heun et al. 2006). Ara bé, encara es coneix ben poc sobre
el mecanisme pel qual aquestes variants es localitzen exclusivament als centromers. Per aixo,
el principal objectiu d’aquest treball ha estat I’estudi dels factors i mecanismes involucrats en
la seva localitzaci6 mitjancant transfeccions transients a cel-lules Kc de Drosophila

melanogaster.

1.1.- Patrons de localitzacio de Cid

Cid va ser expressada sota el control del seu propi promotor, per tal de mimetitzar
I’expressio de la proteina endogena, i1 es va fusionar pel seu extrem C-terminal a la proteina
YFP. L’expressio d’aquesta proteina de fusié dona lloc a tres patrons de localitzacid, tant a
interfase com a mitosi. A algunes cél-lules es localitza exclusivament al centromer mentre que
a d’altres es troba deslocalitzada al llarg de la cromatina. A més, hi ha cel-lules que presenten
un patr6d de localitzacidé mixt, és a dir, presenten Cid-YFP localitzada al centromer sobre un
fons de deslocalitzaci6. El fet que s’observin metafases amb senyal de YFP al llarg dels
cromosomes i que al tractar les c¢l-lules amb Tritdé X-100, el qual solubilitza les proteines no
unides a DNA, continuin havent cél-lules amb Cid-YFP deslocalitzada per tot el nucli
suggereix que la deslocalitzacié de Cid correspon a una deposicio al llarg de tota la cromatina.

Els diferents patrons de localitzacié es podrien atribuir a diferéncies en els nivells de
proteina. La deslocalitzacié de les variants centromeriques de la histona H3 al llarg de la
cromatina ja ha sigut observada en altres experiments de sobreexpressid6 amb CENP-A, la
variant centromerica d’humans (Sullivan et al. 1994; Van Hooser et al. 2001), i més
recentment amb Cid (Heun ef al. 2006). Inclus es troben exemples de deslocalitzacio en casos
de cancer de colon, on les cel-lules presenten elevats nivells de CENP-A 1 aquesta es troba

associada a regions no centromeriques (Tomonaga et al. 2003). Aixi doncs, mantenir els
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nivells de CenH3 per sota d’un determinat llindar pot ser molt important per evitar la seva

deposicio al llarg de la cromatina.
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Figura D.1.- Models per la deposicio de CenH3. CenH3 ¢és depositada a la regio centromerica de
manera independent de replicacio (C), probablement mitjangcant una maquinaria especifica que podria estar
formada exclusivament per RbAp48 i el tetramer CenH3/H4. RbAp48 tambe forma part dels complexes CAF-1
(B) i HIRA (A), els quals estan implicats, respectivament, en la deposicio d’ H3.1 de manera depenent de
replicacio i en la deposicio d’H3.3 acoblada a transcripcio. Llavors, quan CenH3 és sobreexpressada els dimers
CenH3/H4 podrien competir amb els dimers H3/H4 per la unio als complexes CAF-1 (B) i HIRA (A), via
RbAp48. D’aquesta manera es podria explicar la deposicio de CenH3 a regions eucromatiques observada als
nostres experiments.
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Se sap que la localitzacié centromerica de CENP-A ¢és independent de replicacio
(Shelby et al. 2000; Ahmad and Henikoff 2001; Ahmad and Henikoff 2002) i, per tant, és
molt probable que existeixi un mecanisme de deposicid diferent al de la histona H3.1. Aixo ja
succeeix amb la histona H3.3: mentre que I’H3 canonica és depositada mitjancant el complex
CAF-1 (Adams and Kamakaka 1999; Ridgway and Almouzni 2000; Verreault 2000) d’una
manera depenent de replicacio, I’H3.3 és depositada a regions transcripcionalment actives
mitjancant el complex HIRA (Ahmad and Henikoff 2002). Una caracteristica comuna a
aquests dos complexes de xaperones és la presencia de RbAp48 (Tagami et al. 2004). La seva
homologa a S. pombe, Mis16, és necessaria per la localitzaci6é centromerica de Cid (Hayashi
et al. 2004), 1 a D. melanogaster s’ha trobat recentment formant part d’un hipotétic complex
de deposici6 de Cid (Furuyama et al. 2006; Furuyama and Henikoff 2006), constituit
tinicament per Cid, la histona H4 i RbAp48. Es més, en aquest complex s’ha vist que RbAp48
interacciona tant amb la histona H4, igual que als complexes CAF-1 1 HIRA, com amb Cid.
Aixi doncs, potser Cid és depositada al centromer mitjangant un complex especific perd quan
¢és sobreexpressada podria ser que fos depositada al llarg de tota la cromatina mitjangant els
complexes de deposicio de les altres histones. Es a dir, en condicions normals hi ha molta més
histona H3 que Cid, perd al sobreexpressar aquesta ultima pot competir amb I’H3 per la
formacié del tetramer amb 1’H4 1 d’aquesta manera, al haver-hi un excés de (Cid-H4), aquest
podria ser depositat a I’eucromatina per CAF-1 i/o HIRA via interacci6 Cid-RbAp48 (Figura
D.1).

1.2.- Implicacio dels diferents dominis

Per estudiar la importancia de cadascun dels dominis de Cid per la seva correcta
localitzaci6 vam construir una seérie de proteines quimeriques, totes fusionades igualment a
YFP i expressades sota el control del promotor de Cid: els diferents dominis sols (Nciq 1
HFDcig); 'extrem C-terminal de Cid fusionat als extrems N-terminals de la histona H3
(Nm3HFDcig) 1 de les variants centromeriques de S. cerevisiae (NcseaHFDcig) 1 S. pombe
(NenpiHFDcig); 1 ’extrem N-terminal de Cid fusionat al C-terminal de la histona H3
(NcigHFDys3). Llavors, vam transfectar transitoriament cél-lules Ke de D. melanogaster i vam

analitzar la seva localitzacié mitjangant microscopia de fluorescéncia.
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Totes les proteines de fusié que contenen el domini C-terminal de Cid, inclus HFD¢jg-
YFP, presenten els mateixos tres patrons de localitzacio que Cid (localitzacié centromérica,
deslocalitzaci6 al llarg de tota la cromatina 1 mixt), mentre que NcigHFDy3-YFP sempre es
troba depositada per tot el DNA. Aixi doncs, I’analisi per microscopia de fluoresceéncia ens
permet dir que el domini C-terminal per si sol és suficient per la localitzacié centromerica.
Aquest resultat corrobora 1’observat amb proteines quimériques de CENP-A i H3 (Sullivan et
al. 1994), on tamb¢ mostren que €s el domini C-terminal amb plegament tipus histona el que
es requereix per la localitzacid centromeérica de les variants, i amb experiments a Drosophila
on descriuen la regidé L1/02 del domini C-terminal com la responsable de la localitzaci
centromerica de Cid (Vermaak et al. 2002).

En canvi, el domini N-terminal no sembla ser el factor determinant de la localitzacio
de la proteina. Ell sol (Ncig-YFP) no s’incorpora a la cromatina, donat que li manca el domini
d’interaccié amb altres histones i amb el DNA, i fusionat a I’extrem C-terminal de I’H3
(NcigHFDp3-YFP) es deposita al llarg de la cromatina, fenomen ja observat en el cas de
CENP-A (Van Hooser et al. 2001). Es més, en els nostres assajos la localitzacié centromérica
de Cid no es veu afectada per la preséncia de I’extrem N-terminal d’altres CenH3
(NcseaHFDcig-YFP 1 NenpiHFDcig-YFP) ni de la histona H3 (NusHFDcig-YFP), suggerint
també que el domini N-terminal de Cid no és necessari per la localitzacié centromerica de la

proteina.

1.3.- El procés de degradacio proteolitica de Cid

1.3.1.- Estan els nivells de Cid regulats per degradacio via proteosoma?

Al fer un seguiment al llarg del temps de cultiu de cel-lules transfectades amb Cid-
YFP vam veure com el percentatge de cel-lules amb un patré de deslocalitzacid anava
disminuint. A I’apartat 1.1 del capitol de Resultats i al d’aquesta Discussi6 s’ha mostrat com,
tot i que és probable que existeixin uns factors especifics de deposicidé independents de
replicacio (Furuyama et al. 2006; Furuyama and Henikoff 2006), Cid té certa facilitat a ser
depositada al llarg de tota la cromatina quan els seus nivells proteics son superiors als
habituals. Donada la importancia del seu paper en events com la formacié del cinetocor i la
segregacidé cromosomica ¢és 10gic pensar que a part d’aquests factors especifics de deposicio

deuen existir mecanismes alternatius per garantir que Cid s’incorpori exclusivament als
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centromers. Com hem mencionat abans, les diferéncies en els patrons de localitzacid poden
ser degudes a diferéncies en els nivells de proteina. Llavors, aquesta evolucid, des d’un cultiu
on majoritariament hi ha cél-lules amb un patr6 de deslocalitzacié (D) fins a un on sén
majoritaries les cel-lules amb Cid localitzada exclusivament al centromer (L), podria explicar-
se per I’existeéncia d’un mecanisme de degradacio proteolitica (Figura D.2).

No obstant, també podriem pensar que aquesta progressié podria ser deguda
simplement a un efecte de dilucié del plasmidi. Es a dir, al dividir-se les cél-lules cada cop
contenen menys copies del plasmidi i, per tant, s’expressa menys proteina i no es deslocalitza.
Ara bé, dels nostres experiments es desprenen varies dades que van en contra d’aquesta
possibilitat. En primer lloc, I’increment del percentatge de cel-lules amb localitzacio
centromeérica no esta acoblat al creixement del cultiu: mentre el percentatge de cel-lules amb
localitzacié centromérica augmenta 3,5 vegades de les 24 a les 72 hores després de la
transfeccid, el cultiu només es duplica. Inclus de les 24 a les 32 hores ja veiem un augment
del percentatge de cél-lules amb localitzaci6 centromerica sense que el cultiu hagi crescut. En
segon lloc, els canvis en els nivells de proteina no semblen estar acoblats a canvis a nivell
transcripcional ja que la quantitat ’mRNA de Cid-YFP no es modifica significativament al
llarg del cultiu cel-lular. A 1’analitzar mitjangant RT-PCR els nivells d’'mRNA de Cid-YFP
entre les 24 i les 72 hores després de la transfeccid s’observen petites diferéncies, que no soén
suficients com per explicar els grans canvis que sembla haver en la quantitat de proteina
segons els analisis per microscopia de fluorescéncia.

L’analisi de I’evolucio dels patrons de localitzaci6 en funcio del temps de cultiu esta
realitzat amb tot el cultiu de cél-lules transfectades. Aixi doncs, encara podria haver-hi una
altra hipotesi: I’increment del percentatge de cél-lules amb localitzacié centromerica pot ser
degut a que les cel-'lules amb Cid deslocalitzada al llarg de tota la cromatina (D) poden
presentar problemes a 1’hora de la divisio cel-lular i que, per tant, les cel-lules amb localitzacid
centromerica (L) es divideixen més rapid. Igual que amb la hipotesi anterior, dels nostres
experiments deriven dades que permeten rebatre-la. La primera torna a ser el fet que
I’increment de cel-lules amb localitzacid centromérica no esta acoblat al creixement del cultiu.
Pero encara son més aclaridores les dades obtingudes gracies a la separacid de cél-lules
mitjancant citometria de flux i al seguiment in vivo del cultiu. Per un costat, al realitzar el
mateix seguiment de I’evolucié dels patrons de localitzacio pero partint d’un cultiu enriquit en

cel-lules amb Cid deslocalitzada obtingut mitjangant citometria de flux, s’observa com un

135



Discussié

cultiu amb només un 3% de cel-lules amb localitzaci6é centromérica (L) passa a tenir un 30%
en només 24 hores i sense que el cultiu es divideixi. Per una altra banda, el seguiment in vivo
del cultiu permet veure com una c¢l-lula en interfase amb Cid-YFP deslocalitzada al llarg de
tota la cromatina (D) evoluciona fins a convertir-se en una c¢l-lula amb localitzacio

centromerica (L) sense arribar a dividir-se.

D M L
Proteosoma Proteosoma
INTERFASE _— —
M L

MITOSI

Figura D.2.- Hipotesi de ’existéncia d’un mecanisme de degradacio via proteosoma que contribueix
a la localitzacio centromerica de Cid. Els resultats obtinguts al llarg d’aquest treball suggereixen que quan els
nivells proteics de Cid son molt elevats aquesta pot ser incorporada al llarg de tota la cromatina (D i M) i que
un mecanisme de degradacio via proteosoma contribueix a la progressio d’aquestes cél-lules fins a obtenir una
localitzacio centromerica de Cid (L). Els nostres resultats també suggereixen que el manteniment dels nivells de
Cid per sota d’un determinat llindar és molt important per tal que la cél-lula progressi correctament al llarg del
cicle cellular, donat que les céel-lules amb Cid deslocalitzada (D) no es divideixen o ho fan pero amb problemes
de segregacio cromosomica, mentre que les cel-lules amb un patro de localitzacio mixt (M) o Cid localitzada al
centromer (L) es divideixen correctament.

Es a dir, totes aquestes dades suggereixen que, efectivament, les cél-lules amb un patré
de deslocalitzacio (D) progressen fins a convertir-se en c¢l-lules amb localitzacid
centromerica (L) i que els canvis observats en els nivells de Cid-YFP deuen ser deguts a un
procés de regulacid post-transcripcional com és la degradacio proteolitica via proteosoma
(Figura D.2, part superior). Aquesta hipotesi de 1’existéncia d’un mecanisme de degradacio

via proteosoma que contribueix a la localitzaci6é centromérica de Cid ha estat confirmada tant
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amb experiments in vitro, tractant cel-lules transfectades amb pCid-YFP amb I’inhibidor del
proteosoma MG132, com in vivo, estudiant els efectes de mutacions al proteosoma sobre la
localitzacié de la proteina Cid endogena.

Pel que fa als experiments in vitro, al tractar tot el cultiu de cel-lules transfectades amb
I’inhibidor MG132 el percentatge de cél-lules amb localitzacié centromérica no augmenta al
llarg del temps del cultiu. Es més, aquest percentatge inclus és inferior que el que hi ha en el
moment d’afegir I’inhibidor al medi. Aixi doncs, semblaria que el mecanisme de degradacio
via proteosoma no té lloc exclusivament quan hi ha una sobreexpressio de la proteina sind que
tamb¢ estaria involucrat en la regulacio dels nivells proteics de Cid-YFP a les cel-lules amb
un patré de localitzacié centromerica. A més, el tractament amb MGI132 d’un cultiu de
cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada aillades per citometria de flux aporta un resultat més
evident a favor de la hipotesi de degradacid via proteosomica: en un cultiu enriquit en
cel-lules amb un patré de deslocalitzacié aproximadament un 30% d’elles progressen fins a
convertir-se en c¢l-lules amb un patrd de localitzacid centromérica 1 aquest fenomen es veu
inhibit en preseéncia de MG132.

La contribucio6 del proteosoma a la regulacioé dels nivells de Cid i conseqiientment a la
seva localitzacio també queda demostrada als experiments in vivo amb els mutants del
proteosoma Pros26'. A diferéncia de les mosques salvatges oregon, a aquests mutants
s’observa com alguns neuroblastes presenten el mateix patré mixt de localitzacié que haviem
observat als experiments de transfeccid transitoria a cel-lules Kc. El proteosoma, entre d’altres
funcions, esta involucrat en el control de la progressio del cicle cel-lular i la seva activitat és
essencial per la viabilitat. Quan aquests mutants creixen a la temperatura restrictiva de 29°C
arriben fins a I’estadi de larva 3 i moren a pupa. El proteosoma és heretat maternalment, cosa
que assegura la supervivéncia durant I’embriogénesi (Haass and Kloetzel 1989) i el periode de
sensibilitat a temperatura comenga a I’estadi de larva 3 (Holden and Suzuki 1973), punt en el
que vam preparar els neuroblastes. Es a dir, en el moment del desenvolupament en el que hem
analitzat els nivells de Cid és probable que 1’activitat del proteosoma no estigui anul-lada en la
seva totalitat. Aixo podria explicar el fet que s’observi un patr6 de localitzaciéo mixt enlloc de
deslocalitzacid i, a més, que aquest efecte es doni només a alguns neuroblastes. Donada la
letalitat d’aquest mutant no podem realitzar 1’analisi en un estadi més avancant on
probablement 1’activitat proteosomal ja ha estat anul-lada per complet. Una manera de

solventar aquest problema seria utilitzant mosques transgéniques que nomeés expressessin la

137



Discussié

subunitat mutada del proteosoma en un teixit especific mitjancant el sistema UAS/GALA4,
sense provocar doncs letalitat (Belote and Fortier 2002). Aquest sistema consisteix en creuar
mosques que contenen el gen de GAL4 sota el control d’enhancers especifics de teixit amb
mosques que contenen el gen d’interes, en el nostre cas el que codifica per la forma mutada de
la subunitat B6 del proteosoma, sota el control de seqiiencies UAS. La unié de GAL4 a
aquestes seqiiencies UAS dona lloc a D’activacié transcripcional. D’aquesta manera a la
progenie d’aquest creuament només hi haura expressio de la subunitat B6 termolabil a aquells
teixits on també s’expressi GAL4. D’aquesta manera podriem comparar en un mateix
individu els efectes de la preséncia o abséncia d’activitat proteosomal sobre els nivells de Cid
endogena. Inclus, si sobre aquest fons mutant obtenim transgénics que expressin a tots els
teixits Cid fusionada, per exemple, a la proteina GFP, podriem seguir la seva expressio i
posterior degradacid mitjangant microscopia de fluoresceéncia (Neuburger ef al. 2006).

Per tal que les proteines siguin degradades via proteosoma cal que préviament siguin
poliubiquitinades (veure apartat 1.3.2 d’aquesta Discussio). Llavors, per acabar de demostrar
que els canvis observats en els nivells de Cid sén deguts a un efecte directe de la inhibicié del
proteosoma, un altre experiment interessant seria determinar si a les cel-lules tractades amb
I’inhibidor MG132 i/o als neuroblastes dels mutants Pros26’ s’acumulen formes
poliubiquitinades de Cid.

L’existéncia d’un mecanisme de degradacié de CenH3 ja ha estat descrita a S.
cerevisiae (Collins et al. 2004). Quan Csedp, la variant centromerica de la histona H3 de S.
cerevisiae, ¢és sobreexpressada també es deposita a llocs eucromatics i després €s eliminada
d’aquestes regions mitjancant un mecanisme de degradaci6 via proteosoma, el qual a
diferéncia de les histones canoniques €s independent de Rad53. En aquest cas, igual que el
que hem observat nosaltres amb Cid, la proteina no desapareix del centromer indicant que es
troba protegida, potser per la formacié del cinetocor o per la formacié d’una estructura
cromatinica més compacta que dona certa inaccessibilitat. En humans també s’ha observat
una degradacio via proteosoma de CENP-A endogena com a resultat de 1’expressié de la
proteina virica ICPO del virus herpes simplex tipus 1, implicada en la regulacié de la transicio
d’infeccid latent a infeccio litica. En aquest cas si hi ha degradacié de la proteina localitzada
al centromer. Ara bé, aquesta dada no va en contra de la nostra hipotesi que la regid
centromerica confereix proteccidé a Cid i Csedp evitant que siguin degradades ja que també

s’ha observat la degradacié via proteosoma de CENP-C, component essencial del cinetocor,
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suggerint la possibilitat que I’estructura centromérica es trobi alterada. Aquest exemple de
degradacio de CENP-A també corrobora la nostra hipotesi que el mecanisme de degradacio
via proteosoma no actua unicament quan CenH3 es troba sobreexpressada, sorgida a partir
dels experiments amb MG132 i amb els mutants del proteosoma Pros26'.

Com s’ha mencionat a la Introduccio, a humans i Drosophila s’ha descrit 1’existéncia
de cromosomes dicéntrics que es transmeten establement gracies a la inactivacié d’un dels
centromers (Sullivan and Schwartz 1995; Faulkner et al. 1998; Sullivan and Willard 1998;
Agudo et al. 2000), al qual no es detecta la preséncia de CenH3. Podria ser doncs que en
aquest procés també estigués implicat el mecanisme de degradacio via proteosoma que hem
plantejat en aquest treball.

La degradacio proteolitica de les histones no ¢és exclusiva de les variants
centromeriques de la histona H3. Durant la fase S les cel-lules sintetitzen histones en excés
per tal d’assegurar una rapida deposicid després de la replicacid. Ara bé, donada la seva
carrega positiva, les histones poden interaccionar inespecificament amb el DNA 1 interferir en
processos com, per exemple, la transcripcid. Experiments in vitro mostren que un petit excés
estequiometric d’histones respecte el DNA ¢és suficient per provocar una agregacio de la
cromatina 1 bloquejar la transcripcio (Steger and Workman 1999). Incliis poden interferir en
processos com la modificacié post-traduccional de les histones cromosomals sense unir-se al
DNA, simplement competint amb elles per la unié6 amb I’enzim implicat (Doyon and Cote
2004). Es per aixo que la cél-lula ha desenvolupat una série de mecanismes per regular els
nivells d’histones lliures, sent un d’ells la degradacié proteolitica depenent de Rad53 (Gunjan
and Verreault 2003). Cal dir que les histones cromosomals son extremadament estables, és a
dir, només es degraden les histones lliures. Llavors, potser el que estem observant és una
substitucio dels nucleosomes amb Cid per nucleosomes amb H3, o H3.3, i una degradacio del
Cid-YFP lliure que hi ha en excés. L’existéncia d’aquest mecanisme passiu de substitucid
podria explicar el fet que la disminucid dels nivells de Cid-YFP observada al fer el seguiment
in vivo de les cél-lules transfectades mitjangant microscopia de fluoresceéncia tingui lloc en un
interval de temps llarg. I, el fet d’observar cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada a totes les
fases de la mitosi ens pot indicar que la degradacio no és depenent de cicle, lligant també amb
la hipotesi del mecanisme passiu de substitucié nucleosomal.

Un ultim aspecte a ressaltar dels resultats obtinguts en aquest treball amb el seguiment

de I’evolucio dels patrons de localitzacio en funcid del temps de cultiu és el fet que la
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disminuci6é del percentatge de cel-lules amb un patré de deslocalitzacié es dona inclis amb
HFDcjq sol. Aixo suggereix que I’extrem N-terminal no és necessari en aquest procés. Ara bé,
aquest fenomen de relocalitzacid centromérica sembla estar afectat negativament per la
presencia de I’extrem N-terminal de la histona H3, sent més lent que en el cas de Cid-YFP 1
que en presencia de I’extrem N-terminal d’altres variants centromériques. Cal remarcar que en
estudis realitzats amb CENP-A s’han obtingut observacions similars: la proteina quimerica
NusHFDcpnp.a també localitza al centromer perd hi ha un major nombre de cel-lules
deslocalitzades que amb CENP-A (Sullivan ef al. 1994). Seria interessant aprofundir en
aquesta observacid determinant quina o quines son les regions implicades en la degradaci6

proteolitica de Cid i identificar els residus involucrats.

1.3.2.- Esta la proteina F-box Ppa implicada en la degradacio de Cid?

La degradaci6 via proteosoma requereix la poliubiquitinacié de la proteina a degradar.
La conjugacié de les molécules d’ubiquitina té lloc a les lisines mitjangant una cascada
enzimatica. L’enzim activador E1 forma un enllag tioéster amb 1’ubiquitina, després la
transfereix a I’enzim conjugador E2 mitjancant una etapa de transesterificacio 1, finalment, és
transferida al substracte a degradar amb 1’ajut de I’enzim ubiquitina-lligasa E3, el qual
s’encarrega del seu reconeixement (Figura R.16.B).

L’enzim ubiquitina-lligasa E3 és un complex multiproteic i existeixen diferents
families. Els dos exemples més coneguts son els complexes SCF (Skp1-Cullin-F-box protein
complex) 1 APC (Anaphase promoting complex), necessaris per la transici6 G1-S 1 metafase-
anafase, respectivament. El complex SCF esta format per tres subunitats invariables (Skpl,
Cull i Rbx1/Rocl) i una quarta, una proteina F-box, que dona 1’especificitat de substracte. A
més, les proteines F—box es divideixen en dos grups segons el domini d'interaccid proteina—
proteina amb el que reconeixen el substrat: WD40 o LRR.

Mitjangant un assaig de dos hibrids a llevat realitzat amb anterioritat a aquest treball
haviem trobat que Cid interaccionava amb Ppa (Partner of Paired), una proteina F—box amb
dominis LRRs (Moreno 2002). Per aixo ens vam plantejar la possibilitat que Ppa fos la
proteina involucrada en el reconeixement de Cid per la seva degradaci6 via proteosoma.

La interacci6 Cid-Ppa ha estat confirmada in vifro mitjancant assajos de GST-
pulldown. No obstant, tot i que a 1’assaig de dos hibrids es va trobar la interacci6 entre el

domini N-terminal de Cid i els 3 ultims dominis LRRs de Ppa, segons el nostre assaig de
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GST-pulldown la interaccio no es dona exclusivament entre aquests dos dominis. En el nostre
assaig hem demostrat com I’extrem N-terminal de Cid també interacciona, tot i que
lleugerament, amb el domini ALRRs i com I’extrem C-terminal de Cid ho fa amb tots dos
dominis de Ppa (ALRRs i LRRs).

Ara bé, no hem pogut demostrar que Ppa estigui involucrada en la degradacié de Cid
in vivo. A I'analitzar els nivells d’expressié de Cid als mutants Ppa’’, tant per Western blot
com per immunolocalitzacions a embrions, no hem detectat cap canvi. De totes maneres,
donat que mantenir regulats els nivells de Cid sembla ser molt important per evitar la seva
deposicio a llocs eucromatics i els efectes que aixo ocasiona, podria ser que existissin varis
mecanismes de regulacié i que, llavors, la manca de Ppa estigui pal-liada pel funcionament
d’una altra proteina F-box o d’una altra via.

Les cues de les histones pateixen un gran nimero de modificacions post-traduccionals.
A diferéncia de 1’acetilacio, la metilacio i la fosforilacid, de la ubiquitinaci6 se sap ben poc.
Pel que fa a la histona H2A, la seva ubiquitinaci6 esta implicada en regulaci6 transcripcional
(Jason et al. 2002; Wang et al. 2004; Cao et al. 2005) i en la inactivacio del cromosoma X (de
Napoles et al. 2004; Fang et al. 2004). La ubiquitinacié de la histona H2B, a part d’estar
també implicada en regulacid transcripcional (Henry et al. 2003; Kao et al. 2004), és
necessaria per la metilacié de H3K4 i H3K79 (Briggs et al. 2002; Dover et al. 2002; Ng et al.
2002; Sun and Allis 2002) i es troba involucrada en recombinacié meiotica i en el checkpoint
per dany en el DNA (Yamashita et al. 2004; Giannattasio et al. 2005). Recentment, també
s’ha descrit que les histones H3 1 H4 son ubiquitinades i que aquestes modificacions també
estan implicades en les respostes cel-lulars al dany al DNA (Wang et al. 2006). Aixi doncs,
podria ser que la interaccidé Cid-Ppa tingués com a objectiu la ubiquitinacié de Cid perd no
amb la finalitat que sigui degradada via proteosoma sind perqué actui com a senyal post-
traduccional involucrada en algun altre procés cel-lular. Aix0 explicaria que no veiéssim

canvis en els nivells proteics de Cid als mutants de Ppa.
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2.- EFECTES DE LA SOBREEXPRESSIO DE Cid SOBRE EL
CICLE CEL-LULAR

Donat que les variants centromeriques de 1’H3 tenen un important paper en la
formacié del cinetocor i la segregacié cromosomica (Stoler et al. 1995; Buchwitz et al. 1999;
Howman et al. 2000; Takahashi et al. 2000; Moore and Roth 2001; Oegema et al. 2001; Heun
et al. 2006), ens va sorgir la hipotesi que la deslocalitzacié de Cid al llarg de tota la cromatina
pogués afectar la progressio al llarg del cicle cel-lular. Aquesta hipotesi ha estat confirmada
tant mitjangant I’analisi dels nivells mitotics de les cel-lules transfectades amb pCid-YFP com
amb el seguiment in vivo del cultiu.

Tal i com s’ha esmentat amb anterioritat en aquest treball, la fosforilacié de la serina
10 de la histona H3 es dona a tots el eucariotes i t€ un paper important en la condensacio dels
cromosomes mitotics: comenca a ser fosforilada per Aurora B a la fase G2 perdo només a la
cromatina pericentromerica i, a mesura que la mitosi progressa, s’expandeix al llarg dels
cromosomes 1 es completa a profase, sent desfosforilada per PP1 al final de la mitosi. A
I’analitzar els nivells mitotics de les cel-lules transfectades amb pCid-YFP mitjancant
immunolocalitzacions amb 1’anticos contra la serina 10 fosforilada de la histona H3 (a-
PSer'’H3) s’observa que hi ha un percentatge molt elevat de cél-lules amb Cid deslocalitzada
(D) que donen senyal, mentre que a les que es troba localitzada exclusivament al centromer
(L), 1 a les que presenten un patr6 de localitzacidé mixt (M), el percentatge és igual de baix que
a les cel-lules no transfectades. Aquesta dada ens indicaria que un gran nimero de cél-lules
amb Cid deslocalitzada estan aturades, probablement a G2. Ara bé, aquesta observacio caldria
confirmar-la amb un analisi de cicle mitjangant citometria de flux.

Podriem pensar que aquest efecte s’associa simplement a la sobreexpressio de
qualsevol proteina. No obstant, la sobreexpressié de N¢igHFDy3-YFP dona uns valors d’index
mitotic igual de baixos que el de les cél-lules no transfectades, cosa que ens permet dir que el
que estem veiem ¢€s un efecte especific de la sobreexpressido de Cid i, més concretament, de
I’extrem C-terminal de Cid (HFDciq). Una de les possibles funcions de Cid és el reclutament
de proteines del cinetocor. Llavors, podria ser que aquesta aturada a G2 sigui deguda a que
esta reclutant proteines cinetocoriques a llocs ectopics, interferint d’aquesta manera en la

correcta formacio del cinetocor 1, per tant, produint una aturada del cicle cel-lular. De fet, en
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un estudi publicat recentment observen que, efectivament, Cid és capag de reclutar proteines
del cinetocor a llocs eucromatics (Heun et al. 2006).

Per analogia amb la histona H3, I’extrem N-terminal de Cid deu quedar situat fora del
nucli nucleosomal 1 interaccionar amb altres proteines. A S. cerevisiae s’ha vist que hi ha una
part de I’extrem N-terminal, un domini anomenat END de 33 aminoacids, que sembla ser
important perque tinguin lloc interaccions entre Cse4 1 el complex cinetocoric Ctf19-Mcm?21-
Okpl (Ortiz et al. 1999; Chen et al. 2000). I, en experiments de sobreexpressio de CENP-A a
cel-lules de mamifer s’ha vist que I’extrem N-terminal és necessari pel reclutament ectopic de
CENP-C i HZwint-1, dos components del cinetocor (Van Hooser et al. 2001). Ara bé, al
nostre analisi HFDcig 1 NcnppitHFDcig també presenten un percentatge elevat de cel-lules
deslocalitzades amb senyal per a-PSer'®H3 mentre que NcigHFDys no, cosa que ens indicaria,
com hem mencionat abans, que 1’extrem N-terminal no esta implicat en aquesta aturada del
cicle cel-lular.

Els problemes que comporta la deslocalitzacié de Cid son també visibles al fer un
seguiment in vivo del cultiu. La majoria de les cel-lules amb Cid-YFP deslocalitzada no entren
en mitosi 1 les que es divideixen tenen greus problemes de segregacid cromosomica, donant
lloc inclis a cél-lules filles anucleades. Els nostres resultats estan d’acord amb [’estudi
publicat recentment per Heun et. al. (2006) on també mostren mitjangant seguiment in vivo
com les cél-lules amb Cid deslocalitzada presenten problemes de segregacié cromosomica.

A partir d’aquest seguiment in vivo del cultiu de cel-lules transfectades hem obtingut
un altre resultat interessant: les c¢l-lules amb un patré de localitzacid mixt es divideixen
correctament (Figura D.2; 5). Es a dir, que mentre els nivells de Cid es mantinguin per sota
d’un determinat llindar la deslocalitzacié no provoca cap efecte sobre la progressié del cicle
cel-lular. Aixo ens podria estar indicant doncs que per tal que es formi el cinetocor és
necessari que s’acumuli una certa quantitat de Cid. Com ja s’ha explicat a la introduccio,
estudis in vitro indiquen que la regié formada per una part de I’helix o2 i el loop 1 del domini
C-terminal, que envolta el lloc d’unié amb la histona H4, dona rigidesa i compactacio al
nucleosoma (Black et al. 2004). Es possible doncs que es necessiti la concentracié d’un
determinat niimero de nucleosomes amb la variant centromérica de la histona H3 per poder
crear una plataforma amb la suficient rigidesa com perqué es pugui ensamblar a sobre el

cinetocor i suporti les forces de la divisio mitotica.
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1.- L’expressio transitoria a cel-lules Kc de Cid, la variant centromeérica de la histona H3 de
Drosophila, dona lloc a tres patrons de localitzacid: exclusivament centromerica (L), al llarg
de tota la cromatina (D) i un patré mixt (M), on Cid presenta una deslocalitzaci6 parcial. El
domini C-terminal amb plegament tipus histona (HFDciq) €és suficient per la localitzacid

centromerica de Cid.

2.- L analisi de I’evolucié de la localitzacio de Cid en funcid del temps de cultiu indica que
les cel-lules on Cid es troba deslocalitzada al llarg de tota la cromatina progressen fins a
mostrar una localitzacio exclusivament centromerica. Aquest procés de localitzacié de Cid no
esta acoblat al creixement del cultiu, pot tenir lloc al llarg de tot el cicle cel-lular i no depen
del domini N-terminal de Cid, donat que es dona també amb formes truncades que contenen
només el HFD¢jq 1 amb proteines quimeriques on el domini N-terminal de Cid és substituit pel
domini N-terminal d’altres variants centromeriques de la histona H3 (NgseaHFDcig 1
NenptHFDcig) o de la propia H3 (NusHFDcig), tot 1 que en aquest darrer cas es dona més

lentament.

3.- Les cel'lules on Cid es troba deslocalitzada al llarg de tota la cromatina presenten
concentracions proteiques de Cid superiors a les d’aquelles que mostren una localitzacid
exclusivament centromeérica, indicant I’existéncia d’un mecanisme de regulaci6 dels nivells
d’expressiod de Cid. L’analisi dels nivells d’mRNA de Cid en funci6 del temps de cultiu indica

que aquesta regulaci6 té lloc a nivell post-transcripcional.

4.- La presencia al cultiu de I’inhibidor del proteosoma MG132 interfereix amb el procés de
localitzacié centromeérica de Cid indicant que la regulaci6 dels nivells d’expressio de Cid al
llarg del cultiu té lloc mitjangant un mecanisme de degradaci6 proteolitica via proteosoma que

contribueix a la localitzacid centromeérica de Cid.

5.- Neuroblastes de larves mutants Pros26’, les quals presenten una mutacié termosensible a
la subunitat B6 del proteosoma, mostren una deslocalitzacio parcial de Cid a temperatura no
permissiva indicant que, també in vivo, els nivells d’expressio de Cid i la seva localitzacid

centromerica estan regulats per degradacié proteolitica via proteosoma.
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6.- Els resultats anteriors indiquen que mantenir els nivells proteics de Cid per sota d’un
determinat llindar resulta essencial per garantir la seva deposicié especifica a les regions

centromeriques.

7.- Tant in vitro com en assajos de dos hibrids a llevat, Cid interacciona amb Ppa, una
proteina F-box que forma part del complex ubiquitina-lligasa SCF, suggerint que aquesta
interaccio pot contribuir a la degradaci6 proteolitica de Cid. No obstant, ni els nivells de Cid

. o .. . 20
ni la seva localitzacié centromerica es veuen afectats a embrions mutants Ppa” .

8.- Un alt percentatge de cel-lules on Cid esta deslocalitzada al llarg de tota la cromatina son
reactives amb a-PSer'"H3 indicant que la deslocalitzacié de Cid provoca una aturada del cicle
cel-lular en G2 o a I’inici de la mitosi. D’acord amb aquests resultats les c¢l-lules on Cid esta
deslocalitzada al llarg de tota la cromatina no es divideixen o, si ho fan, presenten greus

problemes de segregacié cromosomica

9.- Pel contrari, les cel-lules que presenten un patré mixt de localitzacio, on Cid esta només
parcialment deslocalitzada, progressen normalment al llarg del cicle cel-lular i es divideixen

correctament.

10.- Els resultats anteriors suggereixen que la deslocalitzacié de Cid interfereix amb la funcio
centromerica, probablement com a conseqiiencia de 1’ensamblatge parcial de cinetocors
ectopics a regions no centromeriques, i que aquesta interferéncia funcional requereix d’una

determinada concentracid local de Cid.
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Apendix

1.- MAPES DEL VECTORS YFP EMPRATS EN AQUESTS

EXPERIMENTS

pCid

Eco01091 3683 EYFP

HSV TK poly A [JYFP

4570 bp

BsrG1 1226
Netl 1239
Hbal 1248

5V40 poly A
AAT 1477

Kan/Neo

N T2y AT 2184
$:12416 “§V40 orl pSV40

pCid

pUC ori

Eco01081 4083
HSV TK poly A

pN(Cid)YFP
4960 bp

EYFP

BerGI 1616
Notl 1629

Kan/Neo ibal 1638
5V40 poly A
3tul 2806

SV40 ori pSY. 40 S=AT 2t ort

pCid

pUC ori MCS

3mal 486

N(Cid)HFD(H3)
BamHI 884
SemAl 1068

EcoQ1081 4376
HSV TK poly A
BamHI 1181

pN(Cid)HFD(H3)YTFP
5253 bp

EYFP

KanNeo BsrGI 1509

Notl 1922

hal 1832
Slbsl\j'[fa ) 5V40 poly A
ori pS\'si-l]\ 1 ori AATI 2160
B=xAT 2867
EcoRI 383
pCid

pUC ori

Eeo010814307
HSV TK poly A
pN(Cse4)HFD(Cid)YFP
5184 hp

KanNeo
BarGI 1840

Notl 1833
5V40 poly A

Stul 3030
AAIL 2081

SV4Dori (Lo 1l ori

pUC ori pCid

MisI 717

Cid
Eeo010914282

HSV TK poly A

pCID-YFP
5169 bp

EYFP

KanNeo BarGI 1823
Notl 1338
bal 1848

Sl 3013 SV40 poly A
$V40 . A.“IIIEDTPE )
1 ori
5axA1 2783
pCid

pUC ori

HFD(Cid)

EcoQ1051 3514

HSV TK poly A EYFP

pHFD(Cid)YFP
4791 bp

SV40 poly A
A 1688

11 ori

SexAT 2405

KanNeo

StuI 2637
5V40 ori ps\'q,[]\\

pCid

Mhel 429
Ndel 336
N(H3)HFD(Cid)

pUC ori

Eco010514037

HSV TK poly A

pN(H3)HFD(Cid)YFP
4914 bp

EYFP

BsrGI 1570
Notl 1583

Xbal 1553
SV40 poly A
AATT1821

KanNeo

Stul 2760 X fl ori
SV40 08l gy s 2538

EcoRI1385
Whal428

N(Cop)HFD(Cid)

pCid
pUC ori

Ecol1051 3552

HSV TK poly A

pN(Cnp1)HFD(Cid)YFP || EYFP

4829 bp

BarGI 1483
Mot 1458
Xbal 1508
Kan/Neo SV40 poly A
AAM 1736
Stul 2673 1 ori

V40 ori. pgyaq ™Al i
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2.- SEQUENCIES

En aquest apendix s’inclouen les seqiieéncies nucleotidiques dels diferents vectors
emprats en aquest treball per expressar a céllules Kc de D. melanogaster les proteines
d’interés fusionades a YFP. A més, s’inclouen les seqiiencies aminoacidiques, indicant

I’extrem N-terminal de la proteina d’interés en negreta i cursiva, ’extrem C-terminal

subratllat i la seqiiéncia corresponent al YFP amb un doble subratllat.

407
452
497
542
37

587
632
67

677
722

97

767
112

812
127

857
142

902
157

947
172

992
187

1037
202

174

caa
gcc
aac
acc
gac
agg
R
gac
cga
gtt

atg

ata

aag

gac

gac

aac

cag

cag

atg

gct

agc

ccg

cgc

gac

tac

aat

ccg

gag

acc

gcg

aga

aaa
gca
gac
ggc
G
cgg
R
gca
aat
gtg
caa

gcc

att

CCcC

acg

ctc

cgt

gcg

cgc

cag

aac

aag

tga
agg
R
gcc
gaa
tcc
aga
tat
cag
cag

aga

Cid-YFP

aaa GCT AGt

ccg
P

ttc

F

ttc

tcg

gac

CccC

gaa

acc

atg

tcg
S

cgc
R
acc
acg
agc
aca
agc
agg
R

gat

gcg
A

tcg
S
acc
ttgy
tcc
acc
aaa
cgg
R

cgt

atg
aac
ccg
agc
cgc
acc
aga
acg
cgc

gag
E

cca
aac
gag
E
caa
agg
R
agt
tcg
cga
aaa

atc

cga
tca
cca
ctg
gac
ggc
ccg
gca
gcg

cgg
R

cac
aag
gaa
acg
gcc
gag
E
cag
gca
gcc

cga

agc
tcg
gac
ctt
gga
G
gag
E
acg
999
G
aat

ctg

aga
ccg
ggc
G
cag
Ccgg
R
gag
E
cgt
cca
ccc

cag

cac

cat

CCC

ggc
G

aca

ctg

ata

CCcC

aag

ctg

ccg

ttc

tcg

cgt

cta

gtg

cgc

gag
E

ttc

atc

gtg

aag

tac

agc

gac

gac

gag
E

ccg

cta

agg
R

gtc

acc

gaa

ggc
G

gcc

cta

ttg

gcc

atg

cag

gag

tcg

tgc

gag

atg

tac

ttg

acg

cag

cgg
R

ctc

gce

gac

tcc

tac

atg

cta

acc

aag

cat

cgc
R

aat
N

cgc
R

gtc
V

aca
T

ctg
L

gag
E

gtg
\Y

cgc
R

gac
D

atg
M

gca
A

ttg
L

atg
M

gcc
A

451

496

21

541
36

586
51

631

676

81

721

766

111

811
126

856
141

901
156

946
171

991
186

1036
201

1081
216



Apendix

1082
217

1127
232

1172
247

1217
262

1262
277
1307
292

1352
307

1397
322

1442
337

1487
352

1532
367

1577
382

1622
397

1667
412

1712
427

1757
442

1802
457

tac

atc

tgc

gac

cga

GGC

GAG

GAG

CTG

TTC

GAT

ACC

CCA

GGG

CCG

GTG

GTC

GTG

GCC

CccC

ACC

ATC

ATG

CTG

GTG

GTC

AGC

GAG

CTG

GAC

GGC

GAC

GTA

AAC

GGC

CAC

AAG

TTC

AGC

GTG

TCC

GGC

GAG

GGC

GAG

GGC

GAT

GCC

ACC

TAC

GGC

AAG

CTG

ACC

CTG

AAG

TTC

ATC

TGC

ACC

ACC

GGC

AAG

CTG

CCcC

GTG

CccC

TGG

CccC

ACC

CTC

GTG

ACC

ACC

TTC

GGC

TAC

GGC

CTG

CAG

TGC

TTC

GCC

CGC

TAC

CCC

GAC

CAC

ATG

AAG

CAG

CAC

GAC

TTC

TTC

AAG

TCC

GCC

ATG

CcC

GAA

GGC

TAC

GTC

CAG

GAG

CGC

ACC

ATC

TTC

TTC

AAG

GAC

GAC

GGC

AAC

TAC

AAG

ACC

CGC

GCC

GAG

GTG

AAG

TTC

GAG

GGC

GAC

ACC

CTG

GTG

AAC

CGC

ATC

GAG

CTG

AAG

GGC

ATC

GAC

TTC

AAG

GAG

GAC

GGC

AAC

ATC

CTG

GGG

CAC

AAG

CTG

GAG

TAC

AAC

TAC

AAC

AGC

CAC

AAC

GTC

TAT

ATC

ATG

GCC

GAC

AAG

CAG

AAG

AAC

GGC

ATC

AAG

GTG

AAC

TTC

AAG

ATC

CGC

CAC

AAC

ATC

GAG

GAC

GGC

AGC

GTG

CAG

CTC

GCC

GAC

CAC

TAC

CAG

CAG

AAC

ACC

CCC

ATC

GGC

GAC

GGC

CcC

GTG

CTG

CTG

CcC

GAC

AAC

CAC

TAC

CTG

AGC

TAC

CAG

TCC

GCC

CTG

AGC

AAA

GAC

CCC

AAC

GAG

AAG

CGC

GAT

CAC

ATG

GTC

CTG

CTG

GAG

TTC

GTG

ACC

GCC

GCC

GGG

ATC
1

ACT
T

CTC
L

GGC
G

ATG
M

GAC
D

GAG
E

CTG
L

TAC
Y

AAG
K

TAA

*

AGC

GGC

CGC

GAC

1126
231

1171
246

1216
261

1261
276

1306
291
1351
306

1396
321

1441
336

1486
351

1531
366

1576
381

1621
396

1666
411

1711
426

1756
441

1801
456

1846

175



Apendix

176

497

542

587

27

632

677

57

722

767

87

812
102

857
117

902
132

947
147

992
162

1037
177

1082
192

1127
207

1172
222

1217
237

1262
252

1307
267

1352
282

gga
agg
R
gcc
gaa
tcc
aga
tat
cag
cag
GCC

CcccC

aat

ccg

ttc

ttc

tcg

gac

cccC

gaa

acc

ACC

ATC

ttg
tcg
cgc
acc
acg
agc
aca
agc
agg
R

ATG

aaa
acg
tcg
acc
ttg
tcc
acc
aaa
cgg
R

GTG

atg

aac

ccg

agc

cgc

acc

aga

acg

cgc

AGC

cca
aac
gag
E
caa
agg
R
agt
tcg
cga
aaa

AAG

Ncig-YFP

cga cac agc

R

tca
S
cca
ctg
gac
ggc
G
ccg
gca
gcg
A

GGC

H

aag
K

gaa
E

acg
T

gcc
A

gag
E

cag

Q

gca
A

gce
A

GAG
E

S

tcg
S

gac
D

ctt
L

gga
G

gag
E

acg
T

999
G
ggt
G

GAG
E

aga
ccg
ggc
G
cag
cgg
R
gag
cgt
cca
acc

CTG

gcec
aac
acc
gac
agg
gac
cga
gtt
cGG

TTC

aag

gac

gac

aac

cag

cag

atg

gct

GAT

ACC

cgc

gac

tac

aat

ccg

gag

acc

gcg

CCA

GGG

gca
gac
ggc
G
cgg
R
gca
aat
gtg
Vv
caa
CCG

GTG

cce
acg
ctc
cgt
ng
cgc
cag
aac
GTC

GTG

CTG

GTC

GAG

CTG

GAC

GGC
G

GAC
D

GTA

AAC

GGC

CAC

AAG

TTC

AGC

GTG

TCC

GGC

GAG

GGC

GAG

GGC
G

GAT
D

GCC

ACC

TAC

GGC

AAG

CTG

ACC

CTG

AAG

TTC

ATC

TGC

ACC

ACC
T

GGC
G

AAG

CTG

CcC

GTG

CccC

TGG

CccC

ACC

CTC

GTG

ACC

ACC

TTC

GGC
G

TAC
Y

GGC

CTG

CAG

TGC

TTC

GCC

CGC

TAC

CCC

GAC

CAC

ATG

AAG

CAG
Q

CAC
H

GAC

TTC

TTC

AAG

TCC

GCC

ATG

CccC

GAA

GGC

TAC

GTC

CAG

GAG
E

CGC
R

ACC

ATC

TTC

TTC

AAG

GAC

GAC

GGC

AAC

TAC

AAG

ACC

CGC

GCC
A

GAG
E

GTG

AAG

TTC

GAG

GGC

GAC

ACC

CTG

GTG

AAC

CGC

ATC

GAG

CTG
L

AAG
K

GGC

ATC

GAC

TTC

AAG

GAG

GAC

GGC

AAC

ATC

CTG

GGG

CAC

AAG
K

CTG
L

GAG

TAC

AAC

TAC

AAC

AGC

CAC
H

AAC
N

GTC
\'

TAT
Y

ATC
|

ATG
M

GCC
A

GAC
D

AAG
K

CAG
Q

AAG
K

AAC
N

GGC
G

ATC
|

AAG
K

541
11

586

631

41

676

721

71

766

811

101

856
116

901
131

946
146

991
161

1036
176

1081
191

1126
206

1171
221

1216
236

1261
251

1306
266

1351
281

1396
296



Apendix

1397
297

1442
312

1487
327

1532
342

1577
357

1622
372

GTG AAC TTC
V. N F

ATC

CGC

CAC

AAC

ATC

GAG

GAC

GGC

AGC

GTG

CAG

CTC GCC GAC
L A D

CAC

TAC

CAG

CAG

AAC

ACC

CccC

ATC

GGC

GAC

GGC

CcCcC

GTG CTG CTG
vV L L

CcC

GAC

AAC

CAC

TAC

CTG

AGC

TAC

CAG

TCC

GCC

CTG

AGC AAA GAC
S K D

CcC

AAC

GAG

AAG

CGC

GAT

CAC

ATG

GTC

CTG

CTG

GAG

TTC GTG ACC
F_ VvV T

GCC

GCC

GGG

ATC

ACT

CTC

GGC

ATG

GAC

GAG

CTG

TAC

AAG TAA AGC
K *

GGC

CGC

GAC

TCT

AGA

TCA

TAA

TCA

GCC

ATA

CCA

CAT

1441
311

1486
326

1531
341

1576
356

1621
371

1666

177



Apendix

HFDciq-YFP

407 caa ata ccg aaa att tga aaa GCT AGt atg agc aga gcc aag aga 451
M S R A K R 6

452 atg gat cgt gag atc cgg cga ctg cag cac cat ccc ggc aca ctg 496
R R L Q H H P G

497 ata ccc aag ctg ccg ttc tcg cgt cta gtg cgc gag ttc atc gtg 541
22 1 P K L P F S R L V R E

542 aag tac agc gac gac gag ccg cta agg gtc acc gaa ggc gcc cta 586
37 K Y S D D E P L R G

587 ttg gcc atg cag gag tcg tgc gag atg tac ttg acg cag cgg ctc 631
52 L A M Q E S C E M Y L T Q@ R

632 gcc gac tcc tac atg cta acc aag cat cgc aat cgc gtc aca ctg 676
67 A D S Y M L T K H R N R V T L 81

677 gag gtg cgc gac atg gca ttg atg gcc tac atc tgc gac cga GAT 721
82 E VvV R D M A L M A Y 1 cC D R D 96

722 CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC ACC 766
97 P P V. A T M _V S K _G E E L F_ T 111

767 GGG GTG GTG CCC ATC CTG GTC GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC GGC 811
112 G V V P 1 L V E L D G D V. N G 126

812 CAC AAG TTC AGC GTG TCC GGC GAG GGC GAG GGC GAT GCC ACC TAC 856
127 H K F S V S G E G E G D A T Y 141

857 GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTC ATC TGC ACC ACC GGC AAG CTG CCC 901
142 G K L T L K _F 1 C T T G K L P 156

902 GTG CCC TGG CCC ACC CTC GTG ACC ACC TTC GGC TAC GGC CTG CAG 946
157 \" P W P T L Vv T T F G Y G L Q 171

947  TGC TTC GCC CGC TAC CCC GAC CAC ATG AAG CAG CAC GAC TTC TTC 991
172 c F A R Y P D H M K Q H D F F 186

992 AAG TCC GCC ATG CCC GAA GGC TAC GTC CAG GAG CGC ACC ATC TTC 1036
187 K S A M P E G Y V Q E R T | F 201

1037 TTC AAG GAC GAC GGC AAC TAC AAG ACC CGC GCC GAG GTG AAG TTC 1081
202 F K D D G N Y K T R A E V K F 216

1082 GAG GGC GAC ACC CTG GTG AAC CGC ATC GAG CTG AAG GGC ATC GAC 1126
217 E G D T L V N R 1 E L K G | D 231

1127 TTC AAG GAG GAC GGC AAC ATC CTG GGG CAC AAG CTG GAG TAC AAC 1171
232 F K E D G N 1 L G H K L E Y N 246

1172 TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC ATG GCC GAC AAG CAG AAG AAC 1216
247 Y N S H N VY 1 M A D K Q K N 261

1217 GGC ATC AAG GTG AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAG GAC GGC 1261
262 G 1 K _V N F K 1 R H N | E D G 276

1262 AGC GTG CAG CTC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC 1306
277 s v Q L A D H Y Q Q N T P | G 291

178



Apendix

1307
292

1352
307

1397
322

1442
337

GAC GGC CCC GTG CTG CTG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC TAC CAG
D G P V L L P D N H Y L S Y Q

TCC GCC CTG AGC AAA GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CAC ATG GTC
S A L S K D P N E K R D H MV

CTG CTG GAG TTC GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CTC GGC ATG GAC
L L E F v T A A G | T L G M D

GAG CTG TAC AAG TAA AGC GGC CGC GAC TCT AGA TCA TAA TCA GCC
E L Y K *

1351
306

1396
321

1441
336

1486

179



Apendix

180

497

542

12

587
27

632
42

677
57

722
72

767
87

812
102

857
117

902
132

947
147

992
162

1037
177

1082
192

1127
207

1172
222

1217
237

1262
252

1307
267

1352
282

gga
agg
R
gcc
gaa
tcc
aga
tat
cag
cag

gga
G

aat

ccg

ttc

ttc

tcg

gac

CcccC

gaa

acc

acc

ttg
tcg
cgc
acc
acg
agc
aca
agc
agg
R

gtg

aaa
acg
tcg
acc
ttg
tcc
acc
aaa
cgg
R

gcc

atg

aac

ccg

agc

cgc

acc

aga

acg

cgc

ttg

NcidHF D3 -YFP

cca cga cac agc aga

P

aac
N

gag
E

caa
Q

agg
R

agt
S

tcg
S

cga
R

aaa

cgt

R

tca
S
cca
ctg
gac
ggc
G
ccg
gca
gcg
A

gaa

H

aag
K

gaa
E

acg
T

gcc
A

gag
E

cag

Q

gca
A

gce
A

att
1

S

tcg
S

gac
D

ctt
L

gga
G

gag
E

acg
T

999
G
999
G

cgt
R

R

ccg
P

ggc
G

cag

Q
cgg
R
gag
E
cgt
R
cca

gat

cgc

gcec
aac
acc
gac
agg
gac
cga
gtt
cct

tac

aag

gac

gac

aac

cag

cag

atg

gct

cgc

caa

cgc

gac

tac

aat

ccg

gag

acc

gcg

tat

aag

gca
gac
ggc
G
cgg
R
gca
aat
gtg
\Y
caa
cgc

agc

cce
acg
ctc
cgt
gcg
A
cgc
cag
aac
cct

acc

gag
E

ctt
L

cta

atc

cgc

aag

ctg

cct

ttc
E

cag

cgt

ctg

gtg

cgt

gaa

atc

gct
A

cag

gac

ttt

aag

acg

gac

ttg
L

cga

ttc

cag

agc

tcg

gcg

gtt

atg
M

gct

ctg

cag

gaa

gct

agc

gaa
E

gce

tac

ctg

gtt

ggt
G

ctc

ttc

gaa
E

gat

acc

aac

ttg

tgt

gcc

att
1

cat

gcc

aag

cgt

gtc

acc

ata
1

atg
M

CCC

aaa

gac

atc

cag

tta

gcg
A

cga

cgc

att

cgc

ggc
G

gag
E

cgt
R

gct
A

GAG
E

CTG
L

ttg

TTC

GAT

ACC

CCA

GGG

CCG

GTG

GTC

GTG

GCC

CcCcC

ACC
T

ATC
|

ATG

GTG

AGC

AAG

GGC

GAG

CTG

GTC

GAG

CTG

GAC

GGC

GAC
D

GTA
\"

AAC

GGC

CAC

AAG

TTC

AGC

GTG
\"

TCC

GGC

GAG

GGC

GAG

GGC

GAT
D

GCC
A

ACC

TAC

GGC

AAG

CTG

ACC

CTG
L

AAG

TTC

ATC

TGC

ACC

ACC

GGC
G

AAG
K

CTG
L

CCC
P

GTG
\'

CcC
P

TGG
w

CcC
P

ACC
T

CTC
L

GTG
\Y

ACC
T

ACC
T

TTC
=

GGC
G

541
11

586

631

41

676

721

71

766

811

101

856
116

901
131

946
146

991
161

1036
176

1081
191

1126
206

1171
221

1216
236

1261
251

1306
266

1351
281

1396
296



Apendix

1397
297

1442
312

1487
327

1532
342

1577
357

1622
372

1667
387

1712
402

1757
417

1802
432

1847
447

1892
462

TAC

GGC

CTG

CAG

TGC

TTC

GCC

CGC

TAC

CccC

GAC

CAC

ATG

CAG

CAC

GAC

TTC

TTC

AAG

TCC

GCC

ATG

CccC

GAA

GGC

TAC

GTC

CAG

GAG

CGC

ACC

ATC

TTC

TTC

AAG

GAC

GAC

GGC

AAC

TAC

AAG

ACC

CGC

GCC

GAG

GTG

AAG

TTC

GAG

GGC

GAC

ACC

CTG

GTG

AAC

CGC

ATC

GAG

CTG

AAG

GGC

ATC

GAC

TTC

AAG

GAG

GAC

GGC

AAC

ATC

CTG

GGG

CAC

AAG

CTG

GAG

TAC

AAC

TAC

AAC

AGC

CAC

AAC

GTC

TAT

ATC

ATG

GCC

GAC

AAG

CAG

AAG

AAC

GGC

ATC

AAG

GTG

AAC

TTC

AAG

ATC

CGC

CAC

AAC

ATC

GAG

GAC

GGC

AGC

GTG

CAG

CTC

GCC

GAC

CAC

TAC

CAG

CAG

AAC

ACC

CcccC

ATC

GGC

GAC

GGC

CcccC

GTG

CTG

CTG

CccC

GAC

AAC

CAC

TAC

CTG

AGC

TAC

CAG

TCC

GCC

CTG

AGC

GAC

CccC

AAC

GAG

AAG

CGC

GAT

CAC

ATG

GTC

CTG

CTG

GAG

TTC

ACC

GCC

GCC

GGG

ATC

ACT

CTC
L

GGC
G

ATG
M

GAC
D

GAG
E

CTG
L

TAC
Y

AAG
K

AGC

GGC

CGC

GAC

TCT

AGA

1441
311

1486
326

1531
341

1576
356

1621
371

1666
386

1711
401

1756
416

1801
431

1846
446

1891
461

1936

181



Apendix

182

407

452

497

22

542

587

52

632
67

677
82

722
97

767
112

812
127

857
142

902
157

947
172

992
187

1037
202

1082
217

1127
232

1172
247

1217
262

1262
277

caa

act

gct

aag

atc

ata
gct
act
aag

cgg
R

ccg

cgc

aag

CCC

cga

aaa

aaa

gcc

cac

ctg

att

tcg

gct

cat

cag

NwHsHEDciq-YFP

tga aaa Gct agc atg

act
T

cgc
R

atg
M

ggt
G

aag
K

agc
S

gga
G

agt
S

aga
R

aag
K

gct
A

gce
A

M

gcg
A

CCa

aag

gct

CCa

gcc

aga

cgt

cgc

acc

atg

acc

aaa

gg9a
G

gat

aag

caa

ggt
G

cgt

caa

ctg

gtg
Vv

gag

cac

cat
H

ccc

ggc
G

aca

ctg

ata

CCC

aag

ctg

ccg

ttc

tcg

cgt

cta

gtg

cgc
R

gag

ttc
F

atc

gtg

aag

tac

agc

gac

gac

gag
E

ccg

cta

agg
R

gtc

acc

gaa

ggc
G

gcc

cta

ttg

gcc

atg

cag

gag

tcg

tgc

gag

atg

tac

ttg

acg

cag

Q

cgg
R

ctc

gcc

gac

tcc

tac

atg

cta

acc

aag

cat

cgc

aat

cgc

gtc
V

aca

ctg

gag
E

gtg

cgc

gac

atg

gca

ttg

atg

gcc

tac

atc

tgc

gac
D

cga

ACC

ATC

ATG

GTG

AGC

AAG

GGC

GAG

GAG

CTG
L

TTC

GAT

ACC

CCA

GGG

CCG

GTG

GTC

GTG

GCC

CccC

CTG

GTC

GAG

CTG

GAC

GGC

GAC

GTA
\"

AAC

GGC

CAC

AAG

TTC

AGC

GTG

TCC

GGC

GAG

GGC

GAG

GGC

GAT

GCC
A

ACC

TAC

GGC

AAG

CTG

ACC

CTG

AAG

TTC

ATC

TGC

ACC

ACC

GGC

AAG
K

CTG

CCC

GTG

CCC

TGG

CcCcC

ACC

CTC

GTG

ACC

ACC

TTC

GGC

TAC

GGC

CTG

CAG

TGC

TTC

GCC

CGC

TAC

CccC

GAC

CAC

ATG

AAG

CAG

CAC

GAC

TTC

TTC

AAG

TCC

GCC

ATG

CccC

GAA

GGC

TAC

GTC

CAG

GAG

CGC

ACC

ATC

TTC

TTC

AAG

GAC

GAC

GGC

AAC

TAC

AAG

ACC

CGC

GCC

GAG

GTG

AAG

TTC

GAG

GGC

GAC

ACC

CTG

GTG

AAC

CGC

ATC

GAG

CTG

AAG

GGC

ATC

GAC

TTC

AAG

GAG

GAC

GGC
G

AAC
N

ATC
1

CTG
L

GGG
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Apendix

1307 AAC GTC TAT ATC ATG GCC GAC AAG CAG AAG AAC GGC ATC AAG GTG 1351
292 N V Y 1 M A D K Q@ K N G | K _V 306

1352 AAC TTC AAG ATC CGC CAC AAC ATC GAG GAC GGC AGC GTG CAG CTC 1396
307 N F K 1 R H N | E D G S V. Q L 321

1397 GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC cCC GTG 1441
322 A D H Y Q 0 N T P | G D G P Vv 336

1442 CTG CTG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC TAC CAG TCC GCC CTG AGC 1486
337 L L P D N H Y L S Y Q S A L S 351

1487 AAA GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CAC ATG GTC CTG CTG GAG TTC 1531
352 K D P N E K R D H MV L L E F 366

1532 GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CTC GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG 1576
367 v T A A G | T L G M D E L Y K 381

1577 TAA AGC GGC CGC GAC TCT AGA TCA TAA TCA GCC ATA CCA CAT TTG 1621
382 *
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Apendix

1307 CAG CTC GCC GAC CAC TAC CAG CAG AAC ACC CCC ATC GGC GAC GGC 1351
292 Q L A D H Y Q Q N T P | G D G 306

1352 CCC GTG CTG CTG CCC GAC AAC CAC TAC CTG AGC TAC CAG TCC GCC 1396
307 P V L L P D N H Y L S Y Q S A 321

1397 CTG AGC AAA GAC CCC AAC GAG AAG CGC GAT CAC ATG GTC CTG CTG 1441
322 L S K D P N E K R D H M V L L 336

1442 GAG TTC GTG ACC GCC GCC GGG ATC ACT CTC GGC ATG GAC GAG CTG 1486
337 E F v T A A G 1 T L G M D E L 351

1487 TAC AAG TAA AGC GGC CGC GAC TCT AGA TCA TAA TCA GCC ATA CCA 1531
352 Y K *
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NCse4HFDCid "YFP

407 caa ata ccg aaa att tga aaa Gct agc atg tca agt aaa caa caa 451
M S S K Q Q 6

452 tgg gtt agt tct gct att caa agt gat tcg agt gga aga tca ctc 496
W Vv S S A | Q S D S S G

497 agt aac gtc aac agg ctt gca gga gac caa caa tct att aac gat 541
22 S N V. N R G D Q Q S 1 N D 36

542 cgt gcg tta tcg tta ttg cag aga aca aga gcg aca aag aac ctg 586
37 R A L S L L Q R T R A T K N L 51

587 ttt cca aga aga gag gaa aga aga cgt tat gaa agc tca aaa agt 631
52 F P R R E E R R R Y E S S K S 66

632 gac cta gat atc gaa aca gac tac gaa gac caa gca ggt aat cta 676
67 D L D | E T D Y E D Q A G

677 gaa atc gag aca gaa aat gaa gaa gaa gct gaa atg gaa act gaa 721
82 E 1 E T E N E E E A E M E T E 96

722 gta cct gca cca gtg cga act cat tca tat gcc tta gac aga tat 766
97 v P A P V R T H S Y A L D R Y 111

767 gtt aga cag aaa agg agg gaa aaa caa aga aag cag agc tta aag 811
112 \Y R Q K R R E K Q R K Q S L K 126

812 cgc gtc gaa aag att atg agc aga gcc aag aga atg gat cgt gag 856
127 R VvV E K 1 M S R A K R M D R E 141

857 atc cgg cga ctg cag cac cat ccc ggc aca ctg ata ccc aag ctg 901
142 1 R G T L 1 P K L 156

902 ccg ttc tcg cgt cta gtg cgc gag ttc atc gtg aag tac agc gac 946
157 P F S R L VvV R E F 1 vV K Y S D 171

947 gac gag ccg cta agg gtc acc gaa ggc gcc cta ttg gcc atg cag 991
172 D E R G A L L A M Q 186

992 gag tcg tgc gag atg tac ttg acg cag cgg ctc gcc gac tcc tac 1036
187 E S C E M Y L T Q@ R L A D S Y 201

1037 atg cta acc aag cat cgc aat cgc gtc aca ctg gag gtg cgc gac 1081
202 M L T K H R N R Vv T L E V R D 216

1082 atg gca ttg atg gcc tac atc tgc gac cga GAT CCA CCG GTC GCC 1126
217 M A L M A Y | C D R D P P VvV A 231

1127 ACC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG TTC ACC GGG GTG GTG CCC 1171
232 T M _V S K G E E L F T G V V P 246

1172 ATC CTG GTC GAG CTG GAC GGC GAC GTA AAC GGC CAC AAG TTC AGC 1216
247 | L V E L D G D V N G H K _F S 261

1217 GTG TCC GGC GAG GGC GAG GGC GAT GCC ACC TAC GGC AAG CTG ACC 1261
262 vV S G E G E G D A T Y G K L T 276

1262 CTG AAG TTC ATC TGC ACC ACC GGC AAG CTG CCC GTG CCC TGG CCC 1306
277 L K F | c 1T T 6 K L P V P W P 291
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