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Introduccio

1. El centromer:

El centromer és una regié especialitzada de la cromatina que permet la correcta
segregacié cromosomica durant la divisid cel-lular (Choo, 2000; Sullivan et al., 2001;
Sullivan, 2001). Errors en aquest procés de repartiment de la informacid genéetica pot
generar cél-lules filles amb un nimero incorrecte de cromosomes, anomenades cél-lules
aneuploides. L'aneuploidia és la causa comu d’algunes malalties congénites o adquirides,
com per exemple la infertilitat, defectes en el naixement i la tumorgénesi (Hassold and
Hunt, 2001; Holland and Cleveland, 2009).

El centromer, entre d’altres funcions, intervé en la cohesié de les cromatides
germanes i la formacio del cinetocor. El cinetocor és un complex multiproteic que permet
la unié dels microtubuls del fus acromatic en el centromer. Quan el cinetocor percep
errors en la unié del cromosoma amb el fus mitotic activa el punt de control de la mitosi
per tal d’aturar la transici6 de metafase a anafase fins que tots els cromosomes tinguin

una unié bipolar al fus acromatic (Rieder and Salmon, 1998).

1.1 Organitzacié de la regié centromérica en diferents organismes:

En els eucariotes, el centromer va ser identificat com la constriccié primaria del
cromosoma metafasic visible al microscopi. Amb el pas del temps s’ha observat que no
tots els cromosomes tenen la constriccié primaria i que hi ha espécies en les quals el
cinetocor es forma al llarg de tot el cromosoma. Per tant, existeixen dos tipus de
cromosomes; els monoceéntrics els quals s'uneixen als microtlbuls en una regié concreta,
el centromer; i els holocéntrics en els quals el cinetocor esta difus per tot el cromosoma
(Figura I.1) (Mandrioli and Manicardi, 2012). Els estudis publicats en aquest camp
suggereixen que molts dels components i el mecanisme de funcionament del cinetocor

estan conservats en aquests dos tipus de cromosomes (Dernburg, 2001).

Figura I.1. Dos tipus de cromosomes en funcié de la regi6 on es munta el cinetocor. En els
cromosomes monocentrics (A) el cinetocor s’assembla en una regié concreta, el centromer. En canvi, en els
cromosomes holocéntrics (B) el cinetocor esta difus per tot el cromosoma.
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1.1.1 Els cromosomes holocéntrics

S’han identificat cromosomes holocéntrics en plantes, protists, insectes i
nematodes. El nematode Caenorhabditis elegans és el model animal més utilitzat per
I'estudi d'aquests cromosomes.

Tot i que no sembla que hi hagin uns requeriments especials en les seqliéncies de
nucleotids que facilitin I'assemblatge del cinetocor en les espécies amb cromosomes
holocéntrics, s’han identificat una série de caracteristiques comunes en els seus genomes
(Mandrioli and Manicardi, 2012). En primer lloc, acostumen a ser genomes forga
compactes. En segon lloc, I'analisi del contingut de GC en el genoma de dues espécies
amb cromosomes holoceéntrics com Tetranychus urticae i C.elegans denoten que el seu
contingut és uniforme en tot el cromosoma tot i que aquest contingut pot variar una mica
entre especies. La densitat dels gens és també constant en tot el cromosoma. En canvi,
la distribucié dels gens en els cromosomes monocéntrics no és uniforme, hi ha un cert
grau d’agrupament. I en darrer lloc, una altra caracteristica dels cromosomes dels
nematodes és que presenten seqléncies repetitives organitzades formant tandems que
estan distribuits al llarg de tot el cromosoma. El nombre, la mida, la distribucio i la
composicio de les seqgliéncies repetides és diferent entre les diferents especies i no tenen
una aparent relaci6 amb les seqliéncies centromeériques presents en altres eucariotes

(Subirana and Messeguer, 2013).
1.1.2 Els cromosomes monoceéntrics

Els cromosomes monocéntrics es caracteritzen per tenir centromers localitzats, és
a dir, tenen la funcié centromérica restringida en una regié especifica del cromosoma.
Entre els centromers localitzats, hi ha una gran variabilitat en mida i seqiéncia, que va
des del centromer puntual de Saccharomyces cerevisiae fins als centromers regionals
trobats en la majoria d’eucariotes com en Schizosaccharomyces pombe, Drosophila

melanogaster, plantes i humans (Figura 1.2).

El centromer puntual de Saccharomyces cerevisiae

En els setze cromosomes del llevat S. cerevisiae la funcié centromérica esta
compresa en una regié conservada de tant sols 125 pb, anomenada sequéncia CEN. La
sequéncia CEN esta organitzada en tres dominis: CDEI, CDEII i CDEIII (Murphy and
Fitzgerald-Hayes, 1990). Mutacions en qualsevol dels tres dominis produeixen defectes
en la segregacié cromosdomica, perd aquests son més evidents en les mutacions de la
regié CDEIII (Newlon, 1988). La seqliéncia CDEI és molt curta, tant sols 8 pb, i conté
una seqiéncia palindromica que s’estén des del nucleotid 3 fins al 8. En aquest domini

s’uneix el factor activador de la transcripcié Cbflp (Centromere-binding factor 1) formant
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un dimer (Mellor et al., 1990). CDEIII és una seqlieéncia de 25 pb on s’uneix el complex
proteic CBF3 (Lechner and Carbon, 1991), el qual esta format per les proteines Ndc10
(Nuclear division cycle 10), Cep3 (Centromere protein 3), Ctf13 (Chromosome
transmission fidelity protein 13) i Skpl (Suppressor of kinetochore protein 1). Aquest
complex és essencial per la formacié del cinetocor ja que permet I'assemblatge de les
proteines del cinetocor i del nucleosoma que conté la variant centromérica de la histona
H3 de S. cerevisiae, CenH3“®** (Chromosome segregation 4) (Ortiz et al., 1999). Entre
aquests dos elements hi ha el domini CDEII, regié no conservada de 78-86 pb rica en AT.
S’ha observat que delecions que modifiquen la seva mida afecten la funcié centromeérica i
agquesta és restaurada en inserir una seqliéncia de mida equivalent rica en AT (Gaudet
and Fitzgerald-Hayes, 1987). Per tant, l'alt contingut d’AT i la mida de la seqliéncia
influencien la funcié centromeérica més que la seqliiéncia de nucledtids en concret. En

aquest domini és on s’uneix I"dnic nucleosoma que conté CenH3%¢,

A S cerevisiae B S.pombe
. 40-100 kb i
| 12500 ! '
L nner Core Inner
.'//_ | 11} _// m m//
—_ o
() wna © \J tRNA
Csad Cnpl
C D.melanogaster D H.sapiens
-‘.1/_. kb N L 0.1-4 Mb 1

H Lallili ;
E“'m uﬂm_ S EEEp R CEEp EEEp
© 0 © 000000
Cid CENPA

Figura I.2. Organitzacio estructural dels centromers de diferents organismes eucariotes. La seqiiéncia
del DNA centroméric no esta conservada entre espécies. Tanmateix, tots els centromers tenen en comu la
presencia de la variant centromeérica de la histona H3, CenH3. A) El centromer de Saccharomyces cerevisiae és

una regidé d'uns 125 pb formada per tres elements conservats: CDEI, CDEII i CDEIII. En el domini CDEII s’uneix
Cse4.

I"lnic nucleosoma que conté CenH3 . B) A Schizosaccharomyces pombe el centromer esta format per una
regid central, envoltada per les seqliéncies repetitives internes (inner) i externes (outer). La regid central
conjuntament amb les seqliéncies repetitives internes formen el domini central on es troba la CenH3C"PL, C) En
el minicromosoma Dp1187 de Drosophila melanogaster s’ha identificat una regié de 420 Kb que actua com a
centromer. Aquesta regio presenta un domini central format per dos blocs de DNA repetitiu i transposons. D) El
principal component dels centromers dels humans és el DNA satél-lit alfa, el qual es troba repetit format
tandems des de 100 Kb fins a Mb. Figura extreta de Sullivan et al., 2001.
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Els centromers regionals
El centromer de Schizosaccharomyces pombe

Malgrat que els centromers dels tres cromosomes del llevat Schizosaccharomyces
pombe sén molt diferents pel que fa a la seva mida, des d'aproximadament 35 kb fins a
110 kb, tots ells presenten una estructura global forga similar. Cada centromer té una
regié central de 4-7 kb, anomenada cnt (central core), formada per seqliéncies no
repetitives que presenten un alt contingut d’AT (Takahashi et al., 1992). Tot i que
aquestes regions centrals no estan conservades, en els cromosomes 1 i 3 comparteixen
un tros de seqliéncia de 3.3 Kb, anomenada tm. A més, en la regié central del
cromosoma 2 s’ha identificat una regié que presenta un 48% d’homologia amb I'element
tm (Wood et al., 2002). Cada regid central esta envoltada per les seqiéncies repetitives
internes imrR i imrL (inner-most-repeat Right i Left) que son especifiques per cada
centromer i estan orientades invertidament respecte el cnt. A la vegada, aquestes
seqliéncies repetitives internes estan flanquejades per unes altres seqiéncies repetitives
externes otrR i otrL (outer-repeats Right i Left) que estan formades pels elements
repetitius dg i dh, també anomenats repeticions K i L. Malgrat que els elements dg i dh
estan conservats, la seva organitzacid entre ells, la orientacidé respecte el cnt i el nombre
és diferent en cada centromer. Experimentalment, s’ha determinat que per una correcta
funcié centromeérica és necessaria una seqiiéncia minima que inclou tota la regié central,
les repeticions internes i una porcid de les repeticions externes (Baum et al., 1994;
Hahnenberger et al., 1991). De fet, la regié central i les seqlieéncies repetitives internes
formen el domini central. En aquest domini és on es munta el cinetocor i es caracteritza
per ser la Unica regid del centromer que conté la variant centromeérica de la histona H3
de S. pombe, CenH3“"! (Centromere protein 1) (Takahashi et al., 2000). Per altra
banda, les sequéncies repetitives externes formen el domini d’heterocromatina que
permet la cohesio de les cromatides germanes en els centromers (Bernard et al., 2001;
Nonaka et al., 2002).

Els centromers dels eucariotes superiors

La caracteristica estructural més important dels centromers dels eucariotes
superiors és que estan localitzats en regions de DNA repetitiu que pot anar de centenars
de kb a Mb. S’entén com a DNA repetitiu o satél-lit, petites seqiéncies altament
repetitives que formen tandems.

En el cas de Drosophila melanogaster, |'inic centromer que ha estat caracteritzat
és el del minicromosoma Dp1187 d’1,3 Mb derivat del cromosoma X. Mitjangant
delecions d’aquest minicromosoma, s’ha identificat una regié de 420 Kb que és suficient i

necessaria per la correcte segregacié d'aquest cromosoma (Murphy and Karpen, 1995).
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Aguesta regio esta formada per dos blocs de DNA repetitiu, AATAT i TTCTC, i una petita
regié terminal rica en seqliéncies AT. En el bloc repetitiu AATAT i la petita regié terminal
hi ha inserits transposons que han sigut identificats en altres regions del genoma (Sun et
al., 2003; Sun et al., 1997). A més, s’ha observat que tots els minicromosomes derivats
de Dp1187 que es segreguen correctament contenen la variant centromerica de la
histona H3 de Drosophila, CenH3® (Centromere identifier) (Blower and Karpen, 2001).
Els centromers dels humans es caracteritzen per tenir una familia de DNA sateél:lit
rica en AT, anomenada satel-lit alfa. Aquest DNA satel:lit consisteix en la repeticidé en
tandem d’un monomer de 171 pb fins a formar dominis des de 100 Kb a megabases
(Tyler-Smith and Willard, 1993). En experiments per identificar els requeriments de la
seqiéncia de DNA per formar centromers de nou en cél-lules humanes s’ha determinat
gue el satél-lit alfa és imprescindible per establir la funcié centromerica (Harrington et
al., 1997; Ikeno et al., 1998). A més, s’ha observat que al satel:lit alfa s’hi uneixen la
variant centromérica de la histona H3 d’humans, CenH3“""A (Centromere protein A) i
altres proteines centromériques com CENP-B (Centromere protein B) i CENP-C
(Centromere protein C) (Masumoto et al., 1989b). Concretament, la proteina CENP-B
reconeix especificament un motiu de 17 pb, anomenat CENP-B box, present en aquest
DNA repetitiu (Masumoto et al., 1989a). No obstant, dues observacions suggereixen que
no tot el domini satel-lit alfa esta implicat en la funcié centromérica. En primer lloc, s’ha

observat que CenH3¢ENPA

només es localitza en una regié concreta d'aquest domini
(Warburton et al., 1997). En segon lloc, els cromosomes en els quals s’ha delecionat part
d’aquest domini poden assemblar el cinetocor i segregar-se correctament (Mills et al.,

1999; Wevrick et al., 1990; Yang et al., 2000).

1.2 La cromatina centromeérica

La manca de conservacio del DNA centromeéric entre els diferents organismes, ha
fet pensar que la identitat centromérica no esta associada a la seqliéncia nucleotidica.
Dues observacions més donen suport a aquesta hipotesi. Una primera observacio és que
a humans i a Drosophila existeixen cromosomes dicentrics. Aquests es caracteritzen per
tenir dues regions separades de DNA centromeéric, per6 només una de les dues pot
reclutar les proteines centromeriques i formar un cinetocor, mentre que l'altra esta
inactivada (Earnshaw and Migeon, 1985; Warburton et al., 1997). L'altre observacio és la
formaciéo de neocentromers, centromers originats de nou en regions no centromeriques
on es formen cinetocors funcionals (Alonso et al., 2007; Bassett et al., 2010; Warburton
et al., 1997). Aixi doncs, totes aquestes observacions demostren que el DNA repetitiu no
és ni suficient ni necessari per la formacié d'un centromer funcional. I per tant,
suggereixen que la identitat i la funcié centromeérica estan regulades epigeneticament per

la formacié d’'una cromatina especialitzada.
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De fet, els centromers dels diferents organismes presenten un alt grau de
similitud pel que fa a la seva estructura i organitzacié a nivell de cromatina. En aquest
sentit, una caracteristica comuna en tots els centromers natius a excepcié del de S.
cerevisiae, és que estan inserits en I’'heterocromatina. Amb el pas del temps, s’ha vist
que aquesta regid6 comprén dos dominis essencials per la funcié centromérica que es
diferencien tant citoldgicament com funcionalment: I'heterocromatina pericentomerica i
el domini central.

L'heterocromatina pericentromeérica es troba envoltant el domini central.
Epigenéticament, es caracteritza per tenir les modificacions post-traduccionals de les
histones propies de la cromatina silenciada; és a dir, els nucleosomes amb les histones
H3 i H4 hipoacetilades i la di i trimetilacidé de la lisina 9 i 27 de la histona H3 (Figura 1.3)
(Gopalakrishnan et al., 2009; Sullivan and Karpen, 2004). Associada a aquest domini
s’'ha detectat HP1 (Heterochromatin protein 1), proteina que reconeix especificament la
metilacio de la lisina 9 de la histona H3 (Blower and Karpen, 2001). A I'heterocromatina
pericentromeérica se li atribueixen basicament tres funcions: fer de frontera entre la
cromatina transcripcionalment activa i el domini central del centromer (Chen et al.,
2008), permetre la cohesié de les cromatides germanes durant la mitosi (Bernard et al.,
2001; Nonaka et al., 2002) i reprimir la recombinacié meiotica al voltant dels centromers
(Ellermeier et al., 2010).

Heterocromatina Domini central

pericentromeérica 'H3Kdme2
H3K9me2 H3Kdmel
H3K9Ime3 H3K36me2
H3K27me2 H3K36me3

H3K27me3 CenH3

Figura I.3. Organitzacio estructural de la cromatina centromérica en els eucariotes a excepcio de S.
cerevisiae. La funcié centromérica esta definida per dos dominis citologicament i funcionalment diferents:
I'neterocromatina pericentromérica (blau) i el domini central (taronja). Les histones de I’heterocromatina
pericentromérica presenten un patré de modificacions post-traduccionals propi de la cromatina silenciada.
Associada a aquest domini hi ha la proteina HP1. Per altra banda, el domini central és caracteritza per la
preséncia de blocs de nucleosomes que contenen CenH3 alternats amb blocs de nucleosomes que contenen la
histona H3. En aquest domini les histones H3 i H4 presenten un patré de modificacions post-traduccionals que
difereix tant de I'eucromatina com de I'heterocromatina.
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Per altra banda, el domini central de la regié centromeérica es caracteritza
molecularment per la preséncia de la variant centromérica de la histona H3, CenH3.
Aguesta variant substitueix a la histona H3 canonica en els nucleosomes de tots els
centromers funcionals, sent fonamental la seva localitzacié pel correcte assemblatge del
cinetocor. En realitat, mitjancant I'analisi de fibres de cromatina a Drosophila i a humans
s’ha vist que en aquest domini hi ha blocs interposats de nucleosomes que contenen
CenH3 amb d’altres que contenen les histones H3.1 i H3.3 (Figura 1.4.A) (Blower et al.,
2002; Dunleavy et al., 2011). S’han proposat dos models per explicar la disposicid
tridimensional que adopten aquests blocs de nucleosomes en els cromosomes. Un d’ells
proposa que la cromatina centromerica estaria plegada formant un cilindre quedant els
blocs de CenH3 a la cara externa del cilindre i els d’'H3 en la cara interna (Figura 1.4.B)
(Blower et al., 2002). L'altre model proposa que aquesta es plegaria formant una
estructura de tipus sinusoide, deixant a l'exterior de la constriccié tant els nucleosomes
de CenH3 com els de la histona H3 (Figura 1.4.C) (Ribeiro et al., 2010). Aquest darrer
model estaria en concordanca amb la observacié que tant els nucleosomes d'H3 com els
de CenH3 intervenen en el reclutament de les proteines del cinetocor (Carroll et al.,
2010; Carroll et al., 2009; Hori et al., 2008a). Aquest domini central té un patro de
modificacions post-traduccionals que difereix tant de I'eucromatina com de
I'heterocromatina (Figura 1.3). Els nucleosomes de la histona H3 intercalats presenten la
mono i dimetilacié de lisina 4 i la di i trimetilacié de la lisina 36, modificacions tipiques de
les regions d’eucromatina. Per altra banda, les histones H3 i la H4 estan hipoacetilades,
modificacions relacionades amb I'heterocromatina (Bergmann et al., 2011; Sullivan and
Karpen, 2004). Aquesta combinacié Unica de modificacions post-traduccionals podria

crear un estat de la cromatina permissiu a la incorporacié de CenH3.

A
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o ¥4 : e '
@J [ 3 1 }' L

© Nucleosoma de H3
© Nucleosoma de CenH3
Heterocromatina pericentromeérica

Figura I.4. Models de I'organitzacié dels centromers durant la mitosi. A) Distribucié de blocs interposats
de nucleosomes amb H3 i nucleosomes amb CenH3 ens els centromers d’humans i de Drosophila. B) Model on
els blocs de CenH3 s’orienten cap a la cara externa del centromers i els que contenen H3 cap a la cara interna.
C) L'altre model proposa que els nucleosomes de CenH3 i els de H3 es disposen alternativament format una
estructura de tipus sinusoide. Figura modificada a partir de Quénet et al., 2012.

13



Introduccio

1.2.1 La cromatina centromeérica i la identitat centromeérica

Malgrat que en l'establiment de la cromatina centromerica hi intervenen diferents
factors epigenetics, es creu que el factor clau que defineix la identitat i funcio
centromeérica és CenH3. La principal evidéncia d’aquesta afirmacié ve donada pel fet que
la preséncia d’aquesta variant de la histona H3 és I'Unica caracteristica que tenen en
comu tots els centromers funcionals, inclosos els neocentromers (Saffery et al., 2000).

Una altra observacio al seu favor és que la seva preséncia en el centromer és
necessaria per la deposicio d’altres proteines centromeériques i del cinetocor, mentre que
la deplecié d’aquestes proteines generalment no afecta a la seva localitzacio (Goshima et
al., 2003; Hori et al., 2008a; Howman et al., 2000; Oegema et al., 2001). A més, s’ha
observat en experiments realitzats a Drosophila que quan la seva variant centromeérica
de la histona H3 és sobreexpressada, aquesta es deslocalitza en regions no
centromeériques on recluta proteines del cinetocor (Heun et al., 2006; Mendiburo et al.,
2011; Moreno-Moreno et al., 2006). Tanmateix, en cél-lules humanes la sobreexpressié
de CenH3 no és suficient per induir la formacié d’un cinetocor funcional (Van Hooser et
al., 2001). Aquesta darrera observacié suggereix que possiblement altres proteines, les
modificacions post-traduccionals i/o I’heterocromatina pericentromérica estarien
implicades en la consolidaci6 de la marca epigenética, preservant l'estructura del

centromer.

2. Les variants centromeériques de la histona H3

La primera variant centromeérica de la histona H3 fou descrita en humans,
CenH3“E"PA (Palmer et al., 1991), perd s’han trobat proteines homologues a S. cerevisiae
(CenH3“*") (Stoler et al., 1995), C. elegans (CenH3"“"3) (Buchwitz et al., 1999), D.
melanogaster (CenH3°®) (Henikoff et al., 2000), S. pombe (CenH3"!) (Takahashi et al.,
2000), A. thaliana (CenH3"™!2) (Talbert et al., 2002) i X. /aevis (CenH3 *“EN"A) (Edwards
and Murray, 2005).

En tots els eucariotes estudiats fins ara, la delecié de CenH3 és letal. Aquests
mutants tenen problemes en el reclutament de proteines centromeériques i del cinetocor i
presenten greus defectes durant la segregacié cromosomica (Blower and Karpen, 2001;
Howman et al., 2000; Oegema et al., 2001; Régnier et al., 2005). Per tant, totes
aquestes observacions suggereixen que CenH3 és necessaria per |'assemblatge del

cinetocor.
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2.1 L’estructura de les variants centromeériques de la histona H3

La variant centromérica de la histona H3 és molt divergent ja que evoluciona molt
rapidament. Aquesta evolucié es dona per facilitar la interaccié6 amb el DNA centromeric
gue és el DNA que més rapid evoluciona en el genoma (Malik and Henikoff, 2001; Malik
et al., 2002). La principal font de divergéncia es troba en el seu domini N-terminal.
Aguest no mostra homologia de seqiéncia ni de longitud amb el de la histona H3 ni entre
les variants centromeériques de diferents organismes (Figura I.5) (Malik and Henikoff,
2001). En canvi, el domini globular, amb plegament tipus histona (HFD), esta forca

conservat entre les diferents variants i respecte la histona H3 (Malik and Henikoff, 2001).
2.1.1 El domini N-terminal

Degut a la conformacié del nucleosoma, la cua N-terminal de les histones queda
fora del nucli nucleosomal, facilitant la possible interacci6 amb altres proteines. De fet,
en S. cerevisiae dins del domini N-terminal s’ha identificat una regié de 33 aminoacids,
anomenada domini END (essential N-terminal domain), que esta implicada en la
interaccié entre CenH3“** i el complex cinetocoric Ctf19p-Mcm21p-Okplp (Figura I1.5)
(Chen et al., 2000). No es coneix sobre la preséncia d'aquest domini END en altres
CenH3s. No obstant, en un analisi evolutiu amb diferents espécies de Drosophila s’han
identificat tres blocs conservats en el domini N-terminal de CenH3“!® i es proposa que dos
d’ells, Blocl i 2, per analogia amb el domini END podrien estar implicats en el
reclutament de proteines del cinetocor (Figura 1.5) (Malik et al., 2002). El Bloc 1 és el
més llarg, 44 aminoacids, i es localitza a prop de l'extrem del domini N-terminal de
CenH3“P, EI Bloc 2 té 20 aminoacids i es troba en el centre del domini N-terminal.
Aguest Bloc esta format per residus acids flanquejats per un parell de serines
conservades. Per Ultim, el Bloc 3 és el domini més curt, integrat per només 6 aminoacids.
Aguest esta molt proper al domini HFD i es caracteritza per ser una regié basica, rica en
arginines. En aquest mateix estudi, en determinades espécies de Drosophila s'han
identificat dins del domini N-terminal expansions d’oligopéptids que s’assemblen als
motius d’unié amb el solc petit del DNA. Aquesta darrera observacié suggereix que el
domini N-terminal mitjancant aquests motius podria interaccionar amb el DNA
internucleosomal, produint un plegament de I'helix de DNA que faria que l'estructura de
la cromatina fos més compacta.

Normalment les cues N-terminals de les histones presenten un patré de
modificacions post-traduccionals que condicionen |'estat de la cromatina on es troben. En
el cas de les variants centromeériques de la histona H3 es coneixen molt poques

modificacions. Fins fa molt poc, I'Unica que es coneixia era la fosforilacié de la serina 7 de
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Figura I.5. El domini N-terminal de les variants centromeériques de la histona H3 de diferents
organismes és molt divergent tant en longitud com en seqiiéncia. Es mostra l'alineament de les
seqliéncies d’aminoacids del domini N-terminal de CenH3 d’espécies diferents. A baix de tot, es mostra la
seqliéncia per la histona canonica H3. La posicid que correspon a cada domini conservat en la cua N-terminal

de CenH3“™® estd marcada amb un rectangle de color blau (Blocl), vermell (Bloc2) i lila (Bloc3). Per altra
banda, també s’ha indicat amb un rectangle de color groc els aminoacids que conformen el domini END de
I'extrem N-terminal de CenH3<%%%,

CenH3""A produida per la quinasa Aurora B. Aquesta modificacié es déna en mitosi i
esta relacionada amb el procés de citocinesi, modulant el patré de localitzacié de tres
proteines implicades en aquest procés, Aurora B, INCENP i PP1y1 (Zeitlin et al., 2001).
Recentment, s’han identificat tres modificacions post-traduccionals més de CenH3“EN"A,
la trimetilacid de la glicina 1 i la fosforilaci6 de les serines 16 i 18. Pel que fa a la
trimetilacié de la glicina 1, els autors suggereixen que esta implicada en la interaccid del
domini N-terminal amb el DNA. En canvi, les fosforilacions sdn necessaries per la
correcta segregacié cromosomica i per formar una estructura secundaria que estaria
alterant les propietats fisiques de la fibra de cromatina en el centromer (Bailey et al.,
2013).

En S. cerevisiae, s’ha descrit una altra modificacio i és la mono i dimetilacié de
I'arginina 37. Curiosament, aquesta arginina es localitza dintre del domini END de
CenH3“** i la seva metilacié regula el reclutament en el centromer de les proteines del

cinetocor (Samel et al., 2012).
2.1.2 El domini globular

El domini globular amb plegament tipus histona (HFD) esta format per quatre o-
helixs, anomenades o-N, a-1, a-2 i a-3. Les a-hélixs 1-2 i les 2-3 estan separades pels
loop 1 i 2, respectivament (Figura I.6). Una caracteristica comuna en les diferents
CenH3s és que presenten una insercié de 2 a 6 aminoacids al loop 1 (Cooper and
Henikoff, 2004; Malik and Henikoff, 2001).
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Figura 1.6. El domini globular amb plegament tipus histona de les variants centromeériques de la
histona H3 d’espécies diferents esta forgca conservat. Es mostra l'alineament de les sequéncies
d’aminoacids del domini globular de les proteines CenH3 d’espécies diferents. A baix de tot, es mostra la
sequiéncia per la histona canonica H3. La posicié que correspon a cada domini del HFD i del CATD esta marcada
amb un rectangle.

Experiments amb proteines quimériques de la histona H3 i CenH3“E""A mostren

que el domini globular de CenH3“E"PA

és el domini responsable de la seva localitzacio
centromeérica (Sullivan et al., 1994). En concret, s’ha vist que el loop1 i I'hélix a-2 formen
el domini responsable de la localitzacié centromérica de CenH3, anomenat CATD (CENP-A
targeting domain) (Black et al., 2004). El domini CATD també produeix una rigidesa en la
interfase entre CenH3 i la histona H4 en el nucleosoma de CenH3, fent que aquest
nucleosoma sigui més compacte i amb una conformacié més rigida que el nucleosoma
que conté la histona H3 (Black et al., 2007). Per tant, aquest darrer treball suggereix que
el CATD no només dirigeix l'associacido de CenH3 a la cromatina centromeérica, siné que
canvia les propietats fisiques dels nucleosomes de CenH3, generant una cromatina

centromeérica diferent a la resta del cromosoma.

3. Deposicio de CenH3 a la regioé centromeérica

A diferéncia de les histones canoniques on la seva deposicido esta acoblada a la
replicacio del DNA, per CenH3 el moment del cicle cel-lular en el qual s’incorpora varia
segons l'organisme (Figura 1.7).

A S. cerevisiae, experiments de FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching) mostren que durant la replicacié del DNA centromeéric, el nucleosoma de
CenH3%®* és eliminat i s'incorpora un de nou en les dues cromatides (Pearson et al.,
2004). En S. pombe la deposicié de CenH3“"! es produeix en dos moments del cicle
cel-lular, durant la fase S i al final de G2. La deposicid en fase S depen del factor de
transcripcié dels gens d’histones Asm2 i es creu que és el principal mecanisme
d’incorporacié. En canvi, quan es depleciona Asm2 la deposicié de CenH3“"! es déna
basicament en G2. Aquest fet suggereix que la deposicié independent de replicacié podria

ser un mecanisme de rescat per tal d’evitar que les cél-lules entrin en mitosi sense tenir
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la dosi necessaria de CenH3“"! (Takayama et al., 2008). Aquests resultats podrien fer
pensar que la deposici6 de CenH3 també esta acoblada a la replicacié del DNA. No
obstant, s’ha vist que els llevats sén |'excepcidé perquée en la resta d’organismes la

deposicié de CenH3 és independent de la replicacio.

D. Melanogaster S

H. Sapiens
D. Melanogaster S2R+

Gre visige

S. pombe

Figura 1.7. Esquema on s’indica el moment de deposici6 de CenH3 en espécies diferents. En S.
cerevisiae la deposicié de CenH3%*®* esta acoblada a la replicacié del DNA. En S. pombe, CenH3"P!
en dos moments del cicle; durant la fase S i en G2. En cél-lules humanes la incorporacié de CenH
dona al final de la telofase i inici de G1. En cél-lules de Drosophila, CenH3¢P
G1, tot i que hi ha una petita incorporacié a metafase.

s’incorpora

3CENP»A es

es diposita predominantment a

En cél-lules humanes, la deposici6 de CenH3“** es ddna en un interval molt
concret, entre el final de la telofase i I'inici de la fase G1 (Hemmerich et al., 2008; Jansen
et al., 2007). A més, experiments de fusié de cél-lules en diferents moments del cicle
suggereixen que el pas per mitosi és un requisit necessari per la incorporacié de
CenH3"PA en |a segiient G1 (Jansen et al., 2007).

En cél-lules embrionaries de Drosophila SL2 i Kc s’ha observat que la incorporacio
de CenH3“"® es produeix en mitosi, concretament a metafase (Mellone et al., 2011). Per
contra, un altre treball més recent en el que s'utilitzen cél-lules S2R+ indica que, tot i
que hi ha una incorporacid de CenH3‘® transitdria a metafase, aquesta es doéna
predominantment a G1 (Lidsky et al., 2013). També s’observen discrepancies en el
moment de deposicidé d’aquesta variant entre cél-lules dels diferents teixits de
Drosophila. Mentre que en neuroblasts de larves s’incorpora durant la telofase i continua
en G1 (Dunleavy et al., 2012), en embrions sincitials la deposicié es dona a anafase
(Schuh et al., 2007). Aquesta diferéncia pot ser explicada pel fet que els nuclis dels
embrions sincitials de Drosophila es divideixen molt rapidament sense passar per G1 i
G2. En conjunt, totes aquestes observacions suggereixen que a Drosophila |la deposicid
de CenH3%® depén del tipus de cél-lula i del moment del desenvolupament.

Aixi doncs, a excepcio dels llevats, durant la replicaci6 del DNA centroméric els

nucleosomes de CenH3 sdén repartits equitativament entre les dues cadenes filles i en el
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lloc on s’hauria d'incorporar un nou nucleosoma de CenH3 és genera un forat (Figura
1.8). En aquest punt hi ha una mica de controveérsia ja que s’han descrit dos mecanismes
contraposats que disposa la cél-lula per omplir aquests forats. Per una banda, en cél-lules
humanes s’ha vist que en aquests forats s’incorporen nucleosomes que contenen la
variant H3.3 fins la propera G1 on sén substituits pels nucleosomes de CenH3¢ENP4
(Dunleavy et al., 2011). Per altra banda, estudis realitzat en cél-lules de Drosophila SL2

3¢° es divideixen passant a la configuracié de

suggereixen que els nucleosomes de CenH
heterotetramers (CenH3‘°/H4/H2A/H2B), anomenats hemisomes, per tal d’omplir els
forats generats (Dalal and Bui, 2010; Dalal et al., 2007). Tanmateix, es produeixi un o
I’altre mecanisme, després de la replicacié en cada cadena filla de DNA hi ha la meitat de
nucleosomes de CenH3, produint-se una dilucid6 de la marca epigenética. Donat que a
Drosophila i a cél-lules humanes la deposici6 de CenH3 no es ddéna fins al final de la
mitosi i/o G1, aixo implica que durant la mitosi, moment clau per la funcié centromerica,
hi ha la meitat de la dosi de CenH3. De fet, es creu que aquesta configuracié de la

cromatina centromeérica podria ser necessaria per la funcio i propagacié dels centromers.

AN

Cinetocor

G0, 0.0,0:8,0,0
YO-OOOO0000

@ Nucleosoma de CenH3
© Nucleosoma de H3
© Heterocromatina pericentromérica

Figura I.8. Esquema de I'estat de la cromatina centromérica en cada moment del cicle en cél-lules
humanes i de Drosophila. Donat que la incorporacié de CenH3 en aquests organismes no esta acoblada a la
replicacio, després d’aquest procés, en cada cadena resultant hi ha la meitat del contingut total de CenH3. Per
solucionar aquest problema s’han descrit dos mecanismes contraposat. En cél-lules humanes, els forats sén
emplenats per la deposicié de nucleosomes d’H3. En canvi, en cél-lules de Drosophila es dona |'escissio dels
nucleosomes de CenH3. Per tant, la cél-lula avanca durant la fase G2 i la mitosi amb la meitat del contingut de
CenH3, fins la seva incorporaci6 a finals de la mitosi i inici de G1.
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3.1 Mecanisme de deposiciéo de CenH3

Malgrat la diferencia en el moment de la incorporacié de CenH3 entre S. pombe i
les cél-lules humanes, aquest dos organismes tenen proteines homologues que soén

essencials per la deposicié de CenH3, Mis18 i HIURP/Smc3.
3.1.1 Mis18 i Mis16

Inicialment, la proteina Misl18 (Missegregation 18) va ser identificada en un
cribatge de mutacions que causessin problemes de segregacié cromosomica en S.
pombe. Mis18 conjuntament amb Misl16, una altra proteina identificada en el cribatge,
formen un complex que és essencial per la deposicid6 de CenH3“"! i de la resta de
components del cinetocor (Hayashi et al., 2004). En aquest mateix treball, es demostra
gue aquest complex és també necessari per mantenir l'‘estat hipoacetilat dels
nucleosomes de la regié centromeérica.

Mis16 és la proteina homologa en llevats de les proteines humanes RbAp46 i
RbAp48 (Retinoblastoma-associated protein 46/48). RbAp48 és un component del
complex d'assemblatge de la cromatina CAF-1 (Chromatin assembly factor 1) (Verreault
et al., 1996). En cél-lules humanes, experiments de co-deplecié de RbAp46 i RbAp48
demostren que aquestes s6n necessaries pel reclutament de CenH3“N™* en els
centromers (Dunleavy et al., 2009; Hayashi et al., 2004). A Drosophila, 'nomoleg de
Mis16, p55, és purificat conjuntament amb CenH3“® i H4 en el complex d’assemblatge
de CenH3®. A més, mitjancant experiments de reconstitucié in vitro s’ha observat que
p55 permet I'assemblatge dels nucleosomes de CenH3“® (Furuyama et al., 2006).

A cel-lules humanes, el complex format pels homolegs de Mis18, Mis18a i Mis18B,
i la proteina M18BP1 (Mis 18-binding proteinl) també és essencial per la deposicidé de
CenH3“E"PA en els centromers (Fujita et al., 2007). Aquest complex es localitza en els
centromers en un interval de temps molt petit que va des d’anafase fins al principi de G1,
just abans que CenH3“tNPA sigui dipositada (Fujita et al., 2007). Aquesta observacié i el
fet que cap component d’aquest complex interaccioni directament amb CenH3<E\P4
suggereixen que la seva funcié és la de modificar la cromatina centromérica per fer-la
permissiva a la deposicid de CenH3. De fet, el tractament amb TSA (Trichostatin A), un
inhibidor de les deacetilases d’histones, restaura la deposicié de CenH3“E""* en abséncia
de hMis18 (Fujita et al., 2007). Aixi doncs, un possible paper d’aquest complex
conjuntament amb Mis16/ RbAp46/48 seria el de mantenir un estat d’acetilaciéo de la

regié centromérica favorable per la deposicié de CenH3 (Figura 1.9).
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3.1.2 Les xaperones de CenH3

Entre d’altres funcions, les xaperones s’uneixen a les histones i permeten la
transferéncia d’aquestes a la cromatina. Normalment, les xaperones solen formar
complexes solubles amb les histones abans que aquestes siguin incorporades a la
cromatina per tal d’evitar-ne la degradacio.

Concretament, en cél-lules humanes s’ha vist que el pre-nucleosoma de
CenH3“E"PA interacciona amb tres xaperones; RbAp46/48, Npm1l (Nucleophosminl) i
HJURP (Holliday Junction Recognition Protein) (Dunleavy et al., 2009). Tant RbAp46/48
com Npm1 no sén xaperones especifiques de CenH3“ENPA
histones (Murzina et al., 2008; Namboodiri et al., 2004; Okuwaki et al., 2001; Song et

al., 2008; Verreault et al., 1998). En canvi, es considera que HJURP és la xaperona

ja que interaccionen amb altres

3 CENP-A

especifica per la deposicié de CenH als centromers per diferents raons. Entre elles,

3CENPA interaccionen directament. Aquesta interaccid es

cal destacar que HIURP i CenH
déna pel domini CATD de CenH3“""* i un domini que hi ha a la cua N-terminal de HJURP
(Shuaib et al., 2010). En segon lloc, quan s’elimina HJURP hi ha una disminucié drastica

dels nivells de CenH3“ENP#

en els centromers (Dunleavy et al., 2009; Shuaib et al.,
2010). I per ultim, HJURP colocalitza amb CENP-A en els centromers al final de la
telofase/principi G1, moment precis en que es diposita CenH3“*"** (Figura 1.9) (Dunleavy
et al., 2009). La localitzacié de HJURP als centromers depén del complex Mis18, pero la
interaccid directa entre aquests dos no s’ha descrit (Barnhart et al., 2011). Per tant, s'ha
proposat que la funcié de Mis18 seria la de modificar |'estat de la cromatina centromeérica
per facilitar I'accés de HJURP als centromers.

En S. pombe, CenH3"P! interacciona fisicament amb Sim3, una xaperona de
histones homologa a NASP (Nuclear Autoanigenic Sperm Protein). Malgrat que Sim3 és
necessaria per la localitzaci6 de CenH3“"! als centrdmers aquesta no es localitza als
centromers (Dunleavy et al., 2007). Aix0 suggereix que Sim3 podria actuar com a
protector de CenH3“"!, portar-la als centromers i facilitar-ne la interaccié amb el factor
gue permet la seva deposicié. De fet, es creu que Scm3 (Suppressor of chromosome
missegregation 3), xaperona homologa de HJURP en llevats, fa aquesta funcié de rebre
els nucleosomes de CenH3“"' que sén portats per Sim3. Scm3 interacciona amb
CenH3"! j és necessaria per la seva localitzacié centromérica. Aquest factor es localitza
als centromers durant tot el cicle cel-lular a excepcié de mitosi. La localitzacié
centromérica de Scm3 també depén del complex Mis16/Mis18 (Pidoux et al., 2009;
Williams et al., 2009).
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cde CenH3

Pre-Nucleosoma de CenH3
© Nucleosoma de CenH3

O Nucleosoma de H3
@ Heterocromatina pericentromeérica

CENP-A

Figura I.9. Model pel mecanisme de deposicié de CenH3 en cél-lules humanes. El complex Mis18
es localitza als centromers humans des d’anafase fins al principi de G1, per modificar la cromatina centromeérica

i fer-la permissiva a la deposicié de CenH3CENPA A continuacié, a final de telofase i principi de G1 la xaperona

HJURP es localitza conjuntament amb CenH3CENPA

variant.

en els centromers on intervé en al deposicié d’aquesta

Concretament, a Drosophila no s’han identificat les proteines homologues de
HIJUPR/Smc3 ni dels components del complex de Mis18. No obstant, mitjancant un
cribatge de defectes mitotics en cel-lules SL2 es va identificar la proteina CAL1
(Chromosome alignment defect 1) que és necessaria per la localitzacié centromeérica de
CenH3%® i CENP-C (Goshima et al., 2007). En realitat, CenH3“®, CAL1 i CENP-C sén
mutuament dependents per la localitzacié centromeérica (Erhardt et al., 2008; Goshima et
al., 2007). Mitjancant un assaig de dos hibrids s’ha determinat que el domini N-terminal
de CAL1 interacciona amb CenH3“®
CENP-C (Schittenhelm et al., 2010). Per tant, CAL1 actuaria com pont d'unié entre
CenH3“® i CENP-C.

CAL1 es localitza als centromers durant tot el cicle cel-lular i la seva incorporacio

i que el domini C-terminal de CAL1 interacciona amb

de novo es dona abans que la deposicié de CenH3“!® (Lidsky et al., 2013; Mellone et al.,
2011). En el treball de Mellone et al., 2011 també s’ha descrit que CAL1 interacciona

amb el pre-nucleosoma de CenH3¢P,

A més, recentment, en experiments de
reconstitucio in vitro de la cromatina s’ha comprovat que CAL1 és suficient per assemblar
els nucleosomes de CenH3“P, fet que confirmaria que és la xaperona especifica per

CenH3“"® (Figura 1.10) (Chen et al., 2014).
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Pre-Nucleosoma de CenH3¢P
© Nucleosoma de CenH3¢/P
© Nucleosoma de H3
© Heterocromatina pericentromérica
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Figura I.10. Model del mecanisme de deposicié de CenH3 a Drosophila. Durant la mitosi i/o inici de

G1, el pre-nucleosoma de CenH3P ¢és incorporat al centromer amb la col-laboracié de CAL1 i/o altres factors
implicats en I'assemblatge d'aquesta variant.

3.2 Mecanismes per evitar la localitzaci6 ectopica de CenH3

Encara que CenH3 esta altament enriquida als centromers, aquesta es pot
incorporar en qualsevol lloc del genoma. En concret, s’han detectat nivells baixos de
CenH3“** en les regions eucromatiques altament transcrites del genoma del llevat
(Lefrancois et al., 2009). A més, la sobreexpressio transitoria de CenH3 fa que s’incorpori
per tota la cromatina generant inestabilitat genomica (Heun et al., 2006; Moreno-Moreno
et al., 2006; Van Hooser et al., 2001). De fet, en alguns cancers humans, CenH3ENF4
esta sobreexpressada i, també en aquestos casos, es troba deslocalitzada per tota la
cromatina (Tomonaga et al., 2003). En conjunt, totes aquestes observacions suggereixen
I’existéncia de mecanismes per garantir que la incorporacié estable dels nucleosomes de
CenH3 es produeix només en els centromers.

A excepcié dels llevats, un primer mecanisme és que la incorporacio centromérica
de CenH3 sigui independent de la replicacid, ja que la separacié temporal de la seva
deposicié amb la de la resta d’histones permet evitar errors.

Un altre mecanisme és la regulacié de la seva transcripcié. En cél-lules humanes,

CENP-A es produeix després de la replicaci6 del DNA,

el pic d'expressi6 de CenH3
concretament a G2 (Shelby et al., 1997). D’aquesta manera se’'n limita la disponibilitat
quan no s’ha d’incorporar. En canvi, I'expressié de I'homoleg de Drosophila, CenH3™P, té
lloc en la fase S (Henikoff et al., 2000). Per tant, hi ha d'haver mecanismes addicionals

3°P en llocs no centromeérics durant la

per evitar la deposicié dels nucleosomes de CenH
replicaci6 del DNA i/o per eliminar-los després. De fet, experiments d'expressio
transitoria realitzats en cél-lules de Drosophila Kc, mostren que CenH3®® inicialment es
deslocalitza per tota la cromatina (Moreno-Moreno et al., 2006). No obstant aix06, amb el

3CID

temps, la localitzacié de CenH es restringeix progressivament als centromers a través
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d'un procés que implica la degradacié del CenH3“® deslocalitzat via proteosoma
(Moreno-Moreno et al., 2006). La degradacio proteolitica de CenH3 també s’ha detectat
en S. cerevisiae (Collins et al., 2004) i en cél-lules humanes senescens o bé infectades
amb el virus de I'herpes simplex tipu 1 (Lomonte et al., 2001; Maehara et al., 2010), el
gue indica que és un mecanisme conservat. Concretament, en S. cerevisiae s’ha
identificat una ubiquitina-lligasa E3, Psh1, que indueix la poliubiquitinacié de CenH3**,
requisit necessari per la seva posterior degradacié via proteosoma (Hewawasam et al.,
2010; Ranjitkar et al., 2010). Psh1 reconeix el domini CATD de la variant, el que indica
gue aquest domini en regula |'estabilitat (Ranjitkar et al., 2010). També s’ha observat
que la interacci6 de CenH3“** amb la xaperona Smc3 la protegeix de la degradacié
(Hewawasam et al., 2010). En abséncia de Psh1, la sobreexpressié de CenH3“*®** indueix
la seva incorporacié a l'eucromatina i afecta la viabilitat de la cél-lula. Tanmateix, la
delecié de Psh1 no estabilitza completament CenH3“**, suggerint que hi ha altres vies de
degradacio de la variant. Aquesta observacid és coherent amb el fet que el mutant de
CenH3“** que no pot ser ubiquitinat, continua sent degradat (Collins et al., 2004).

Per Gltim, altres proteines centromériques poden regular que la incorporacié de
CenH3 es doni només al centromer. En Drosophila, els nivells estriccament controlats de

3CID

CAL1 limiten la incorporacié de CenH i CENP-C a la cromatina centromeérica

(Schittenhelm et al., 2010).

4. EIl cinetocor

En tots els eucariotes, és necessaria la interaccié dels cromosomes amb els
microtubuls dels fus acromatic perqué la segregacié cromosomica sigui correcte. Aquesta
interaccidé es produeix mitjancant el cinetocor, complex multiproteic que s’‘assembla en el
centromer de cada cromosoma durant la mitosi (Cheeseman and Desai, 2008). A més de
permetre la interaccid centromer-microtubuls, el cinetocor realitza altres funcions per
garantir una correcta segregacié cromosomica. Entre aquestes funcions cal destacar la
transmissié de la forca per moure els cromosomes i la produccié d’'un senyal que retarda
la transicié de metafase a anafase fins que tots els cromosomes estan units correctament
al fus (Maiato et al., 2004; Musacchio and Salmon, 2007; Rieder and Salmon, 1998;
Tanaka et al., 2007).

Estudis convencionals de microscopia electronica mostren que el cinetocor té una
estructura trilaminar (Brinkley and Stubblefield, 1966; Jokelainen, 1967). Aquesta
morfologia ha influenciat la divisid del cinetocor en tres regions; la cara interna que
contacta amb la cromatina centromeérica, una cara externa que contacta amb els
microtlbuls i una regido central entre aquestes dues. El terme centromer intern fa

referéncia a la cromatina compresa entre els dos cinetocors germans.
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4.1 La composicié molecular del cinetocor

En els darrers vint anys, gracies a la combinacié d’estudis genétics, bioquimics i
protedmics en organismes models i en cel-lules de vertebrats s’han identificat una gran
guantitat de proteines del cinetocor. Encara que hi ha algunes caracteristiques
especifiques per cada organisme, en termes generals la composicio i I'organitzacio dels
cinetocors esta conservada entre els eucariotes. A grans trets, a la cara interna del
cinetocor hi ha un grup de proteines que estan associades constitutivament a la
cromatina centromeérica, les proteines centromériques. Aquestes conjuntament amb
CenH3 formen un entorn permissiu per I'assemblatge del cinetocor durant la mitosi. En
canvi, la cara externa del cinetocor es forma en cada mitosi i esta composta per les
proteines necessaries per la interaccio amb els microtubuls. Entre elles cal destacar, les
proteines que s’uneixen directament als microtibuls, com ara les de la xarxa KMN (KNL1,
Mis12, Ndc80), aixi com els factors més transitoris que modulen aquesta interaccid, les

proteines del punt de control de mitosi (Figura I.11) (Cheeseman and Desai, 2008).

Mis12-Dsn1-Nni1-Nsl1 Xarxa KMN
>

Ndc80-Nuf2-Spc24-Spc25 |
KNL1 I Cinetocorextern

CENP-U/-O/-P/-Q/-R
CENP-H/-I/K

CENP-N/-L/-M

CENP-T/-W/-S/-K = CENP-C

| Cromatina centromerica

/\ @ Nucleosoma de CenH3

Figura I.11. Esquema de l'estructura del cinetocor en organismes superiors. A la cara interna del
cinetocor, en contacte directe amb la cromatina centromérica, hi ha les proteines que estan constitutivament
unides a la cromatina i que conformen el CCAN (Constitutive centromere-associated network). En canvi, la cara
externa es forma en cada mitosi i conté les proteines necessaries per la interaccié amb els microtubuls, com ara
els components de la xarxa KMN.
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4.1.1 Les proteines centromeériques

Associades constitutivament a la cromatina centromérica dels eucariotes superiors
s’han identificat un grup de proteines que formen el CCAN (Constitutive centromere-
associated network). Durant la mitosi, aquestes proteines recluten els components de la
xarxa KMN per formar un cinetocor funcional.

L'esdeveniment clau en el procés d’identificacié de les proteines que formen el
CCAN va ser l'observacido que el sérum de pacients afectats pel Sindrome de CREST
reconeixia tres proteines centromeériques: CENP-A, CENP-B i CENP-C (Earnshaw and
Rothfield, 1985). Treballs posteriors van demostrar que la proteina anomenada CENP-A
és la variant centromérica de la histona H3 (Palmer et al., 1991; Palmer et al., 1987).
Més endavant, es van identificar dues proteines centromeériques més; CENP-H (Sugata et
al., 1999) i CENP-I (Nishihashi et al., 2002). L’'any 2006, se'n van afegir 11 més a la
llista; CENP-K, CENP-L, CENP-M, CENP-N, CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-R, CENP-S,
CENP-T i CENP-U(50) (Foltz et al., 2006; Okada et al., 2006). Les darreres proteines
identificades han estat CENP-W que interacciona amb CENP-T (Hori et al., 2008a) i CENP-
X que forma complex amb CENP-S (Amano et al., 2009).

Mitjancant analisi bioquimics, estructurals i genétics, les proteines del CCAN es
poden classificar en cinc subgrups: CENP-C, el grup de proteines CENP-H, -I, -K, el grup
de proteines CENP-L, -M i -N, el complex CENP-T-W-S-X i el grup de proteines CENP-O, -
P, -Q, -R i -U(50) (Taula I.1) (Cheeseman et al., 2008; Hori et al., 2008b; Nishino et al.,
2012; Okada et al., 2006).

Tenint en compte que CenH3 és necessaria pel reclutament de totes les proteines
del CCAN (Foltz et al., 2006; Hori et al., 2008a; Régnier et al., 2005); i que aquestes
interaccionen amb les proteines del cinetocor, es considera que CenH3 és |'element
essencial en el procés d'assemblatge del cinetocor. Tot i els avancos fets en els darrers
anys, el mecanisme molecular precis pel qual els nucleosomes de CenH3 dicten la
formacid del cinetocor no es coneix.

Per algunes espécies com per exemple S. cerevisiae i S. pombe s’han identificat
algunes de les proteines homologues a les del CCAN (Przewloka and Glover, 2009). No
obstant, en C. elegans i D. melanogaster es desconeixen totes, a excepcié de CENP-C
suggerint que en aquestes espécies I'assemblatge del cinetocor potser és més simple
(Taula I.1).
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H. sapiens S. pombe

D. melanogaster

Localitzacié
centromeérica

Afecta localitzacié
centromerica de CenH3

Funcié

Proteines centromeériques

CenH3CENP-A
CenH3¢npt

CENP-C Cnp3

CenH3¢P

CENP-C

Constitutiva

Constitutiva

No o molt poca afectacié en
cél-lules de vertebrats i C.
elegans (Carroll et al., 2010;
Hori et al., 2008a; Kwon et al.,
2007; Oegema et al., 2001).

Si a D. melanogaster (Erhardt
et al., 2008; Goshima et al.,
2007; Orr and Sunkel, 2010)

Intervé en el reclutament de proteines
centromériques i del cinetocor (Kwon et al.,
2007; Liu et al., 2006; Milks et al., 2009)

Grup de proteines CENP-H,-I,-K

CENP-H Fta3 -- Constitutiva En cél-lules de pollastre les En cél-lules de vertebrats les proteines

proteines d’aquest grup sén d’aquest grup intervenen en el reclutament
CENP-I Mis6 -- Constitutiva necessaries per la incor- de proteines del complex Ndc80 i del punt de

poracié centromérica de GFP- control de mitosi (Cheeseman et al., 2008; Liu
CENP-K Sim4 - Constitutiva CenH3ENPA de nova sintesi et al., 2006; Okada et al., 2006).

(Okada et al., 2006).

A S. pombe, Mis6 també

intervé en la deposicié de

CenH3“"! (Takahashi et al.,

2000)

Grup de proteines CENP-L,-M,-N

CENP-L Ftal
CENP-M Mis17
CENP-N Mis15

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

En cél-lules humanes la de-
pleci6 de CENP-N redueix el
contingut de CenH3“ENPA en
els centromers (Carroll et al.,
2009).

A S. pombe, la mutacié de
Mis1l5 indueix el mateix
defecte (Hayashi et al., 2004).

Les proteines d’aquest grup tenen un paper
més relacionat amb la connexié entre la
cromatina centromeérica i el cinetocor. CENP-
N interacciona directament i especificament
amb els nucleosomes de CenH3“®"*A jn vitro
(Carroll et al., 2009) .

Taula I.1.- Taula resum de les diferents proteines centromeériques identificades en vertebrats. S’indica els seus ortolegs en S. pombe i en D. melanogaster, el
tipus de localitzaciéd centromérica, si afecten a al deposicié de CenH3 i les seves funcions.
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H. sapiens S. pombe

D. melanogaster

Localitzacié
centromerica

Afecta localitzacié
centromerica de CenH3

Funcié

Complex CENP-T-W-S-X

CENP-T Cnp20
CENP-W SPAC17G8.15
CENP-S SPBC2D10.16
CENP-X Mhf2

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

Les proteines d'aquest
complex no afecten a la
localitzacié centromérica de
CenH3ENPA en cél-lules de
vertebrat (Hori et al., 2008a)

Formen un heterotetramer que interacciona
amb el DNA, formant una estructura
semblant a la d'un nucleosoma (Nishino et al.,
2012). El subcomplex CENP-T-W interacciona
amb els nucleosomes d'H3 adjacents als de
CenH3 (Hori et al., 2008a).

El domini N-terminal de CENP-T uneix
directament al complex Ndc80 (Gascoigne et
al., 2011).

El subcomplex CENP-T-W és necessari pel
reclutament de proteines del grup CENP-H, -I
i -K i del grup CENP-O, -P, -Q i -U(50) en el
centromer. En canvi, CENP-C no es veu
afectada, suggerint que CENP-C i el complex
CENP-T-W actuen en paral-lel en els procés
de formacié del cinetocor (Hori et al., 2008a).

El subcomplex CENP-S-X és necessari per
|'assemblatge de proteines del cinetocor com
KNL1 i Ndc80 (Amano et al., 2009).

Grup de proteines CENP-0,-P,-Q, ,-R,-U

CENP-O Mal2
CENP-P Fta2
CENP-Q Fta7
CENP-U Fta4
CENP-R --

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

Constitutiva

Les proteines d’aquest
complex no afecten a la
localitzacié centromérica de
CenH3 en cél-lules de
vertebrat (Hori et al., 2008a)

Necessaries per la recuperacido després del
dany en el fus, evitant la prematura
separacio de les cromatides germanes fins
gue els microtlbuls estan units correctament
als cinetocors (Hori et al., 2008b). Els
components d’aquest grup son
interdependents pel que fa a la seva
localitzacié centromérica i dependents de
CENP-H, -1 i =K (Hori et al., 2008b; Okada et al.,
2006).

Taula I.1. Continuacié
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CENP-C

La proteina CENP-C es caracteritza per estar conservada evolutivament i per tenir
la capacitat d‘unir-se al DNA no especificament (Saitoh et al., 1992; Sugimoto et al.,
1994; Yang et al., 1996). Estudis estructurals i funcionals han permés identificar els
dominis de CENP-C implicats en la interacci6 amb el DNA i en la seva localitzacié
centromeérica (Figura 1.12) (Lanini and McKeon, 1995; Sugimoto et al., 1997; Sugimoto
et al., 1994; Suzuki et al., 2004; Trazzi et al., 2002; Yang et al., 1996). Un d’'aquests
dominis es localitza en la regié central de la proteina i I'altre en I'extrem C-terminal. El
domini de I'extrem C-terminal esta conservat en la majoria dels ortolegs de CENP-C i
s'anomena domini CENP-C (Heeger et al., 2005; Talbert et al., 2004). Tot i que a
Drosophila, aquest domini no esta del tot conservat també és necessari per la localitzacio
centromérica de la proteina (Heeger et al., 2005). En I’'extrem C-terminal hi ha un altre
domini que és el responsable de la dimeritzacié de la proteina (Cohen et al., 2008;
Sugimoto et al., 1997).

283 429 478 537 728 343
T - 1
396 498
[rmera— 638 943
422 537
o —ia|

CENP-C | | L

Figura I.12. Representacioé esquematica de la proteina CENP-C d’humans. En la proteina CENP-C s’han
identificat dos regions responsables de la seva interacci6 amb el DNA (rectangles negres) i de la seva
localitzacié centromeérica (rectangles liles). Una d’aquestes regions és la part central de la proteina que no esta
conservada entre espécies. En canvi, l'altre regid que es localitza en I'extrem C-terminal de la proteina presenta
dos dominis conservats: el domini CENP-C (rectangle verd), necessari per la interaccié amb el DNA, i el domini
de dimeritzacid (rectangle taronja).

Per altra banda, mitjancant experiments d’immunoprecipitacié de cromatina
préviament digerida amb nucleasa micrococcal, s’ha observat que CENP-C interacciona
amb els nucleosomes d’'H3 quan la cromatina esta completament digerida donant un
patré de mononucleosomes (Hori et al., 2008a). En canvi, quan la digestid és parcial, per

tant en I'extracte hi ha polinucleosomes, els nucleosomes de CenH3“"PA

co-
immunoprecipiten amb CENP-C, suggerint que CENP-C esta unida als nucleosomes d'H3
adjacents als de CenH3“*** (Ando et al., 2002; Hori et al., 2008a). Per contra, treballs
més recents suggereixen que CENP-C interacciona directament amb els nucleosomes de
CenH3“ENPA Experiments in vitro demostren que els sis aminoacids finals del domini C-
terminal de CenH3“E""” interaccionen amb la regié central de CENP-C (Carroll et al.,
2010; Guse et al.,, 2011). Aquesta interaccié explicaria el fet que la localitzacié
centromeérica de CENP-C depén de CenH3 (Goshima et al., 2007; Heeger et al., 2005;
Hori et al., 2008a; Howman et al., 2000; Oegema et al., 2001; Régnier et al., 2005). En

canvi, la deplecié de CENP-C no afecta significativament els nivells de CenH3 (Hori et al.,
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2008a; Kwon et al., 2007; Oegema et al., 2001), a excepcié de Drosophila on s’ha
observat que la localitzacié centromérica d’aquestes dues proteines és interdependent
(Erhardt et al., 2008; Goshima et al., 2007; Orr and Sunkel, 2010).

La relacié de dependéncia entre CENP-C i les proteines CENP-H, -I i -K també és
forca complexa en cél-lules de vertebrats. Experiments de deplecié de CENP-H, -I o -K
en cél-lules de pollastre DT40 mostren que CENP-C depén d’aquestes proteines per la
seva localitzacié centromérica en interfase, perd no durant la mitosi (Cheeseman et al.,
2008; Fukagawa et al., 2001; Kwon et al., 2007; Nishihashi et al., 2002). Aquests
resultats suggereixen que hi ha dos mecanismes independents de deposici6 de CENP-C
un que actua en interfase i depén de les proteines CENP-H, -I i -K i I'altre que actua en
mitosi. En cel-lules de Drosophila, també s’ha descrit que la deposici6 de CENP-C
succeeix en diferents moments del cicle, en interfase al final de la fase S i G2, i durant la
metafase (Lidsky et al., 2013; Mellone et al., 2011). Els dos mecanismes moleculars
d’incorporacié es desconeixen. Tanmateix, estudis realitzats en el blat de moro i en
cel-lules humanes suggereixen que els RNAs no codificants juguen un paper important en
I'assemblatge-estabilitzacio de CENP-C en els centromers (Du et al., 2010; Wong et al.,
2007). En concret, al tractar cél-lules HeLa amb RNasa els nivells de CENP-C en els
centromers dels cromosomes metafasics es veuen greument reduits, sense afectar els
nivells de CenH3 NP4,

En tots els eucariotes estudiats fins ara, la proteina CENP-C té un paper essencial
en la viabilitat de la cél-lula, ja que la seva deplecidé produeix aturada en mitosi degut a
defectes en I'alineament dels cromosomes en la placa metafasica, aneuploidies i apoptosi
(Fukagawa and Brown, 1997; Heeger et al., 2005; Kalitsis et al., 1998; Kwon et al.,
2007; Orr and Sunkel, 2010; Tanaka et al., 2009; Tomkiel et al., 1994). Aquests fenotips
s’expliquen perqué la seva deplecié produeix una reduccido del reclutament d’altres
proteines centromeériques i del cinetocor, desencadenant greus defectes en I'assemblatge
del cinetocor (Kwon et al., 2007; Liu et al., 2006; Milks et al., 2009). Concretament,
experiments bioguimics mostren que el domini N-terminal de CENP-C s’uneix directament
amb el complex Mis12 i que aquesta interaccié és estequiomeétrica (Screpanti et al.,
2011). En cel-lules de Drosophila SL2, també s’ha observat que aquest domini
interacciona amb proteines del cinetocor que pertanyen a la xarxa KMN i alhora és
suficient per reclutar-les ectdopicament en altres llocs de la cél-lula (Przewloka et al.,
2011). En aquest mateix treball, mitjancant experiments de GST-pull down, s’ha
demostrat la interaccidé directa d’aquest domini N-terminal amb Nsfl i puntualment amb
Nsl1l, dues subunitats del complex Misl12. Per tant, tenint en compte totes aquestes
observacions, es pot considerar que CENP-C actua com a mediador entre la cromatina
centromeérica i alguns components de la cara externa del cinetocor per tal de garantir una

correcta segregacid cromosomica.
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4.1.2 La xarxa KMN

La xarxa KMN es localitza a la cara externa del cinetocor i té un paper clau en la
interaccié del cinetocor amb els microtubuls. Aquesta xarxa esta integrada per tres grups
de proteines conservades en els eucariotes; el complex Misl12, la proteina KNL1 i el
complex Ndc80 (Cheeseman et al., 2006; Cheeseman et al., 2004). Aquestes proteines
es comencen a detectar als cinetocors durant la fase G2 i es dissocien al final de la mitosi

(Gascoigne and Cheeseman, 2011).

El complex Mis12

El complex Mis12 esta format per quatre proteines; Mis12, Nnfl, Nsl1 i Dsnl
(Cheeseman et al., 2006; Cheeseman et al., 2004; Obuse et al., 2004). La pérdua
d’algun component d’aquest complex indueix defectes en lI'alineament, orientacid i
segregacio dels cromosomes perqué produeix una disminucié del reclutament de
proteines del cinetocor en el centromer (Goshima et al., 2003; Goshima et al., 1999;
Kline et al., 2006; Venkei et al., 2011). Tanmateix, a D. melanogaster no s’'ha identificat
la proteina homologa a Dsn1, i es creu que aquesta ha sigut funcionalment substituida en
part per KNL1 o Nsl1 (Przewloka et al., 2009; Schittenhelm et al., 2009).

Estudis estructurals i bioguimics mostren que les quatre subunitats formen una
estructura lineal amb el seglient ordre: Nnfl, Mis12, Dsnl i Nsll en els cinetocors dels
vertebrats (Petrovic et al., 2010). L'extrem Nnfl esta orientat cap la cara interna del
cinetocor on interacciona directament amb el domini N-terminal de CENP-C (Przewloka et
al., 2011; Screpanti et al., 2011). En canvi, I'extrem Nsll esta orientat cap a la cara
externa de cinetocor on el domini C-terminal de Nsll1 interacciona amb Spc24 i Spc25,
dues proteines del complex Ndc80, i amb KNL1 (Petrovic et al., 2010). Encara que el
complex Mis12 no s’uneix directament amb els microtubuls, la interaccié d’aquest amb
KNL1 i Ndc80 incrementa la capacitat d'aquestes dues proteines per unir-se als
microtlbuls (Cheeseman et al., 2006). Aixi doncs, aquestes observacions suggereixen
que el complex Mis12 connecta la cara interna del cinetocor amb la cara externa on actua

com a plataforma per I'assemblatge de Ndc80 i KNL1.
La proteina KNL1

KNL1 va ser identificada en C. elegans perqueé la seva deplecié produia problemes
de segregacié cromosdmica similars als que s‘observen al deplecionar CenH3""3 | CENP-
C en aquest organisme model (Desai et al., 2003). Posteriorment, es van identificar el
seus homolegs en altres organismes; Blinkin a humans (Cheeseman et al., 2004; Obuse
et al., 2004), Spcl05 a llevats (Kerres et al., 2004; Nekrasov et al., 2003) i Spcl05R a

D. melanogaster (Przewloka et al., 2007). En tots aquests organismes, KNL1 és essencial
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per la funcié del cinetocor, ja que la seva deplecié fa que la interaccié cinetocor-
microtubuls no sigui estable i que els cromosomes no s’alinein en la placa metafasica
correctament (Cheeseman et al., 2008; Desai et al., 2003; Kiyomitsu et al., 2007;
Schittenhelm et al., 2009).

Encara que el grau de conservacid6 de KNL1 entre espécies és baix, s’han
identificat uns motius conservats que permeten la interacci6 amb altres proteines.
Mitjangant el seu domini N-terminal, KLN1 interacciona directament amb els microtubuls i
permet el reclutament de dues quinases del punt de control de mitosi, Bubl (Budding
Uninhibited by Benomyl 1) i BubR1 (Bubl-related 1) (Cheeseman et al., 2006; Kiyomitsu
et al., 2007; Liu et al., 2010).

Per altra banda, mitjancant el seu domini C-terminal, KNL1 interacciona amb Nsl1
i Dsn1 del complex Mis12 (Petrovic et al., 2010). En canvi, no esta clar si KNL1 pot
interaccionar directament amb el complex Ndc80. En cel-lules humanes quan es
depleciona KNL1, la localitzacié centromerica del complex Ndc80 no es veu afectada
(Cheeseman et al., 2008; Kiyomitsu et al., 2007). No obstant, quan es deplecionen
simultaniament KNL1 i CENP-K el complex Ndc80 no es localitza al cinetocor, suggerint
gue a vertebrats la localitzacid d'aquest complex depén de I'accié coordinada de KNL1 i
de CENP-K (Cheeseman et al., 2008). Per contra, a C.elegans i a D. melanogaster la
depleci6 de KNL1 si que impedeix el reclutament del complex Ndc80 als cinetocors
(Cheeseman et al., 2004; Schittenhelm et al., 2009).

El complex Ndc80

El complex Ndc80 es localitza en la part més externa del cinetocor i esta format
per la interaccid de dos heterodimers: Spc24-Spc25 (Spindle pole component 24 / 25) i
Nuf2 (Nuclear filamentous 2)-Ndc80/Hecl (Highly expressed in cancer protein 1)
(Bharadwaj et al., 2004; Janke et al., 2001; McCleland et al., 2004; Wigge and Kilmartin,
2001). Analisis estructurals revelen que aquests heterodimers interaccionen mitjancant
els seus dominis en forma d’espiral localitzats a C-terminal del dimer Ndc80-Nuf2 i a N-
terminal del dimer Spc24/Spc25. En l'altre extrem de cada dimer, les proteines tenen
dominis globulars. Aixi doncs, el complex Ndc80 té una forma semblant al d’'una pesa
amb una estructura central llarga en forma d’espiral i dos dominis globulars a cada
extrem (Ciferri et al., 2005; Wei et al., 2005).

Els dominis globulars del dimer Spc24-Spc25 interaccionen amb el complex Mis12
(Petrovic et al., 2010), permetent el reclutament del complex Ndc80 al cinetocor. En
canvi, l'extrem format pel dimer Ndc80-Nuf2 interacciona directament amb els
microtubuls (Cheeseman et al., 2006; Wei et al., 2007).
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4.1.3 Les proteines del punt de control de la mitosi

Per evitar errors en la segregacié cromosomica degut a defectes en la interaccio
cinetocor-microtubul, la cel-lula disposa d’'un mecanisme de control, anomenat el punt de
control de la mitosi o SAC (Spindle Assembly Checkpoint). EI SAC s’activa en els
cinetocors que no tenen interaccid amb els microtUbuls i genera una senyal per evitar la
transicio metafase-anafase fins que tots els cinetocors estan correctament orientats i
units al fus mitotic (Musacchio and Salmon, 2007).

Basicament, el SAC indueix la formacié d'un heterotetramer format per les
proteines Mad2 (Mitotic arrest deficient 2), BubR1/Mad3 (l'ortdleg en llevats de BubR1),
Bub3 i Cdc20, conegut com el complex MCC (Mitotic Checkpoint Complex) (Hardwick et
al., 2000; Sudakin et al., 2001). Donat que Cdc20 és un cofactor essencial de I'APC/C
(Anaphase promoting complex/cyclosome) i que la formacié del complex MCC indueix la
seva inactivacio, es conclou que el complex MCC és un inhibidor de I’APC/C.

L'’APC/C és una ubiquitina-lligasa E3 que ubiquitina dos substrats en metafase, la
ciclina B i la proteina Securin, per ser posteriorment degradats via proteosoma (Figura
I.13). Securin és un inhibidor de la proteasa Separasa. Per tant, la degradacié de Securin
desencadena |'activacié de la proteasa Separasa que permet |'escissié dels complexes de
cohesid i la separacié de les cromatides germanes. Per altra banda, la degradacié de la
ciclina B1 indueix la inactivacié de la quinasa Cdkl (cyclin-dependent kinase 1) i la
sortida de mitosi. Aixi doncs, la inhibicid de I’APC/C per part del complex MCC impedeix
la segregacio de les cromatides germanes i la sortida de mitosi (Pines, 2011). Ara bé,
guan tots els cromosomes presenten una unid bipolar al fus, es produeix el silenciament
del SAC. Basicament, aquest procés requereix dues accions; inhibir la produccié del
complex MCC i la reversid de la inhibicié de I’APC/C.

A més de les proteines que formen el complex MCC, hi ha altres proteines que
també estan relacionades amb el SAC. Entre elles cal destacar les que permeten el
reclutament del SAC en el cinetocor; Madl (Mitotic arrest deficient 1), KNL1 i les
proteines del complex RZZ; les quinases Bubl i Mpsl (Monopolar spindle 1), i aixi com
els components dels mecanismes de silenciament del SAC, Spindly, p31comet i Dineina
(Bolanos-Garcia et al., 2011; Kiyomitsu et al., 2007; Lan and Cleveland, 2010;
Musacchio and Salmon, 2007). Com s’ha mencionat anteriorment, la proteina KNL1
recluta els components del SAC, tant directament com és el cas de Bub1, BubR1 i Bub3 o
via el complex RZZ en el cas de Madl/Mad2 (Bolanos-Garcia et al., 2011; Kops et al.,
2005; Krenn et al., 2012; Petrovic et al., 2010). Per altra banda, la proteina Ndc80 esta
implicada també en el reclutament de Mad1 i Mad2 en els cinetocors (Martin-Lluesma et
al., 2002). Aixi doncs, tots aquestes observacions ressalten la importancia de la xarxa
KMN en l'activacié del SAC.
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Figura I.13. Esquema del mecanisme d’accié del punt de control de la mitosi. L’activacié del punt de
control de mitosi indueix la formacié del complex MCC, el qual actua com a inhibidor de I’APC/C. L’APC/C és una
ubiquitina-lligasa que intervé en la degradacié proteolitica, entre altres proteines, de Securin i la ciclina B1. La
degradacié de Securin permet l'activacido de la proteasa Separasa i la posterior escissié dels complexes de
cohesid. La degradacid de la ciclina B1 inactiva la quinasa Cdk1 induint la sortida de mitosi. Per tant, la inhibicio
de I'APC/C impedeix la separacié de les cromatides germanes i la sortida de mitosi.

4.2 Regulacio de les funcions del cinetocor

Tant el procés d’activacié del SAC com la seva desactivacid, aixi com la interaccio
cinetocor-microtibul, sén processos regulats per l'acci6 de quinases i fosfatases. La
interaccié cinetocor-microtubul ha de ser suficientment dinamica per tal que les
interaccions erronies siguin desestabilitzades i eliminades, mentre que les correctes
siguin estabilitzades. Aquestes dues necessitats contraposades s’equilibren a través de la
fosforilacié reversible dels components que vehiculen aquesta interacci4, amb la
contribucié essencial de la quinasa Aurora B i la fosfatasa PP2A-B56. La quinasa Aurora B
és un component del complex CPC (Chromosomal passenger complex) que fosforila
diferents components del cinetocor, com ara les proteines Ndc80 i KNL1 (Cheeseman et
al., 2006; Deluca et al., 2006; Hua et al., 2011; Welburn et al., 2010). La fosforilacio
d’aquests substrats per part Aurora B redueix la seva afinitat pels microtubuls, per tant
té un paper desestabilitzador de la interaccid cinetocor-microtubul, facilitant I’'eliminacio
de les interaccions erronies (Cimini et al., 2006; Lampson et al., 2004). En canvi, la
fosfatasa PP2A-B56 contraresta I'accié d’Aurora B, desfosforilant aquests substrats i per

tant, estabilitzant la interaccio cinetocor-microtubul (Foley et al., 2011).
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Per altra banda, la regulacié del SAC depén principalment de l|'activitat de les
quinases Mpsl i Bubl. No obstant, I'activitat d’altres quinases, com ara Aurora B i Polo,
també afecta la funcid del SAC mitjancant la regulacié de Mpsl (Conde et al., 2013;
Saurin et al., 2011). Basicament, Mps1 organitza esdeveniments que contribueixen a la
inhibicido d'APC/C, incloent la localitzacié de Bub1, Bub3, BubR1 i Mad1l en els cinetocors
(London et al., 2012; Santaguida et al., 2010; Shepperd et al., 2012), la fosforilacié de
BubR1 per promoure la localitzacié al cinetocor de Cdc20 (Conde et al., 2013) i
|'estabilitat dels complex inhibidor d'APC/C (Maciejowski et al., 2010). Tant a cél-lules
d’humans com a cel-lules de Drosophila SL2, el complex Ndc80 i Aurora B estan implicats
en el reclutament de Mpsl en els cinetocors no units al fus acromatic (Conde et al.,
2013; Saurin et al.,, 2011). A S. cerevisiae, s’ha descrit que Mpsl interacciona
directament amb el complex Ndc80 (Kemmler et al., 2009).

L'activitat quinasa de Bubl també contribueix a I'activacié del SAC mitjancant la
fosforilacid de la histona H2A, que recluta indirectament Aurora B (Ricke et al., 2012). A
més, el seu domini N-terminal, no quinasa, permet el reclutament de proteines
essencials per l'activacio del SAC, com ara Madi1-Mad2 i BubR1 (Klebig et al., 2009).
Totes aquestes observacions indiquen que la quinasa Bubl és també necessaria per
I'activacié del SAC.

El paraleg de Bubl, BubR1, també juga un paper critic en I'activacio del SAC a
través de la formacié del complex MCC i la inhibicié de I’APC/C mitjangant el seu domini
N-terminal (Lara-Gonzalez et al., 2011). En canvi, la funcid del domini quinasa en
I'activacio del SAC no sembla necessaria. Diversos motius critics per les quinases
canoniques estan mutats o absents en BubR1 i I'homoleg en llevat de BubR1, Mad3, no
presenta aquest domini quinasa. No obstant, I’'homoleg a Drosophila manté el domini
quinasa similar al de Bub1l (Suijkerbuijk et al., 2012).

Tal i com s’ha comentat anteriorment, en llevats i en les cél-lules humanes Mps1
promou el reclutament de Bub1, Bub3 i BubR1 als cinetocors, mitjancant la fosforilacié
de KNL1 (London et al., 2012; Shepperd et al., 2012; Yamagishi et al., 2012). En canvi,
a Drosophila s'ha observat que els mutants de spc105, mis12 o ns/1 presenten només
una petita disminucid de BubR1 en els centromers i continuen activant el SAC en
resposta a defectes d’interaccié cinetocor-microtibul (Schittenhelm et al., 2009; Venkei
et al., 2011). Aquestes observacions suggereixen que a Drosophila existeixen com a
minim dos mecanismes de reclutament de BubR1; un que depén del cinetocor i l'altre del
centromer.

D'altra banda, en el procés de silenciament del SAC les fosforilacions activadores
del SAC s'inverteixen per l'accié de les fosfatases localitzades al cinetocor, com ara PP1.
PP1 es reclutat per KNL1 i aquesta interaccid contribueix a la inactivacié del SAC en els

llevats i en C. elegans (Meadows et al., 2011; Rosenberg et al., 2011).
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5. Distribucio dels centromers en el nucli

La distribucié de la cromatina en els nuclis en interfase no és aleatoria, ja que
cada cromosoma tendeix a ocupar una regido concreta del nucli (Cremer and Cremer,
2010). L'organitzacid espacial i temporal dels cromosomes és essencial per a la regulacid
de I'expressié génica i el manteniment de l|'estabilitat del genoma (Dion and Gasser,
2013; Misteli, 2007).

La primera evidéncia de l'organitzacio6 del genoma va ser l‘observacido de
I'orientacié Rabl en els nuclis de les larves de Salamandra (Rabl, 1885). L'orientacié Rabl
es caracteritza per ser una disposicid polaritzada de la cromatina, els centromers
s'agrupen en una regid concreta propera a la membrana nuclear i els telomers es troben
en el pol oposat del nucli (Cowan et al., 2001). Aquesta configuracié s'ha observat també
en les plantes i en Drosophila (Cowan et al., 2001; Hochstrasser et al., 1986). En canvi,
en les cél-lules dels mamifers sembla que els cromosomes no adopten aquesta
configuracié. No obstant, els estudis de I'organitzacié del genoma realitzats en cél-lules
de mamifer mostren que els seus cromosomes estan disposats de manera no aleatoria.
Aguests estudis suggereixen que els centromers i els telomers tendeixen a ocupar
regions concretes del nucli (Billia and De Boni, 1991; Carvalho et al., 2001; Katsumata
and Lo, 1988; Moroi et al., 1981). Concretament, en interfase, els centromers humans es
distribueixen lliurement pel nucleoplasma o bé, associats al nucléol o a la cara interna de
la membrana nuclear (Carvalho et al., 2001; Moroi et al., 1981; Ochs and Press, 1992;
Solovei et al., 2004). La disposicio dels centromers és especifica per cada tipus de cel-lula
i pot estar influenciada pel moment del cicle cel-lular, I'estat de diferenciacié i per
condicions fisiologiques o patologiques (Haaf and Schmid, 1989; Raz et al., 2006; Sarkar
et al., 2007; Solovei et al., 2004; Tagawa et al., 1997; Weimer et al., 1992).

L'associacié dels centromers amb el nucleol s’explica pel fet que en els
cromosomes humans les regions organitzadores nucleolars estan situades adjacents als
centromers. Per tant, quan els cromosomes que tenen aquestes regions es localitzen al
voltant del nucléol fan que els seus centromers també estiguin associats al nucleol
(Henderson et al., 1972; Moroi et al., 1981).

A més dels mamifers, la localitzacidé dels centromers propera a la membrana
nuclear també s’ha descrit a llevats i Drosophila (Agard and Sedat, 1983; Funabiki et al.,
1993). Tanmateix, el mecanisme concret d’interacci6 només es coneix en S. pombe.
Durant la interfase, els centromers d’aquest llevat formen un clister que s’uneix a la cara
interna de la membrana nuclear en una regid propera al SPB (spindle pole body),
I'equivalent al centrosoma en els llevats (Funabiki et al., 1993). Recentment, s’han
identificat els dos factors que permeten aquesta unié: la proteina amb domini SUN,

Sad1l, la qual és una proteina de la cara interna de la membrana nuclear, i Csil, una
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proteina nuclear que interacciona tant amb Sadl com amb els components del cinetocor
durant la interfase (Figura I.14) (Hou et al., 2012). Aquest mecanisme no sembla estar

conservat en altres espécies ja que no s’han identificat les proteines homologues a Csil.

[ Cinetocor extern ]

[ Cinetocorintern ]

@ Nucleosoma de CenH3Cp1

Figura I.14. Interacci6 dels centromers amb el SPB (spindle pole body) en S. pombe. Les proteines
Sad1 i Csil actuen com a pont d’uni6 entre la membrana nuclear i els centromers.

5.1 Estructura de la membrana nuclear

La membrana nuclear és una estructura complexa que envolta completament el
nucli i el separa del citoplasma. Aquest esta format per dues membranes, una d’interior i
una d’exterior, els porus nuclears, els complexes de LINC (Linker of nucleoskeleton and
cytokeleton) i la lamina nuclear.

La lamina nuclear és una xarxa entremesclada de filaments intermedis formats
per lamines, situada entre la membrana nuclear interna i la cromatina (Stuurman et al.,
1998). En els vertebrats, les lamines es classifiquen en dos categories: lamines de tipus -
A o de tipus -B. Diversos estudis han demostrat que tant les d’un tipus com les de l'altre
s'uneixen directament a la cromatina, aixi com també amb proteines de la cara interna
de la membrana nuclear LBR (Lamin B receptor), LAP1 i LAP2 (Lamina-associated
polypeptides 1/2) (Figura 1.15) (Foisner and Gerace, 1993; Glass et al., 1993; Senior
and Gerace, 1988; Taniura et al., 1995; Worman et al., 1988).

En tots els eucariotes que realitzen la mitosi oberta, I'embolcall nuclear es
desmunta en l'inici de la mitosi com a conseqliéncia de la fosforilacié de la lamina i de les
proteines d'unié a aquesta (Foisner and Gerace, 1993; Heald and McKeon, 1990;
Nikolakaki et al., 1997). Durant la telofase, la membrana es reconstrueix al voltant dels
cromosomes. Estudis realitzats en ceél-lules humanes revelen que en el procés de
reassemblatge de I'embolcall juguen un paper clau les proteines de la membrana interna
(Dechat et al., 2004; Haraguchi et al., 2008). Aquestes es poden classificar en dos grups
segons el lloc d’associacié als cromosomes telofasics. LBR, LAP2B i les lamines de tipus B
inicialment s'uneixen en les regions més periferiques de la massa de cromosomes, i

posteriorment s’estenen a les regions centrals (Figura 1.16) (Haraguchi et al., 2008).

37



Introduccio

Cromatina

Figura I.15. Esquema de les interaccions entre els components de la membrana nuclear i la
cromatina. La lamina nuclear (filaments de color vermell) és una xarxa de filaments intermedis que es troba
en contacte amb la cara interna de la membrana nuclear (MN) i interacciona amb diferents tipus de proteines
associades a la MN. Per una banda, interacciona amb les proteines Emerin, LA2pB i MAN1. Aquestes proteines es
caracteritzen per tenir un domini conservat amb afinitat per la proteina BAF (Barrier-to-autointegration factor),
la qual té afinitat per la cromatina. Un segon exemple és la proteina LBR, la qual interacciona amb la proteina
de I'heterocromatina HP1.

Per contra, LAP2a, Emerin i les lamines de tipus A s’uneixen en les regions
centrals de la massa de cromosomes telofasics, properes als llocs d’unié del fus, des d’on
s’estenen a les regions periferiques (Dechat et al., 2004; Haraguchi et al., 2008;
Haraguchi et al., 2001). La unié de LAP20, Emerin i les lamines de tipus A a la regid
central es déna mitjancant una proteina anomenada BAF (Barrier-to-autointegration
factor). Estudis realitzats in vivo mostren que BAF és el primer factor que s’uneix a
aquestes regions, on forma un complex immobil que permet el reclutament de les altres
proteines (Figura I.16B) (Haraguchi et al., 2008). De fet, les isoformes de LAP2, Emerin i
la proteina MAN1 comparteixen un domini, anomenat domini LEM, que és el responsable

de la interacci6 amb BAF (Furukawa, 1999; Lin et al., 2000).

A
Regid central _
B A BAF
R ] z laminA
~ 4 \ = =y | emerin
' 0 o {
" ¢ d i 2 g LAP2 8
0 ( ) MANI
» 7 .\_ﬂ & AN tubulin
= A it b NPC
BAF assembly laminA LAP2 B ec? NE

emerin MAN1

Figura I.16. Esquema del procés de reassemblatge de la membrana nuclear en les regions centrals
de la massa de cromosomes telofasics. A) Dibuix on s’indiquen les regions centrals i les periferiques de la
massa de cromosomes telofasics. B) En les regions centrals la primera proteina que es detecta és BAF, la qual
facilita el reclutament d’altres proteines associades a la membrana nuclear. En concret, després de BAF en
aquestes regions es detecten la lamina A, Emerin i LAP20 i aproximadament uns 30 segons més tard LAP2B i
MAN1. Figura extreta de I'article Haraguchi et al., 2008.
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5.2 BAF

BAF és una proteina altament conservada en els organismes multicel-lulars que es
localitza tant al citoplasma com al nucli de la cél-lula en interfase (Dechat et al., 2004;
Margalit et al., 2007; Shimi et al., 2004). Al inici de la mitosi, no esta clar quin és el seu
patré de localitzaci6 ja que aquest varia segons la técnica utilitzada. Estudis
d'immunolocalitzacié suggereixen que esta uniformement distribuida per tot el
cromosoma (Dechat et al., 2004; Furukawa, 1999; Furukawa et al., 2003). En canvi,
estudis de localitzacié realitzats amb la forma quimérica GFP-BAF indiquen que esta
difosa per tota la cél-lula (Haraguchi et al., 2001). Ara bé, tots els estudis coincideixen
que després de la transici6 metafase-anafase, es concentra a la regié central dels
cromosomes telofasics on coordina I'assemblatge de la membrana nuclear (Dechat et al.,
2004; Gorjanacz et al., 2007; Haraguchi et al., 2008; Haraguchi et al., 2001).

Entre les seves caracteristiques moleculars cal destacar que interacciona amb el
DNA de doble cadena de manera inespecifica i que oligomeritza (Zheng et al., 2000). Aixi
doncs, aquestes dues propietats li permeten compactar el DNA i formar complexes
nucleoproteics. A més, donat que també interacciona amb les histones H3 i H1.1 (Montes
de Oca et al., 2005) i les proteines amb domini LEM, BAF actuaria com a pont d’unié
entre la cromatina i la membrana nuclear interna. Tanmateix, la interaccié amb el DNA i
les proteines amb domini LEM depén del seu estat de fosforilacié (Bengtsson and Wilson,
2006; Nichols et al., 2006). Concretament, en mamifers s’ha vist que les quinases
conservades de la familia VRK (Vaccinia-related kinases) fosforilen en I'extrem N-terminal
de BAF la Ser-4, principalment, i també les Thr-2 i/o Thr-3. De la mateixa manera, a
Drosophila I'ortoleg de VRK1, NHK-1 (Nucleosomal histone kinase 1) també fosforila els
aminoacids Ser-2, Thr-3 i Ser-4 de dBAF, suggerint que BAF és un substrat conservat per
aquesta familia de quinases (Lancaster et al., 2007). Experiments in vitro demostren que
guan BAF és fosforilat aquest no pot interaccionar amb el DNA i disminueix la seva
interacci6 amb les proteines amb domini LEM (Nichols et al., 2006). Per tant, aixo
suggereix que la fosforilacié de BAF a l'inici de la mitosi es déna per alliberar-lo de la
cromatina i de la membrana nuclear (Asencio et al., 2012; Molitor and Traktman, 2014).

En canvi, en el procés de reassemblatge de la membrana nuclear al final de la
mitosi és necessari que BAF sigui desfosforilat per refer les seves interaccions amb la
cromatina i les proteines amb domini LEM. Recentment, tant a C.elegans com a cél-lules
humanes s’ha descrit que la proteina LEM4 actua coordinant la desfosforilacio de BAF per
un doble mecanisme. LEM-4 interacciona amb VRK1 i inhibeix la seva activitat quinasa, i
alhora també interacciona amb la fosfatasa PP2A (protein phosphatase 2A) que
desfosforila BAF (Asencio et al., 2012). Contrariament, un altre treball suggereix que la

fosfatasa PP4C (Protein phosphatase 4 catalytic subunit) desfosforila la Ser-4 de BAF.
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Aguest mateix treball descriu que la forma fosforilada de BAF és localitza a la regid
central dels cromosomes telofasics, sent necessaria per |'assemblatge de I'embolcall
nuclear (Zhuang et al., 2014).

Inicialment, BAF va ser identificat com el component de la cél-lula hoste que
s'uneix a el DNA dels virus de la leucémia murina de Moloney i del virus de la
immunodeficiencia humana de tipus 1, formant el complex de preintegracié en el
citoplasma (Lin and Engelman, 2003; Suzuki and Craigie, 2002). En aquest complex BAF
compacta el DNA viric, i com a conseqliencia impedeix |'autointegracié d’aquest. A més,
la capacitat de BAF d’interaccionar amb el DNA facilita el reclutament del complex en el
DNA de la cél-lula infectada, i per tant en promou la integracié intermolecular (Lee and
Craigie, 1998; Suzuki and Craigie, 2002). Més recentment, s’ha demostrat que BAF pot
actuar com agent antiviral. Especificament, durant la infeccié amb el virus Vaccinia, BAF
és localitza a llocs de replicacid del DNA viric en el citoplasma i n‘impedeix la replicacié
(Ibrahim et al., 2011; Wiebe and Traktman, 2007). Per contrarestar aquest efecte, el
virus expressa una quinasa viral coneguda com B1, que té un alt nivell de similitud amb
les quinases VRK i que també fosforila BAF (Nichols et al., 2006).

Malgrat el seu paper en la resposta a la infeccid virica, BAF és una proteina
essencial per la cél-lula en condicions fisiologiques. A D. melanogaster, els mutants nuls
per baf son letals en la transicio larva-pupa. Les larves d’aquests mutants tenen el cervell
més petit del normal i sovint han perdut els discs imaginals. Concretament, a nivell
cel-lular, s’observa aturada del cicle cel-lular, aglomeracions de la cromatina en interfase,
morfologia anormal dels cromosomes en mitosi, distribucié inusual de la lamina i
aberrant morfologia del nucli (Furukawa et al., 2003). A C.elegans, la deplecid de BAF
desencadena la mort dels embrions a estadis primerencs, els quals presenten problemes
de segregacié cromosdomica en mitosi, defectes en I'assemblatge de la membrana nuclear
i la condensacié anormal de la cromatina en interfase (Margalit et al., 2005; Zheng et al.,
2000). Les similituds entre els fenotips de la deplecié de BAF en aquest dos organismes
models suggereixen que BAF és una proteina implicada en lI'organitzacié de la cromatina i
de la membrana nuclear. El treball de Margalit et al., 2005 suggereix un model en que
aquestes dues funcions estan relacionades. Durant la mitosi, BAF induiria canvis en
I'estructura de la cromatina que son necessaris per l'assemblatge de la membrana
nuclear.

Per altra banda, BAF també interacciona amb factors de transcripcio i proteines
implicades en la reparacié del DNA (Montes de Oca et al., 2009; Wang et al., 2002). Aixo
suggereix que, a més de la seva funcié mitotica, BAF pot modular |'expressiéo de

determinats gens i la resposta al dany en el DNA.
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Objectius

En els darrers anys, s’han fet molts avancos en la identificacié de les proteines
que determinen la identitat i la funcié centromeérica. En concret, en cél-lules de vertebrats
s’han identificat un total de setze proteines que conjuntament amb CenH3 formen la
plataforma necessaria en el centromer per l'assemblatge del cinetocor durant la mitosi.
Tanmateix, a Drosophila melanogaster es desconeix els ortodlegs d'aquestes proteines
centromériques, aixi com també el mecanisme molecular pel qual CenH3“P dicta la
formacioé del cinetocor. En aquest treball hem volgut aprofundir en aquests aspectes.

Concretament, els nostres objectius varen ser:

1.- Identificacio i caracteritzacié de noves proteines centromeriques de Drosophila

melanogaster.

2.- Analisi de la contribucio del domini N-terminal de la variant centromeérica de la

histona H3 de Drosophila, N-CenH3%®, en I'assemblatge del cinetocor.

3.- Analisi dels factors que regulen |'estabilitat de CenH3¢™°,
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RESUM

La identitat i funcid centromeérica estan regulades epigenéticament per la
deposicié de la variant centromerica de la histona H3, CenH3. Els nucleosomes de CenH3
actuen com a plataforma pel reclutament d’altres proteines que estan associades
constitutivament al centromer, com ara els multicomplexes de proteines NAD (CENP-A
nucleosome associated complex) i CAD (CENP-A-nucleosome distal complex). Alhora,
aquests complexes permeten el reclutament de les proteines del cinetocor extern durant
la mitosi. Tanmateix, a Drosophila es coneixen molt poques proteines associades als
nucleosomes de CenH3“P, En aquest treball, vam purificar els nucleosomes de CenH3“P-
TAP i vam identificar les proteines associades a aquests mitjancant espectrometria de
masses. Entre les cinquanta proteines identificades, es van seleccionar vuit com a
possibles candidates a estar relacionades amb els centromers. D’aquestes vuit, tres
presentaven un patrdé de localitzacié cel-lular molt interessant. Les proteines CG8289-
FLAG-HA i RpL22-FLAG-HA s’acumulen en interfase properes als clisters de CENP-C. Per
altra banda, la proteina BAF-FLAG-HA es localitza propera als centromers en els
cromosomes metafasics. En aquest treball, es va continuar amb la caracteritzacio de la
proteina codificada pel gen CG8289. Estructuralment, aquesta proteina es caracteritza
per presentar un domini cromo forga similar al de les isoformes d'HP1. De fet, el senyal
de la proteina CG8289 en cél-lules SL2 en interfase s'acumula propera als centromers i
colocalitza amb el d'HP1la. A més, en cromosomes politénics, aquesta proteina esta
enriquida en el cromocentre i en els telomers. Aixi doncs, en conjunt els nostres resultats
apunten a la identificaci6 d’'un nou factor de la heterocromatina pericentromerica de

funcio fins al moment desconeguda.
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INTRODUCCIO

El centromer és una estructura especialitzada del cromosoma que durant la mitosi
permet |'assemblatge del cinetocor, complex multiproteic que permet la unié dels
microtubuls del fus acromatic i regula la segregacié cromosomica (Choo, 2000; Sullivan
et al., 2001; Sullivan, 2001). Encara que la funcié del centromer esta conservada, la
manca de conservacio del DNA centromeéric entre els diferents organismes (Sullivan et
al., 2001) i la formacié de neocentromers en regions no centromeriques (Choo, 2001;
Warburton et al., 1997) suggereixen que la identitat i propagacié del centromer no esta
associada a la sequiéncia nucleotidica, sind que esta marcada epigeneticament. Un clar
candidat d’aquest component epigenétic és la variant centromérica de la histona H3,
CenH3. Aquesta variant substitueix a la histona H3 canonica en els nucleosomes de tots
els centromers funcionals, sent fonamental la seva localitzacié pel correcte assemblatge
del cinetocor.

En tots els eucariotes estudiats fins ara, la delecié de CenH3 és letal. Aquests
mutants tenen problemes en el reclutament de proteines del cinetocor i presenten greus
defectes durant la segregacié cromosomica (Blower and Karpen, 2001; Howman et al.,
2000; Oegema et al., 2001; Régnier et al., 2005). Totes aquestes observacions
suggereixen que CenH3 és necessaria per l'assemblatge del cinetocor, perd actualment
es desconeix el mecanisme molecular pel qual CenH3 dicta la formacid del cinetocor.

En termes generals la composicié i I'organitzacié dels cinetocors esta conservada
entre els vertebrats. A grans trets, a la cara interna del cinetocor hi ha un grup de setze
proteines que estan associades constitutivament a la cromatina centromerica, formant el
CCAN (Constitutive centromere-associated network) (Foltz et al., 2006; Hori et al.,
2008a; Okada et al., 2006). Durant la mitosi, aquestes proteines recluten els
components conservats de la xarxa KMN (KNL1, Mis12, Ndc80) per formar un cinetocor
funcional. Per algunes espécies com ara S. cerevisiae i S. pombe s’han identificat algunes
de les proteines homologues a les del CCAN (Przewloka and Glover, 2009). No obstant, a
C. elegans i D. melanogaster es desconeixen totes, a excepcié de CENP-C.

Concretament, a Drosophila només es coneixen tres proteines centromeriques: la
variant centromérica de la histona H3, anomenada CenH3“® (Centromere identifier),
CENP-C i CAL1 (Chromosome alignment 1) (Goshima et al., 2007; Heeger et al., 2005;

Henikoff et al., 2000). Experiments de reclutament ectdopic de CenH3P

mostren que
aquesta és suficient per induir la formacid d'un cinetocor funcional en el lloc de
reclutament (Mendiburo et al., 2011). A més, en aquest organisme model també s’ha
observat que el domini N-terminal de CENP-C, interacciona amb proteines del cinetocor i
alhora és suficient per reclutar-les ectopicament en altres llocs de la cél-lula (Przewloka

3CID

et al., 2011). Per tant, aquests dos estudis atribueixen a CenH i CENP-C un paper

clau en l'assemblatge del cinetocor a Drosophila. La localitzaciéo centromeérica d’aquestes
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dues proteines és interdependent i també depén de CAL1 (Erhardt et al., 2008; Goshima
et al., 2007). De fet, CAL1 actua com pont d’unié entre CenH3“® i CENP-C i alhora, degut
a la seva baixa expressid, limita la incorporacié excessiva d'aquestes dues proteines en
els centromers (Schittenhelm et al., 2010). A més, s’ha observat que CAL1 interacciona

3%P i permet la seva incorporacié en experiments de

amb el pre-nucleosoma de CenH
reconstitucié in vitro, indicant que podria ser la xaperona especifica d’aquesta variant
(Chen et al., 2014; Mellone et al., 2011).

La no identificaci6 de més factors especifics en el centromer de Drosophila i la
manca d’homolegs funcionals de les proteines del CCAN indicarien que en aquesta
especie |'assemblatge del cinetocor deu ser més simple. Tanmateix, donat que les
proteines centromeriques evolucionen rapidament (Henikoff et al., 2001) i que a
Drosophila no s’hagin realitzat molts estudis per identificar-ne de noves, és probable que
en quedin per descobrir.

En aquest treball, per tal d’identificar noves proteines associades als centromers
de Drosophila, es va realitzar la purificacido i posterior identificacié de les proteines
associades als nucleosomes de CenH3“°-TAP. En total es van identificar 50 proteines, de
les quals se’n van seleccionar vuit com a possibles candidates a estar relacionades amb
els centromers basant-nos en la bibliografia publicada i la consisténcia en la seva
identificacio. A continuacid, es va analitzar el patré de localitzacio de les proteines
seleccionades i es va observar que tres d’elles ja sigui en interfase o bé en mitosi estan
relacionades amb els centromers. Una d’aquestes proteines és la codificada pel gen
CG8289. Aquesta proteina es caracteritza per tenir un domini cromo, similar al de les
isoformes d'HP1. De fet, en cél-lules de Drosophila SL2 en interfase el senyal de la
proteina CG8289 i el d’'HP1a colocalitzen i sén propers als clusters de CENP-C. En
neuroblastos es van detectar petites acumulacions per la proteina que també tenen
associats un o dos clusters de CENP-C. Finalment, mitjangant experiments
d'immunodetecci6 a cromosomes politénics es va confirmar |'associaci6 d’aquesta
proteina amb el cromocentre i els telomers. En conjunt, els nostres resultats mostren
que la proteina codificada pel gen CG8289, conservada en el génere Drosophila, esta
associada a la cromatina pericentromérica en interfase on desenvolupa una o varies

funcions desconegudes fins al moment.
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MATERIALS I METODES
Soques bacterianes

En aquest treball es van utilitzar les seglients soques d'Escherichia coli:

Soca utilitzada per a I'amplificacié de plasmidis:

- DHB5a: deoR endAl gyrA96 hsdR17 (r,~ m*) recAl relAl supE44 thi-1 F'[traD36
proAB™* lacl19 lacZ AM15]

Soca utilitzada per a I’'expressié de proteines:

- BL21(DE3): BF dcm ompT hsdS (rg™ m™g) galA (DE3)

Linia cel-lular eucariota: cél-lules SL2 de Drosophila melanogaster

La linia cel-lular SL2 (Schneider’s Drosophila Line 2), també anomenada S2,
deriva d’un cultiu primari d’embrions de D. melanogaster en estadis tardans (20-24
hores) (Schneider, 1972). Son cél-lules d’aspecte esféric que creixen tant enganxades a

la superficie del recipient en que es troben com en suspensid en un spinner.

Stocks de Drosophila melanogaster

A la taula M.1 s’indiquen els diferents stocks de D. melanogaster utilitzats, aixi

com les seves caracteristiques més importants.

Stock Cromosoma Caracteristiques
White” X Té una mutacié al gen white que elimina tota la proteina.
Ulls blancs
w-; if/Cyo;Ly/Tm3 Doble Presenta balancejadors i marcadors als cromosomes II i
balancejat III sobre un fons white”
Act5CGal4/TM6B, Tb 3 Expressa Gal4 sota el control del promotor d’actina
UAS-RNAIi CG8289 2 Expressa un hairpin de RNA contra el CG8289 sota el

control de llocs d’'unié de Gal4. Correspon al nimero de
stock 106910 de Vienna Drosophila Resource Center

Taula M.1. Stocks de Drosophila melanogaster utilitzats en aquest treball. En la taula també
s’especifica el cromosoma i les caracteristiques principals.
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Plasmidis
A continuacio, es detallen tots els plasmidis utilitzat en aquest treball:

- pMK33-CTAP: conté el promotor de la metal-lotioneina que permet I'expressio,
induible amb Coure, de proteines amb un TAP (tandem affinity purification) a C-
terminal. També conté la resisténcia a Higromicina que permet la seleccié de les
cel-lules establement transfectades. Dissenyat per Veraksa i col-laboradors
(Veraksa et al., 2005).

- pMK33-CTAPAMT: en aquest plasmidi es va eliminar el promotor de la
metal-lotioneina present en el plasmidi pMK33-CTAP. Per eliminar-lo es va
amplificar el plasmidi pMK33-CTAP amb els oligonucledtids 7016pMK33F i
6559pMK33R que exclouen la regid compresa pel promotor i contenen la diana
per I'enzim de restriccido Acc65I en el seus extrems 5’.

- pCid-YFP: vector cedit per la Dra. Olga Moreno Moreno. Conté clonat el promotor
de CenH3“P i el cDNA de CenH3“P,

- pCID-CID-CTAP: permet l'expressio en cél-lules SL2 de la proteina de fusio
CenH3“°-TAP sota el control del promotor de CenH3“®. Per obtenir-lo es van
amplificar el promotor de CenH3“® conjuntament amb el cDNA de CenH3® a
partir del vector pCid-YFP amb les oligonucleotids PromCIDF i CIDR que contenen
en els seus extrems 5’ la diana de restriccio per I'enzim Acc65I. El producte
obtingut va ser digerit amb aquest enzim i clonat al pMK33-CTAPAMT per la
mateixa diana.

- pET29b (Novagen): permet obtenir proteines fusionada amb una cua de 6
histidines en posicié carboxi-terminal.

-  PET-CG8289: el cDNA de CG8289 va ser amplificat a partir del vector FMO02571
amb els oligonucleotids NT-CG8289-EcoRv i CT-CG8289-Xhol, els quals contenen
dianes pels enzims de restricci6 EcoRV i Xhol, respectivament. El producte
obtingut va ser digerit amb aquests enzim i clonat al pET29b per les mateixes

dianes.

Per tal d’expressar transitoriament les proteines seleccionades vam obtenir del
Drosophila Genomics Resource Center (DGRC) els vectors que contenen I'ORF que
codifica per aquestes proteines. Per algunes de les proteines, es van adquirir els ORFs
clonats en plasmidis que permeten I'expressid de la proteina fusionada a FLAG-HA a C-
terminal i sota el control d’expressido del promotor de metallotioneina. Aquests darrers
plasmidis corresponen a la col-lecci6 BDGP Tagged ORF Collection, FMO. En la taula M.2

es detallen els plasmidis adquirits (Clon ID) i la col-leccié del DGRC a la qual pertanyen.
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Proteina Clon ID i DGRC col-leccid

BAF FMO05822 (BDGP Tagged ORF Collection)
CG8289 FMOO02571 (BDGP Tagged ORF Collection)
CG3612 FMO02974 (BDGP Tagged ORF Collection)
RpL22 FMO04478 (BDGP Tagged ORF Collection)
Lethal (2) 03709 LD46344 (BDGP Gold cDNAs)

CG30122 GHO01011 (BDGP ESTs)

Hrp48 GH26816 (BDGP Gold cDNAs)

Glorund AT27789 (BDGP Gold cDNAs)

Taula M.2. Llistat de clons de cDNA adquirits al DGRC per cada proteina. En aquesta taula s’especifica el
codi d’identificacid de cada clon de cDNA comprat, clon ID, aixi com també la col:-lecci6 de DGRC a la qual
pertany.

Per les proteines que no estava disponible el plasmidi de la col-lecci6 FMO, es va
adquirir el que conté només I'ORF per tal d’amplificar el cDNA amb els oligonucleotids
corresponents. En concret, per amplificar els cDNA de Lethal (2)03709, Glorund i
CG30122 es van utilitzar oligonucleodtids, anomenats NT-nom de la proteina-BamHI i CT-
nom de la proteina-Spel, els quals contenen dianes pels enzim de restricci6 BamHI i
Spel, respectivament. En canvi, el cDNA de Hrp48 va ser amplificat amb els
oligonucleodtids NT-Hrp48-Xhol i CT-Hrp48-EcoRV, els quals contenen dianes pels enzims
de restriccio Xhol i EcoRV, respectivament. Els productes de PCR obtinguts van ser
digerits per les dianes introduides mitjancant els oligonucleodtids i clonats al pMK33-CTAP

per les mateixes dianes.
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Oligonucleotids

En aquest treball es van utilitzar oligonucleodtids sintetitzats per SIGMA. La

seqléncia de tots ells es relaciona en la taula M.3.

Nom Seqiiéncia (5'>» 3') Diana de
restriccio
7016pMK33F GATCGGTACCATGGAAAAGAGAAGATGGAAA Acc65I
6559pMK33R GATCGGTACCGATCCAGACATGATAAGATAC Acc65I
PromCID F GATCGGTACCGACATGGCTGTATCTTCAGTG Acc65I
CID R GATCGGTACCTCGGTCGCAGATGTAGGCCAT Acc65I
NT-CG8289-EcoRV  GATATCGATGGCCAAGGCGAGTAAGAAGGTG EcoRV
CT-CG8289-Xhol CTCGAGTCACTCCTCGCCGTAGAAAATGCG Xhol
NT-lethal2-BamHI GGATCCATGGCACAGAGCAAATTGAACGAT BamHI
CT-lethal2-Spel ACTAGTTCCTTTACTTTTGTAAACCTTCTC Spel
NT-Glorund-BamHI ~ GGATCCATGTCCAACGCAGACGTGCAATTT BamHI
CT-Glorund-Spel ACTAGTTCCGATGCGCCGCGAAAAGTTTCC Spel
NT-30122-BamHI GATCGGATCCATGGATGTGGCGAAGCTGGAGAAG BamHI
CT-30122-Spel GATCACTAGTTCCCTTCTTGTCGGCACCCGCATT Spel
NT-Hrp48-Xhol CTCGAGATGGAGGAAGACGAGAGGGGCAAA Xhol
CT-Hrp48-EcoRV GATATCTCCGACAGCCTGCGAGGTTGCATAGGG EcoRV
RNAi CG F TAATACGACTCACTATAGGGCCACTTCGCCCCGCAAAAATGGCAAAA
RNAi CG R TAATACGACTCACTATAGGGTCTCATCCTCTGTTCCAGCATCGACAT
RNAi LacZ F TAATACGACTCACTATAGGGATGACCATGATTACGCCAAGC
RNAi LacZ R TAATACGACTCACTATAGGGCAATTTCCATTCGCCATTCAG

Taula M.3. Relacié de tots els oligonucleotids emprats en aquest treball. S’indica també la seva
sequiéncia i si té dianes per enzims de restriccié en els seus extrems 5’. En els oligonucleotids RNAI es subratlla
la seqiencia promotora de la RNA polimerasa T7.
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En

aquest

treball s’han  utilitzat

diferents

anticossos

Capitol 1

pels assajos

d'immunolocalitzacié i de Western-Blot. En les taules M.4 i M.5 s’indiquen tots els

anticossos primaris i secundaris utilitzats, respectivament.

Anticos Caracteristiques Fabricant Experiment utilitzat i

primari dilucié emprada

o— TAP Anticds policlonal de conill. Reconeix Open Biosystems Immunolocalitzacié 1:300
especificament el tag TAP. (CAB1001) Western-Blot 1:2500

o—CENP-C Anticds policlonal de rata. Reconeix Cedit per la Dra. Immunolocalitzacié 1:200
especificament la proteina CENP-C de D. Monica Torras- Western-Blot 1:3000
melanogaster. Llort

o—FLAG Anticos policlonal de conill. Reconeix Sigma Immunolocalitzacié 1:500
especificament el tag FLAG. (F7425)

a—HA Anticos monoclonal de rata. Reconeix el Roche Immunolocalitzacié 1:350
péptid HA derivat de la proteina (Ref: 1867 423)
Hemaglutinina

oa—~CENP-C Anticos policlonal de conill. Reconeix Cedit per la Dra. Immunolocalitzacié 1:500
especificament la proteina CENP-C de D. Monica Torras-
melanogaster. Llort

o—GFP Anticos policlonal de conill. Reconeix Molecular Probes Immunolocalitzacié 1:1000
especificament la proteina GFP A11122

o—HP1a Anticos policlonal de rata. Reconeix Cedit perla Dr Immunolocalitzacié 1:200
especificament la proteina HPla de D. Joan Font-
melanogaster. Burgada

o—~CG8289 Anticos policlonal de conill. Reconeix Generat en Immunolocalitzacié 1:200
especificament la proteina codificada pel aquest treball Western-Blot 1:2500
CG8289 de D. melanogaster

o—-H3 Anticos policlonal de conill. Reconeix Cell signaling Western-Blot 1:2500
especificament la histona H3 canonica (9715S)

o-GFP Anticos policlonal de ratoli. Reconeix Roche Immunolocalitzacié 1:50

especificament la proteina YFP

(Ref: 1814460)

Taula M.4. Relacio de tots els anticossos primaris emprats en aquest treball. S’indica també les seves
caracteristiques, la procedéncia, tipu d’experiment en que es va utilitzar i la dilucié emprada.
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Anticos Caracteristiques Fabricant Experiment utilitzat
secundari i dilucié emprada
oa—conill-HRP  Reconeix la cadena pesada dels anticossos Amersham Western-Blot 1:10000
de conill. Esta conjugat a la peroxidasa de Biosciences
rave (Horseradish peroxidase, HRP) (Ref. NA 934)
o-rata-HRP Reconeix la cadena pesada dels anticossos Jackson Western-Blot 1:10000
de rata. Esta conjugat a la peroxidasa de ImmunoResearch
rave (Horseradish peroxidase, HRP) (712-035-150)
o—conill-Cy2 Reconeix la cadena pesada dels anticossos  Jackson Immunolocalitzacié
de conill. Esta conjugat a Cy2 ImmunoResearch 1:400
(111-225-144)
o—conill- Cy3 Reconeix la cadena pesada dels anticossos  Jackson Immunolocalitzacié
de conill. Esta conjugat a Cy3 ImmunoResearch 1:400
(111-165-144)
o—conill- Cy5 Reconeix la cadena pesada dels anticossos  Jackson Immunolocalitzacié
de conill. Esta conjugat a Cy5 ImmunoResearch 1:400
(111-175-144)
o— rata- Cy2 Reconeix la cadena pesada dels anticossos  Jackson Immunolocalitzacié
de rata. Esta conjugat a Cy2 ImmunoResearch 1:400
(112-225-143)
o~rata-Cy5 Reconeix la cadena pesada dels anticossos Jackson Immunolocalitzacié
de rata. Esta conjugat a Cy5 ImmunoResearch 1:400
(112-175-143)
o-ratoli- Cy2 Reconeix la cadena pesada dels anticossos  Jackson Immunolocalitzacié
de ratoli. Esta conjugat a Cy2 ImmunoResearch 1:400
(115-225-146)
o-ratoli-Cy5 Reconeix la cadena pesada dels anticossos Jackson Immunolocalitzacié
de ratoli. Esta conjugat a Cy5 ImmunoResearch 1:400

(115-175-146)

Taula M.5. Relaciéo de tots els anticossos secundaris emprats en aquest treball. S’indica també les
seves caracteristiques, la procedeéncia, tipu d’experiment en que es va utilitzar i la dilucié emprada.

Teécniques de manipulacié del DNA plasmidic

Tots els plasmidis utilitzats en el present treball es van obtenir mitjancant

tecniques basiques de Biologia Molecular i verificats per la digestié amb enzims de
restriccid i electroforesi en un gel d'agarosa a I'1%. A continuacid, els clons positius van

ser analitzats mitjancant seqlienciacié automatica.
Minipreparacions de DNA plasmidic

Per obtenir petites quantitats de plasmidis es va utilitzar el métode de lisi alcalina
(Sambrook et al., 1989). El DNA va ser resuspés en 50 pl de tampd TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8) amb 1 ug de RNasa A i es va incubar a 37° C durant 15 minuts.
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Maxipreparacions de DNA plasmidic

Per obtenir grans quantitats de DNA plasmidic amb un alt grau de puresa es va
utilitzar el kit comercial Qiagen® Plasmid Maxi Kit, seguint les instruccions del fabricant.
El pellet final de DNA va ser resuspés amb tampo TE o amb H,O milliQ (en el cas dels

vectors que han de ser transfectats en cel-lules SL2).
Transformacié de DNA en bacteris

Préviament, es van preparar les cél-lules competents mitjancant el metode de
clorur calcic (Sambrook et al., 1989), i es van congelar a -80°C. Per transformar el DNA,
les cél-lules van ser descongelades en gel. Es va afegir 200 ul de cél-lules en /'eppendorf
que contenia el DNA a transformar i es va incubar en gel durant 30 minuts. A
continuacid, es va realitzar un xoc termic a 42°C durant 2 minuts i 30 segons. Els
bacteris es van recuperar amb 800 pl de medi LB (triptona 10 g/I, extracte de llevat 5
g/l, NaCl 10 g/I, NaOH 1 mM) a 37°C durant 1 hora. Es va centrifugar a 9000 rpm durant
2 minuts. Es va treure 850 ul del sobrenedant i la resta es va utilitzar per resuspendre el
sediment cel-lular. Finalment, es va plaquejar tota la suspensio en plaques de LB (LB +
agar 15 g/l) amb el corresponent antibiotic. Les plagues es van incubar durant la nit a
37°C.

Métodes de treball amb cél-lules SL2

Creixement:

En tots els experiments es va utilitzar la linia cel-lular de Drosophila Schneider 2
(SL2 o S2). Aquestes cel-lules es van créixer a 25°C en medi Scnheider (Sigma) sense
CO, suplementat amb 100 ug/ml d’estreptomicina (Gibco), 100 unitats/ml de penicil-lina
(Gibco) i un 10% de serum fetal bovi (FBS) (Gibco), el qual s’ha inactivat préviament a
560C durant 30 minuts. Aquestes cél-lules van ser mantingudes en flascons Corning® de
25 cm? a una densitat de 1-5 x 10° cél-lules/ml en un volum total de 5 ml, fent dilucions
1/4 o 1/5 cada 3-4 dies.

Transfeccio transitoria

Per transfectar transitoriament els DNA plasmidics es va utilitzar el metode del
fostat calcic. Aquest metode facilita I’'entrada del DNA dintre la cél-lula mitjancant la
formacio de precipitats de DNA-fosfat.

Inicialment, es va determina la concentracié de cél-lules mitjancant el comptatge
amb la cambra de Neubauer. A continuacid, es van plaquejar 3x10° cél-lules per placa de

cultiu de 60 mm? (Corning) en un volum final de 5ml i es van incubar a 25°C durant 24
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hores. A I'endema, per cada placa es van transfectar 20 ug de DNA en un volum final de
50 pl. Cada transfeccié es fa per duplicar, i per tant les barreges es van preparar
escalades per 2,5 transfeccions. Aixi doncs, en un eppendorf es va addicionar la quantitat
de DNA necessaria en un volum final de 125 pul, completat el volum amb aigua
esterilitzada. Llavors, en cada eppendorf es va addicionar 1 ml de CaCl, 0,25 M. En un
tub falcon de 15ml es va addicionar 1ml de HEBS 2X (250 mM NaCl, 9 mM KCl, 1,5 mM
Na,HPO,, 10 mM glucosa, 50 mM HEPES pH 7,1). Mentre es vortejava suaument el
HEBS, es va afegir gota a gota la mescla de CaCl,-DNA per tal de formar petits
precipitats de color blanc. Aquests precipitats es van incubar a 25°C durant 35 minuts.
Transcorregut aquest temps, es va resuspendre els precipitats i es va addicionar 850 ul

de la suspensié en cada placa. Les plaques es van incubar 48h a 25°C.
Linies cel-lulars estables

Ceél-lules SL2 van ser transfectades com en el cas de la transfeccid transitoria amb
20 ug del DNA plasmidic d'interés. Al cap de 24 hores de la transfeccio, es va treure la
solucié de fosfat de calci i es van rentar les cel-lules dues vegades amb medi complet
(medi Schneider amb FBS) amb penicil-lina i estreptomicina. A continuacid, es va afegir
medi complet i es van deixar incubar les cél-lules a 25°C durant 2 dies. Després, es van
centrifugar les cél-lules a 100 g durant 5 minuts, es van resuspendre amb medi complet
que contenia 0,3 mg/ ml d'Higromicina B (Invitrogen) i es van plaquejar en flascons de
25 cm®. El medi selectiu s’anava renovant cada 4-5 dies fins que van aparéixer les

colonies resistents.
Induccié amb CuSO, de les cél-lules transfectades transitoriament

Per induir l'expressi6 de les construccions regulades pel promotor de la
metal-lotioneina, que és induible per metalls pesants, es va addicionar en el medi de
cultiu CuSQ, (Sigma). En concret, al cap de 24 hores d’haver transfectat transitoriament
les cél-lules amb aquestes construccions, es va afegir en el medi de cultiu CuSO4 a una
concentracié final de 500 puM al medi de cultiu. Al cap de 24 hores d’haver induit
I’expressié de la construccié es van recollir les cél-lules i es van realitzar experiments

consecutius.
Tractament de les cél-lules SL2 amb dsRNA

Per obtenir cél-lules SL2 que no expressin la proteina codificada pel gen CG8289,
es va incubar aquestes cél-lules amb RNA de doble cadena (dsRNA) de seqliéncia
homologa a un tros del gen. En concret, el dsRNA generat és homoleg al segment

comprés entre els nucleotids 254-568 que correspon al primer exo i no inclou el tros de

62



Capitol 1

seqlieéncia que codifica pel domini cromo, homoleg al d’altres proteines. Com a control es
va utilitzar un dsRNA de LacZ, gen absent en el genoma de Drosophila.

Per a I'obtencid dels dsRNAs de CG8289 i LacZ, en primer lloc es va sintetitzar el
segment del DNA motlle que contenia en els extrems la seqliencia promotora de la RNA
polimerasa T7. Aixi doncs, utilitzant encebadors que contenien aquesta seqliéncia en els
seus extrems i els plasmidis FM0O02571 o pBS-SK mitjangant la reaccié en cadena de la
polimerasa (PCR) es van sintetitzar els DNAs motlle del CG8289 i del LacZz,
respectivament. A continuacidé, utilitzant els reactius i buffers subministrats pel kit
MEGAscript® T7 Transcription (Invitrogen) es van sintetitzar els dsRNA. En concret, en un
eppendorf es van afegir els NTPs, el buffer de la reaccio, I’enzim RNA polimerasa T7 i el
DNA motlle, mantenint les proporcions especificades pel fabricant i es va incubar a 37°C
durant tota la nit.

El dia seglent per tal de digerir el DNA motlle es va afegir a cada eppendorf 1pl
de TURBO DNasa i es va incubar 15 minuts a 37°C. Posteriorment, es va procedir a la
purificacid dels dsRNAs utilitzant les columnetes i els reactius subministrats pel Kit
RNeasy® Mini Kit-QIAGEN. Es va comprovar la integritat i la concentracié dels dsRNAs
carregant una aliquota en un gel d’agarosa de I'1%.

Un cop sintetitzats els dsRNAs es va procedir a tractar les cél-lules amb aquests.
En primer lloc, en cada placa de cultiu de 60 mm? es van plaquejar 2,5x10° cél-lules SL2
en 2ml de medi Schneider sense serum. A cada placa es va addicionar 15 pg del dsRNA
corresponent i es va deixar incubar a 25°C durant una hora. Transcorregut aquest temps,
es va addicionar a cada placa 3ml de medi Schneider suplementat amb 5/3 de FPS i es
va deixar a 25°C. Al cap de 3 dies es va afegir en cada placa 15 ug més del dsRNA
corresponent i es va incubar a 25°C durant 4 dies més. Passat aquest temps, es van

recollir les cél-lules i es van utilitzar per fer experiments consecutius.
Obtencidé d’un extracte proteic a partir de cél-lules SL2

Es van recollir les cél-lules SL2 i es van centrifugar a 1500 rpm durant 4 minuts. A
continuacio, es va treu el sobrenedant i el sediment de cél-lules es va resuspendre amb
150 pul de la solucié de PLB (PLB 1x, 9% B-mercaptoetanol) per cada 5 ml de cél-lules
inicials. Es va sonicar la mostra utilitzant un sonicador Digital Sonifier® (Branson), durant
10 segons i una amplitud del 40%. Finalment, abans de carregar una petita aliquota de

la mostra en un gel de poliacrilamida-SDS, aquesta es va bullir durant 5 min a 95°C.
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Purificacio per afinitat de les proteines associades a la cromatina que conté

nucleosomes de CenH3“°-TAP

Per purificar les proteines associades als nucleosomes de CenH3“°-TAP, es va
partir d’'un pellet de 120 g de ceél-lules que establement expressaven la construccié
CenH3“!°-TAP. Es va resuspendre el pellet amb 3 volums, considerant un volum el volum
del pellet inicial de cél-lules, de Buffer A (Sacarosa 0,23 M, KCl 60 mM, NaCl 15 mM,
MgCl, 0,25 mM, Espermina 0,15 mM, Espermidina 0,5 mM, Tris 15 mM pH 7,4, B-
mercaptoetanol (0,95 y/ml) i Protease Inhibitor Cocktail (SIGMA). A continuacié, es van
homogenitzar les cél-lules amb el Dounce i I'émbol L fent 40 passades i posteriorment es
va centrifugar durant 15 min a 4°C a 3500g en el rotor JA-14. Es va llencar el
sobrenedant i el pellet de nuclis es va rentar seguint una metodologia similar a la
descrita en Foltz et al., 2006. Primer es va rentar amb 3 volums del Buffer de rentat
(HEPES 20 mM pH 7,7, KCI 20 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,5 mM i Protease
Inhibitor Cocktail) i es va centrifugar durant 15 min a 4°C a 35009 en el rotor JA-14. A
continuacio, es va fer un segon rentat amb 3 volums del Buffer de rentat suplementat
amb NaCl 150mM. Després d’aquest segon rentat, es va resuspendre el pellet de nuclis
amb 1 volum de Buffer de rentat suplementat amb NaCl 150mM i CaCl, 3mM. Llavors,
es va digerir la cromatina amb nucleasa micrococcal a la concentracio de 0,04U per 100
Kg de cromatina durant 15 min a 37°C. Transcorreguts els 15 min, es va aturar la reaccid
amb EGTA a la concentracié final en |'extracte de 5 mM. Tot seguit, per facilitar la
solubilitzacié de la cromatina digerida es va addicionar a I'extracte NP400.05% i NaCl
150 mM i es va incubar en gel durant 2h i 30 min. Es va centrifugar durant 15 min a 4°C
a 10.000g en el rotor 25.50. El sobrenedant és la fraccidé soluble de la cromatina (SN1),
la qual representava aproximadament el 66% de la cromatina total. El pellet restant va
ser solubilitzat amb solucions creixents d'EDTA 2mM, 20mM i 200mM, respectivament.
En concret, es va resuspendre el pellet amb 1 volum de la solucié d’EDTA suplementada
amb NaCl 300 mM i NP40 0.05%. Es va deixar incubar en gel durant 30 min i es va
centrifugar durant 15 min a 4°C a 10.000g en el rotor 25.50. Al final d’aquest
procediment teniem quatre sobrenedant, SN1, el de 2 mM d’EDTA (SN2), el de 20 mM
d’EDTA (SN20) i el de 200 mM d'EDTA (SN200). Per cada sobrenedant, es va determinar
el contingut de CenH3“®-TAP i CENP-C aixi com el % de cromatina solubilitzada. Els
sobrenedants SN1 i SN2 es van barrejar.

Per cada sobrenedant es va fer una purificacid per afinitat. A grans trets, primer
de tot, per tal de netejar un mica el sobrenedant es va incubar aquest durant 2h i 30 min
amb 80mg de Dynabeads (Invitrogen) bloquejades previament amb BSA. A continuacio,
donat que les Dynabeads estan magnetitzades, amb I'ajuda d’una gradeta per falcons

magnetitzada es van treuen les BSA-Dynabeads de l'extracte. Després, es va incubar
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I'extracte amb 80 mg d'IgG-Dynabeads, durant tota la nit a 4°C. Teoricament, les
proteines A del TAP es va unir a les IgG. Per tant, després de la incubacid les IgG-
Dynabeads tenien units els nucleosomes de CenH3“°-TAP i les proteines associades a
aquests.

A I’endema amb l'ajuda de la gradeta per falcons magnetitzada es van concentren
totes les IgG-Dyabeads en un falcon de 15 ml. Llavors, es renten les 1gG-Dyabeads 10
vegades amb el Buffer de rentat suplementat amb NaCl 300mM. Per tal d’anar reduint el
volum del recipient i acabar tenint totes les IgG-Dyabeads concentrades en un so
eppendorf, en cada rentat es va disminuint el volum de Buffer de rentat. Un cop
finalitzats els 10 rentats, es va procedir a fer 8 elucions acides. Cada elucié acida
consisteix en addicionar a /'eppendorf que conté les 1gG-Dyabeads 120 ul d’una solucié
de glicina 50 mM a pH3, es va vortejar, es va deixar reposar durant 2 min, es va posar
I'eppendorf en la gradeta d’eppendrof magnetitzada i es va treure l'eluit. Per cada elucio,
es va treure un aliquota de 12 pl i la resta es va congelar a -80°C.

A cada aliquota de l'eluit es va addicionar 4 pl de PLB 5X i 1 ul de B-
mercaptoetanol i es van carregar en un gel de poliacrilamida-SDS de gradient 9%-15%.
Per tal de visualitzar les proteines, es va tenyir el gel amb tincié de plata.

Per fer la tincid de plata es va deixar el gel tot la nit amb la solucié fixadora,
solucié del 50% de metanol. A I’endema, es va treure la solucié fixadora i es va afegir la
solucié de plata. La solucidé de plata s’havia preparat préviament afegint la solucié B (4ml
d'H,0 i 0,8 mg de nitrat de plata) a la solucié A (40 ml d’'H,0, 1,4ml d’amoniac al 25% i
190 pl de NaOH 10 mM), gota a gota, i en agitacid. Es va deixar tenyir durant 20 min en
agitacid. Es va rentar amb aigua desionitzada durant 5 min. A continuacio, es va revelar
amb 150 ml d’aigua als quals s’havia afegit 750 ul d'acid acétic i 75 ul de formaldehid. Es
va observant el revelat mentre s’agita. Quan el gel estava prou revelat es va aturar amb
la solucié 50% metanol i 12% acetic durant 15 min. Aleshores, es posar el gel amb aigua
i es va procedir a analitzar.

Per les elucions seleccionades es va carregar tota la mostra en un gel de
poliacrilamida-SDS de 1,5 mm de gruixut. Quan la mostra va passar uns 2mm de
I'interfase entre el gel apilador (5% d’acrilamida) i el gel separador (10% d’acrilamida) es
va parar l|'electroforesi. Llavors, el gel es va tenyir durant 2h i 30 min amb la solucio
Coomassie (0,1% Coomassie blue brillant, 40% etanol, 10% acid acetic). Es va deixar el
gel destenyint-se tota la nit a temperatura ambient i en agitacid6 en la solucié 40%
etanol, 10% acid acetic. A I'endema, es va hidratar el gel amb aigua milliQ i es va portar

al servei de Proteomica.
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Immunolocalitzacié a cél-lules de Drosophila SL2

Les immunolocalitzacions de les proteines es van realitzar en ceél-lules SL2 que
expressaven transitoriament o establement les proteines d’interés. Es van utilitzar dos
metodes diferents en funcié del grau de resolucié que es desitjava. Per una banda, es
van fer immunolocalitzacions en cél-lules adherides en cobreobjectes amb Concanavalina.
Aguesta técnica permet mantenir intacte l'estructura de la cél-lula i per tant, permet
determinar si la proteina d’interés es localitza al citoplasma o bé al nucli. En canvi, l'altre
meétode consisteix en impactar les cél-llules en el portaobjectes mitjancant
citocentrifugacié. Aquesta técnica és més agressiva, es trenca normalment la membrana

citoplasmatica perd, permet obtenir nuclis i cromosomes de més bona qualitat.

Immunolocalitzaci6 a ceél-lules SL2 adherides en cobreobjectes amb

Concanavalina

Inicialment, es van posar 20 ul de Concanavalina 0,5 mg/ml sobre cada
cobreobjectes de 12 mm de diametre i es van deixar assecar durant una hora a
temperatura ambient dins de la campana de flux laminar. Transcorregut aquest temps,
es van introduir els cobreobjectes dins dels pous d’una placa d’Elisa de 24 pouets. A
continuacio, es va afegir a cada pouet 0,5 ml de cél-lules a la concentracié de 1,2 x 10°
cel-lules/ml i es va deixar la placa 2 hores a 25°C.

Transcorregudes les dues hores i ja en el laboratori, per cada pou es va treure el
medi de cultiu i es va rentar amb 0,5 ml de PBS 1X (NaCl 1,3 M, Na,HPO, 70 mM,
NaH,PO, 30 mM pH 7,3) durant 10 minuts en agitacid. Per fixar les cél-lules es va
addicionar a cada pou 100 pul de paraformaldehid al 4 % durant 10 minuts sense agitacio.
Es va tornar a fer un rentat amb PBS 1X durant 15 minuts en agitacié per eliminar les
restes de paraformaldehid. Seguidament, es van fer 2 rentats amb PBS-Trit6-BSA (PBS
1X, 0.1% Trité X-100, 1mg/ml BSA) per permeabilitzar les cél-lules i permetre I'entrada
dels anticossos. A continuacid, es va addicionar en cada pou 150 ul de la dilucié
corresponent de l'anticos primari i es va incubar en agitacié dins d’'una camera humida
durant 1 hora a temperatura ambient i tota la nit a 4°C.

Al dia seglient, es van fer 3 rentats amb PBS-Trito-BSA de 10 minuts.
Posteriorment, es va addicionar a cada pou 150 ul de la dilucié corresponent de I'anticos
secundari i es va incubar en agitacié durant 1 hora a temperatura ambient. Es van fer 2
rentats amb PBS-Trit6 (PBS 1X, 0.1% Tritd X-100) durant 10 minuts en agitacio i
després, 2 rentats més amb PBS 1X. Finalment, a cada cobreobjectes es va addicionar
5ul del medi de muntatge Mowiol-DAPI (500 ul Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) i 50 pnl
DAPI (SIGMA) 2 ng/ml) i es va col-locar en un portaobjectes.
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L'observacié es va realitzar en el microscopi de fluorescéncia Eclipse E-800
(Nikon) amb la camera Olympus DP72 i el software CellF o bé amb el microscopi confocal
TCS/SPE i el software LAS/AF. Les imatges van ser analitzades amb el software ImageJ o
Adobe Photoshop.

Immunolocalitzacié a ceél-lules SL2 impactades sobre portaobjectes amb
citocentrifugacio

En primer lloc, es van recollir les cél-lules i es van barrejar 300 ul (linies estables)
o bé 400 pl (expressio transitoria) de cél-lules amb 1 ml de medi hipotonic MAC (glicerol
50 mM, KCI 5 mM, NaCl 10 mM, CaCl, 0,8 mM, sacarosa 10 mM). Es va deixar incubar
durant 5 minuts per tal de que les cel-lules incorporessin aigua i s’inflessin, perod sense
excedir el temps perque si no hi havia el rics que acabessin rebentant. Rapidament, es
van addicionar 200 ul de la mescla en cada tub de la citocentrifuga ThermoShandon
Cytospin 4. Per impactar les cél-lules en els portaobjectes es va centrifugar durant 10
minuts a 500 rpm amb acceleracié baixa. A continuacid, es van deixar assecar els
portaobjectes a temperatura ambient durant 30-60 minuts. Posteriorment, es van fixar
les cél-lules posant 50 ul de paraformaldehid al 3,7 % (diluit en PBS 1X) durant 10 min
sobre el cercle de cél-lules. Es van rentar amb PBS 1X durant 15 minuts. En aquest punt,
un cop els portaobjectes estan secs es poden guardar a 4°C embolicats en paper
d’alumini fins al moment en que s’hagin d’utilitzar.

Per fer les immunolocalitzacions, es van rentar els portaobjectes dues vegades
amb PBT-BSA (PBS 1X, BSA (Fraccio V) 0,1 % i Tween 20 0,2 %) per tal de
permeabilitzar les cel-lules i permetre I’'entrada dels anticossos. A continuacio, es va
addicionar sobre cada cercle de ceél-lules 15 pl de la dilucid corresponent de l'anticos
primari, es va posar un cobreobjectes i es va incubar dins d’'una cambra humida durant 1
hora a temperatura ambient i tota la nit a 4°C.

A I'endema, es van fer 2 rentats amb PBT-BSA de 10 minuts i es van incubar amb
I'anticos secundari corresponent durant 45 minuts a temperatura ambient dins de la
camera humida. Després de la incubacié amb I'anticos secundari, es van fer 2 rentats
amb PBT-BSA durant 10 minuts i 2 més amb PBS 1X. Finalment, es va assecar els portes
i es va afegir 15 ul del medi de muntatge Mowiol-DAPI i es va col-locar un cobreobjectes.
Les mostres van ser visualitzades i analitzades tal i com s’explica a I|‘apartat

anteriorment.

Immunolocalitzacio a neuroblastos

Es van disseccionar els cervells de larves en estadi 3 en PBS 1X i es van rentar en
medi sali NaCl 0,7% durant 5 minuts. Després, es va fer un xoc hipotonic amb citrat-

sodic 0.5% a temperatura ambient durant 5-10 minuts. A continuacid, es van fixar els
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cervells amb formaldehid al 3,7% durant 20 minuts. Posteriorment, es van transferir els
cervells a un cobreobjectes siliconitzat que conté 16 jl d’‘acid acetic al 60%, es va
col-locar a sobre un portaobjectes i es va fer un squash. Fer un squash consisteix en
picar sobre el cobreobjectes amb un punxd fins que les taques blanques que corresponen
als cervells desapareixien. Després es posa sobre un tros de paper i es pressiona fort
amb el dit polze durant 10 segons. Finalment, es va submergir el portaobjectes en N,
liquid fins que es deixa de sentir el brunzit del N, liquid i es treu el cobreobjectes,
guedant la preparacio en el portaobjectes. Tot seguit, es poden guardar els portaobjectes
en PBS-Trito (PBS 1x, Tritd X-100 0,1%) O/N a 4°C.

Per seguir amb la immunolocalitzacio, es va bloquejar les preparacions amb PBS-

Trito-llet (PBS 1X, Tritd X-100 0,1% i llet en pols 1%) durant 1 hora. Seguidament, es
van incubar amb 25 pl de la dissolucié de I'anticos primari en PBS-Trité-llet en una
cambra humida durant 1 hora a temperatura ambient i posteriorment a 4° C tota la nit.
A lI'endema, es van rentar les preparacions 2 vegades amb PBS-Trité-llet durant 10
minuts. A continuacid, es van incubar amb 25 pl de la dissolucié de l'anticos secundari
corresponent durant 45 minuts en una cambra humida i a temperatura ambient.
Posteriorment, es van fer 2 rentats de 10 minuts amb PBS-Trito-llet i 2 més amb PBS 1X.
Per Ultim, es van muntar les preparacions amb 30 pl del medi de muntatge Mowiol-DAPI i
es va col-locar un cobreobjectes.

L'observacié es va realitzar en el microscopi confocal TCS/SPE i el software

LAS/AF. Les imatges van ser analitzades amb el software ImageJ o Adobe Photoshop.

Immunolocalitzacié a cromosomes politénics

Per preparar cromosomes politénics es van extreure les glandules salivals de larves
de D. melanogaster en estadi 3 en medi Cohen-Gotchell (MgCl, 10 mM, sodium glycerol
3P 25 mM, CaCl, 3 mM, KH,PO4 10 mM, NP40 0.5%, KCl 30 mM, sacarosa 160 mM en
H,0) i es van incubar en aquest medi durant 8-10 minuts, mai més de 10 minuts. Es van
deixar les glandules lo més netes possibles, eliminant el teixit adipdés que les envolta.
Seguidament, es van transferir les glandules en un recipient on hi havia la solucié de
fixacio 1 (PBS 1X, 0,74 % formaldehid) durant 2 minuts. Després, es van incubar durant
3 minuts més amb la solucio de fixacio 2 (45% acid acetic, 0,74 % formaldehid). En un
cobreobjectes siliconitzat es van posar 20 pl de la solucié fixadora 2 i a dins la gota s'hi
van dipositar les glandules salivals. Es va posar un portaobjectes sobre el cobreobjectes
fins que va quedar en contacte amb la gota que contenia les glandules. Aleshores, es va
girar el portaobjectes unit al cobreobjectes deixant a la part superior el cobreobjectes. A
continuacio, es va ser un squash, procediment descrit en |'apartat anterior. Finalment, es

van submergir les preparacions dins d'una cubeta de portaobjectes amb PBS 1X.
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Per la immunolocalitzacié es van fer 3 rentats de 5 minuts amb PBS-Tween (PBS
1X, Tween 20 0,05 %) en agitacio dins de la cubeta de portaobjectes. Tot seguit, es van
incubar les preparacions amb 25 pl de la dissolucié de l'anticos primari en una cambra
humida durant 1 hora a temperatura ambient i posteriorment a 4°C tota la nit.

El dia seglient es van fer 3 rentats de 5 min en agitacié a la cubeta portaobjectes
amb PBS-Tween. Després de I'Ultim rentat, es van incubar les preparacions amb 25 ul de
la dissolucido de l'anticds secundari corresponent durant 1 h i 30 min dins la cambra
humida i a temperatura ambient. Posteriorment, es van fer 3 rentats de 5 minuts amb
PBS-Tween i un rentat final de 5 minuts amb PBS 1x. Per ultim, es van muntar les
preparacions amb 25 pl del medi de muntatge Mowiol-DAPI i es va col-locar un
cobreobjectes.

L'observacié es va realitzar en el microscopi confocal TCS/SPE i el software

LAS/AF. Les imatges van ser analitzades amb el software ImageJ o Adobe Photoshop.
Obtencio d’'un extracte proteic a partir de larves de Drosophila melanogaster

Es van disseccionar de 6 a 8 larves de tercer estadi en medi PBS 1X per cada
condicié. Es van transferir els cervells, els disc imaginals i les glandules salivals en un
eppendorf que contenia 30 pl de la solucid6 C ( PLB 1X, PMSF 1 mM, NP40 0.05%).
Llavors, amb la pipeta p200 i una punta groga sense tallar es va pipetejar la mostra per
tal de desintegrar els teixits i extreure les proteines. Finalment, es va centrifugar a
10.000 g durant 10 min a 4°C. Ens vam quedar amb el sobrenedant que va ser analitzat

per Western-Blot amb els anticossos corresponents.

Obtencio d'anticossos policlonals contra la proteina codificada pel gen CG8289

Per generar anticossos policlonals especifics contra la proteina codificada pel gen
CG8289 es va injectar la proteina recombinant CG8289-His en conills. Per obtenir la
proteina recombinat, primer es va expressar a E.coli i posteriorment es va purificar per

cromatografia d’afinitat mitjancant una columna de Ni**.

Expressio de proteines fusionades a una cua d’histidines

Per expressar la proteina CG8289 fusionada amb una cua de 6 histidines en
posicié carboxi-terminal es va clonar la regidé codificant per la proteina en el vector
pET29b (Novagen). Els vectors de tipus pET permeten |'expressié de les proteines de
fusid sota el control de senyals de transcripcio i traduccié de la RNA polimerasa del
bacteriofag T7. La soca d’E. Coli utilitzada per expressar les proteines, BL21, conté una
copia cromosomal del gen de la RNA polimerasa T7 sota el promotor /acUV5, induible

amb IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). Aixi doncs, en addicionar IPTG en el

69



Capitol 1

medi de cultiu, aquest desplaca el repressor lac, s’indueix l'expressi6 de RNA T7
polimerasa i conseqiientment també s’indueix la sobreexpressié de la proteina de fusié.

En concret, es va transformar el plasmidi pET-CG8289 a la soca BL21. A I’'endema
es van inocular 1 tubs de LB amb colonies independents i es van créixer a 37°C durant
tota la nit en agitacié. Es van inocular 500 ml de medi LB amb el minicultiu. Es van fer
créixer els bacteris en agitacié a 37°C fins que el cultiu va arribar a una densitat Optica
entre 0,6-0,8. En aquest punt, es va treure una aliquota de 400 ul per analitzar
posteriorment en el gel SDS-PAGE. A continuacid, es va induir I'expressié del plasmidi
amb IPTG 1mM durant 3 hores, en agitacié a 37°C. Un cop finalitzada la induccid, es va
treure una aliquota de 400 ul per carregar en el gel SDS-PAGE, com a control de la
induccid, i la resta es va centrifugar a 4000 rpm en el rotor JA-14 (Beckman) durant 10
minuts a 4°C. Es va descartar el sobrenedant i el sediment cel-lular es va resuspendre
amb 10 ml de tampd de lisi (NaCl 0,5 M, glicerol 20 %, HEPES-KOH 20 mM pH 7,9, EDTA
1 mM pH 8, NP40 0,1 %, B-Mercaptoetanol 15 mM i PMSF 1mM). Seguidament, es va
sonicar la mostra utilitzant un sonicador Digital Sonifier® (Branson), fent 4 cicles de 10
segons amb intervals de 15 segons de descans, i una amplitud del 40%. Després es va
centrifugar el lisat a 35000 rpm a 4°C, amb el rotor SW41 en una centrifuga Beckman
durant 1 hora per separa la fase soluble de la insoluble, sobrenedant i sediment,
respectivament. El sobrenedant es va transferir en un tub nou. Tant el sobrenedant com
el sediment es van congelar amb neu carbonica i es van guardar a -80°C.

Per analitzar si la proteina d’interés és soluble o insoluble es van carregar en un
gel SDS-PAGE 25 ul de la fraccié soluble, una mica del sediment agafat amb una punta
groga i ressuspes en 500 ul de tampd de carrega i 25 ul dels controls d’abans i després
d'induir. El gel SDS-PAGE es va tenyir amb soluci6 de Coomassie per veure si havia
funcionat la sobreexpressid i si la proteina era soluble o insoluble. En el nostre cas, la
proteina va resultar ser insoluble.

Per la tinci6 amb blau de Coomassie es va incubar el gel amb la solucié de tincié
(0,05% Coomassie blue brillant, 40% etanol, 10% acid acétic) durant uns 20 minuts.
Després, per eliminar I'excés de colorant, es va destenyir amb una solucié d’acid acétic
10%.

Purificaciéo de proteines fusionades a una cua d’histidines a partir de la fraccié

insoluble.

Es va deixar el sediment en resuspensié tota la nit amb 10 ml de tampo de clorur
de guanidina (clorur de guanidina 6M, Hepes pH 7.9 20mM, NaCl 100mM i B-
mercaptoetanol 10 mM) a temperatura ambient i en agitaci6. A lI'endema es va

centrifugar la suspensio durant 1 hora a 11000 rpm a temperatura ambient.
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La utilitzacié d’una cua d’histidines com a tag permet la purificacié de la proteina
mitjancant una 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. Aixi doncs, es van empaquetar 1 ml de la reina Ni-NTA Agarose (Qiagen) en
una columna Econocolumn (Bio-Rad). Es va equilibrar la reina amb 10 ml de tampo de
clorur de guanidina. Aquest pas i els posteriors es van realitzar amb I’'ajuda d’'una bomba
peristaltica LKB Pump P-1 (Pharmacia) a una velocitat entre 6 i 8 de la posicié 1. Es va
fer passar 3 vegades la mostra per la columna i es va recollir la primera fraccio
anomenada Flow Through (FT). Posteriorment, es van fer 2 rentats. El primer rentat amb
10 ml de tampd de clorur de guanidina (fraccido R1) i el segon amb 5 ml de tampd d’urea
(KCI 100 mM, HEPES-KOH pH 7.9 20mM, Urea 8 M i B-mercaptoetanol 10 mM) (fraccid
R2).

Finalment es va eluir la proteina per competici6 amb imidazol en un procés de tres
passos. Primer es va fer una preeluci6 amb 3 ml de tampdé d’Urea-20 mM Imidazol,
recollint fraccions d’'lml (PE1, PE2, PE3). Aquest primer pas serveix per eliminar
contaminants que s’uneixen a la reina amb menor afinitat que la cua d’histidines.
Després es va eluir amb 5 ml de tampd d’'Urea-100 mM Imidazol, recollint fraccions d’1
ml (E1-E5). Finalment, es va eluir amb 5 ml de tampd d’Urea-500 mM Imidazol, recollint
també fraccions d’'1 ml (E6-E10). A continuacio, es va comprovar el funcionament de la
cromatografia analitzant 10 pyl de cada una de les elucions en un gel SDS-PAGE i es va
tenyir el gel amb solucié de Coomassie.

Un cop comprovat que la purificacié havia sigut optima, es va carregar l'elucié
més enriquida amb la proteina de fusid en un gel de poliacrilamida-SDS del 10% de 20 X
20 i un gruix d’ 1,5 mm, utilitzant com a pinta per fer el pou una pinta de MiniProtean
posada al revés. Un cop acabada |'electroforesi el gel es va tenyir amb una solucio fresca
de Coomasiae al 0,05% en aigua durant uns 10 minuts en agitacié. Es va retallar la
banda de la proteina d’interés i es va trossejar en trossos el més petits possible. Es va
fer passar l'acrilamida trossejada per una xeringa de 2 ml, dipositant-la en un eppendorf
de 1,5ml. A continuacio, per tal que l'acrilamida quedés el més fina possible i aixi evitar
possibles obturacions de I'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 i es va centrifugar a
14000 rpm durant 2 minuts. Aquest procés es va repetir dues vegades més, disminuint
cada vegada el diametre del forat de la base de [/‘eppendorf. Finalment, es va
resuspendre la mostra amb un volum de PBS 1% i es va vortejar la suspensié fins que va
tenir una consisténcia viscosa que es podia agafar amb la pipeta.

Les immunitzacions van ser realitzades en conills de forma subcutania per la Dra. Eva

Prats del servei d’estabulari CID-CSIC (Barcelona).
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RESULTATS
Obtencié de la linia cel-lular que expressa establement CenH3“'°-TAP

Per tal d’identificar noves proteines centromériques de Drosophila melanogaster
vam generar linies estables de cél-lules embrionaries de Drosophila SL2 que expressessin
establement la proteina de fusié CenH3“'°-TAP sota el control del promotor de CenH3®,
A CenH3® es va fusionar el tag TAP (Tandem Affinity Purification) perqué aquest tag
esta dissenyat per permetre una rapida i eficient purificacié de les proteines unides a la
proteina de fusié (Figura R.1.A). Per altra banda, es va optar per |'expressié de la

construccié sota el control del promotor de CenH3¢P

per aconseguir que el seu nivell
d’expressié fos el més semblant possible al de la proteina enddgena i aixi evitar la seva
deslocalitzacié a regions no centromeériques.

Un cop obtingudes les linies cel-lulars, es van preparar extractes proteics a partir
d’aquestes i es va determinar mitjancant Western Blot l'expressido de la construccid
CenH3“°-TAP (Figura R.1.B). A continuacid, una aliquota de cada linia cel-lular va ser
impactada en un portaobjectes i es va fer la immunolocalitzacié amb I'anticos a-TAP per
comprovar que el patrd de localitzacié fos centromeéric (Figura R.1.C). De totes les linies
cel-lulars generades, es va seleccionar la niumero 2 ja que era la que mimetitzava millor

el patr6 de localitzacié de la proteina endogena.

A
_ CBP___| TEV [ProteinaA|Proteina Aﬂ

B CenH3“C-TAP

2 4 7 8
c '

Figura R.1. Caracteritzacio de les linies cel-lulars que expressen establement la proteina de fusié
CenH3¢P-TAP. A) Esquema del constructe CenH3“°-TAP. CenH3P® a C-terminal té fusionat el tag TAP. Aquest
tag esta format per dos dominis que faciliten la purificacid: un péptid amb afinitat per la Calmodulina (CBP), i
I'altre amb dues Proteines A en tandem que permeten la interaccié amb les IgG. Aquest dos dominis estan
separats per un lloc de digestié per la proteasa TEV. B) El nivell d’expressié de la construccié CenH3°-TAP va
ser analitzat per Western Blot utilitzant I'anticos a-TAP en extractes proteics preparats a partir de les diferents
linies cel-lulars (2, 4, 7 i 8) que expressen establement la construccié. C) El patré de localitzacié de CenH3¢°-
TAP en la linia cel-lular 2 va ser determinat mitjancant la immunotincié amb I'anticos a-TAP (vermell). El DNA
esta tenyit amb DAPI (gris). A la dreta de cada imatge de C es mostren imatges ampliades.

CenH3C-TAP
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Purificaciéo i identificacio de les proteines associades als nucleosomes de
CenH3“°-TAP

Abans de realitzar la purificacio, es van fer proves a petita escala per posar a punt
les condicions d’obtencié de |'extracte nucleosomal, material de partida de la purificacié.
En primer lloc, es van optimitzar les condicions de digestié de la cromatina amb la
nucleasa micrococcal ja que ens interessava obtenir un patré de digestiéo de mono, di, tri
i com a maxim tetranucleosomes. A continuacio, es van fer proves per millorar la
solubilitzacié d’aquests nucleosomes digerits, modificant la forga ionica i la concentracid
d’EDTA.

Un cop posades a punt totes les condicions, es va procedir a l'obtencié de
I’extracte nucleosomal. En termes generals, es va partir de 120 g de cél-lules de la linia
cel-lular 2. CenH3“°-TAP que van ser lisades per obtenir un extracte nuclear. Tot seguit,
aquest extracte va ser tractat amb nucleasa micrococcal durant 15 minuts a 37°C per
digerir la cromatina i obtenir un extracte de nucleosomes. Després d’aturar la digestid, es
va agafar una petita aliquota de l’'extracte i es va comprovar mitjancant electroforesis en
gel d'agarosa que la digestid havia funcionat correctament, ja que es va obtenir un

extracte de nucleosomes enriquit amb mono, di, tri i tetranucleosomes (Figura R.2).

Figura R.2. Comprovacio de la digestié de la cromatina de I'extracte nucleosomal. Analisi del patré de
digestio de la cromatina en |'extracte nucleosomal un cop finalitzada la reaccié, DT, mitjangant electroforesis en
gel d'agarosa.
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A continuacid, I'extracte va ser suplementat amb NaCl, essent la concentracié final
del NaCl en l'extracte de 300 mM, i posteriorment centrifugat. El sobrenedant obtingut
era la fraccio soluble de la cromatina (SN1) i representava aproximadament el 66% del
total de la cromatina. El material insoluble restant es va extreure augmentant la
concentraci6 d'EDTA de 2 mM fins a 200 mM d'EDTA, passant per una extraccid
intermedia de 20 mM d’EDTA (Figura R.3). En tots els cassos la solucié d’EDTA contenia
NaCl a 300 mM. Al final d’aquest procediment teniem quatre sobrenedant, SN1, el de 2
mM d’EDTA (SN2), el de 20 mM d’EDTA (SN20) i el de 200 mM d’EDTA (SN200).

Cél-lules 2. CenH3“P-TAP

Extracte nuclear

-Digestio amb nucleasa micrococcal

- Suplementar amb NaCl

SN1 Pellet
- Redissoldre amb una solucié I’EDTA 2 mM i
MaCl 300 mivi
SN2 Pellet
-Redissoldre amb una solucio d'EDTA 20 mM i
MNaCl 300 mM
SN20 Pellet
- Redissoldre amb una sclucié I"EDTA 200 mM i
NaCl 300 miv
SN200 Pellet final

Figura R.3. Esquema del procediment seguit per solubilitzar la cromatina un cop va ser digerida.
Basicament, un cop finalitzada la digestié es va addicionar NaCl fins assolir la concentracié final de 300 mM de
NaCl en I'extracte nucleosomal. Posteriorment, es va centrifugar I'extracte nucleosomal, es va treure el SN1 i el
pellet resultant va ser redissolt amb una solucié d’EDTA 2 mM suplementada amb NaCl 300 mM. Aquest pas va
ser repetit dues vegades més amb solucions de concentracié 20 i 200 mM d’EDTA suplementades amb NaCl,
respectivament.

Tot seguit, es va procedir a caracteritzar els diferents sobrenedants obtinguts per
seleccionar el més adequat per fer la purificacié. En primer lloc, es va analitzar la
composicié nucleosomal de cadascun d’ells mitjangant electroforesis en gel d’agarosa. En
la Figura R.4 s’observa que el procés de solubilitzacié de la cromatina va ser molt bo ja
que en els dos primers sobrenedants es va arribar a solubilitzar fins a tetranuclesomes i
a més, el contingut de DNA d’aquetes dues fraccions representava aproximadament el

90% de la cromatina total.
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mM EDTA
DT SN1 2 20 200 Pellet

(R

B6% 24% 12% 5% 9%

Figura R.4. Analisi del patré nucleosomal de la cromatina solubilitzada en cada sobrenedant. Per
cada sobrenedant obtingut es van agafar dues aliquotes. Una d’elles es va utilitzar per analitzar el patro de
nucleosomes solubilitzat en cada sobrenedant mitjancant una electroforesis en gel d’agarosa. Amb l‘altre
aliquota es va determinar la concentracié de DNA que hi havia en cada sobrenedant. Comparant la concentracié
de DNA per cada SN o la del pellet final amb la concentracié de DNA de la cromatina inicial es va determinar el
% de cromatina solubilitzada en cada sobrenedant i en el pellet final. Es considera la concentracié de DNA de la
cromatina inicial la determinada tot just després de digerir la cromatina (DT).

En darrer lloc, es va determinar el contingut de CenH3°-TAP i CENP-C en aquests
sobrenedants per Western Blot (Figura R.5). Tant CenH3“°-TAP com CENP-C es van
detectar en tots els sobrenedants, aixi com també una petita fraccié que roman insoluble

en el pellet.

A B
mM EDTA _mMEDTA

DT SN1 2 20 200 Pellet DT SN1 2 20 200 Pellet
cmerm ) Ghwem— —  covc ) -

Figura R.5. Determinacié del contingut de CenH3“™°>-TAP (A) i CENP-C (B) en cada sobrenedant i en
el pellet final. Es van fer dos gel de poliacrilamida-SDS on es va carregar la mateixa quantitat de cada
sobrenedant. Després, per cada gel es va fer un Western Blot utilitzant I'anticos o-TAP (A) o a-CENP-C (B) per
determinar la quantitat de CenH3C°-TAP i CENP-C, respectivament, en cada sobrenedant i en el pellet final.

Tenint en compte les nostres observacions, es va optar per fer quatre purificacions
independents. En una d’elles es va utilitzar, com a material inicial, la barreja dels
sobrenedants SN1 i SN2 (anomenat a partir d’ara com a SN1-2), ja que aquests eren de
naturalesa molt similar i representaven aproximadament el 90% de la cromatina total.
Un cop finalitzada aquesta primera purificacido es va utilitzar aquest mateix SN1-2 per
realitzar una segona purificacié. En les altres dues purificacions es van utilitzar el SN20 i
el SN200, respectivament.

En comptes de fer una purificacido per afinitat en tandem convencional, es va

seguir un altre metode de purificacid basant-nos en la interaccié de les proteines A del
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TAP amb les IgG. A grans trets, en cada purificacié es va incubar el sobrenedant amb
IgGs préeviament unides a unes boletes magnétiques, anomenades Dynabeads. En el
procés d’incubacié només els nucleosomes de CenH3“°-TAP i les proteines associades a
aquests van quedar retingudes a les IgG-Dynabeads. A continuacio, es van eluir els
nucleosomes de CenH3°-TAP i les seves proteines associades, trencant la interaccio
entre les proteines A del TAP i les IgG amb una solucié acida. Per cada purificacié es van
fer varies elucions, ja que en les primeres el pH no era suficientment acid i no s’eluien les
proteines.

Un cop finalitzades les purificacions, per cadascuna d’elles es va fer un gel de
poliacrilamida-SDS on es va carrega una petita aliquota (10%) de cada elucié.
Posteriorment, es va tenyir el gel amb tincié de plata per visualitzar les proteines i aixi,
poder seleccionar l'elucié6 més enriquida en proteines (Figura R.6). En concret, es van
seleccionar I'elucié 4 de la primera purificacié del SN1-2, les elucions 5 i 6 de la segona
purificacid d’aquest mateix sobrenedant, I'elucié 3 de la purificacié del SN20 i I'elucié 5
de la purificacié del SN200.

SN1-2 SN20 SN200
12 28
E4 E5 E6 E3 E5
2 LE =
| ]
170 — i 170 —- 170 — DS -
130 — 130 — 8 130 — Fa 170 —
=3 " 130 —
95 — 95 _ = == :
- % ‘E 05— TN
= 72— 72— - -
| |
55 — 55 —| 55 — 55 —
43 — 43 — 43 —| 43 —
34 _ 34 — 34 — 34 —
26 26 — 26 — 26 —
2 s 17 — - |
|1 S
10 —
10 — 10— —

Figura R.6. Purificacié de les proteines associades als nucleosomes de CenH3“°-TAP. Per cada
sobrenedant SN1-2, SN20 i SN200 es van purificar els nucleosomes de CenH3“°-TAP i les proteines associades
a aquests. En el cas concret del SN1-2 es van fer dues purificacions. Per cada purificacid, es va carregar una
aliquota de cada elucié en un gel de poliacrilamida-SDS de gradient 9-15%. Les proteines van ser visualitzades
mitjangant la tincié de plata. Per cadascuna de les purificacié es mostra la part del gel que correspon a l'elucié
seleccionada.
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Per les elucions seleccionades, la part restant de I'elucié es va carregar en un gel
de poliacrilamida-SDS stacking, on tota la mostra va quedar compactada en una sola
banda. Es va tallar la banda i es va analitzar per LC/MC a la Unitat de Protedmica de
d’Institut de Recerca de la Vall d'Hebron de Barcelona o bé a la Plataforma de Proteomica
de Parc Cientific de Barcelona.

En la taula R.1 es detallen totes les proteines identificades, aixi com els

parametres més caracteristics de la seva identificacio.

Proteina identificada Mostra Mascot Coverage N©° de peptids
identificada Score (%) identificats
Histona H4 SN1-2: elucié 4 594.5 48.5 11
SN1-2: elucié 5 436.2 54.4 7
Actina SN200: elucié 5 441.5 28.5 7
SN20: elucié 3 197.1 17.8 4
SN1-2: elucié 4 134.7 17.0 3
SN1-2: elucié 5 86.1 9.0 2
Histona H2B SN1-2: elucié 4 422.5 45.5 8
SN1-2: elucié 5 392.1 45.5 8
SN200: elucié 5 129.6 19.5 2
SN20: elucié 3 57.6 16.3 2
Porin, isoforma A SN1-2: elucié 5 371.2 31.2 6
SN1-2: elucié 4 273.4 24.5 6
SN1-2: elucié 6 27.9 21.3 5
CenH3CID SN1-2: elucié 4 303.1 38.2 6
SN1-2: elucié 5 199.9 15.7 4
SN20: elucié 3 83.3 4.7 1
SN1-2: elucid 6 33.3 13.3 3
Lamin SN20: elucié 3 236.8 13.5 4
SN200: elucidé 5 230.5 7.1 4
Shrub SN200: elucié 5 222.8 19.9 4
SN20: elucid 3 43.4 3.1 1
Histona H3 SN1-2: elucié 5 182.2 22.1 4
SN1-2: elucié 4 134.4 19.9 3
Histona H2A variant SN1-2: elucié 5 174.5 24.1 3
SN1-2: elucié 4 123.8 17.0 2
SN1-2: elucid 6 45.3 20.6 5
Histona H2A SN1-2: elucié 4 167.6 25.8 2
SN1-2: elucié 5 164.3 25.8 1
SN200: elucioé 5 69.2 14.3 1
SN20: elucié 3 50.5 14.3 1

Taula R.1. Llista de les proteines identificades en les nostres purificacions ordenades en funcio del
score de la seva identificacié. En la taula també s’especifiquen altres parametres de la seva identificacio.
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Proteina identificada Mostra Mascot Coverage N° de peptids
identificada Score (%) identificats
Mitochondrial ATP synthase SN1-2: elucié 5 127.3 29.2 3
Lethal (2) 03709, isoforma C SN1-2: elucidé 5 125.1 7.4 2
SN1-2: elucio 4 70.6 3.3 1
CG30122, isoforma B SN1-2: eluci6 4 120.4 3.0 2
Barrier-to-autointegration SN1-2: eluci6 4 97.0 16.7 1
factor SN1-2: elucié 5 84.0 16.7 1
SN1-2: elucié 6 12.8 27.8 2
Hrp48.1 SN1-2: elucié 5 91.8 4.2 1
SN1-2: eluci6 4 76.3 11.2 1
SN1-2: elucié 6 12.6 7.4 2
ADP/ATP translocasa SN1-2: elucio 4 90.4 5.7 2
Scully SN1-2: elucié 5 90.2 5.9 1
Lethal (2) 37 Cc SN1-2: elucié 5 89.9 9.1 1
SN1-2: eluci6 4 54.8 5.9 1
Bj6 protein SN1-2: elucié 5 82.5 2.7 2
SN1-2: eluci6 6 3.4 2.7 1
CG8289 SN1-2: elucié 5 74.0 7.1 1
SN1-2: elucio 4 49.8 5.1 1
Bellwether SN1-2: eluci6 4 69.9 2.2 1
SN1-2: eluci6 6 16.5 7.97 4
Ribosomal protein L22 SN1-2: elucié 4 69.4 3.8 1
SN1-2: elucié 6 2.3 4.0 1
ATP sintetasa subunitat beta SN1-2: eluci6 4 62.1 4.2 2
SN200: elucidé 5 43.6 2.6 1
Glorund, isoforma A SN1-2: elucidé 5 61.9 1.7 1
Heat shock protein 60 SN1-2: elucidé 5 61.8 6.1 2
SN1-2: elucid 6 15.9 10.1 4
Heat shock protein cognate 71 SN1-2: elucid 4 59.2 1.7 1
Phosphate transporter SN1-2: elucié 4 57.7 3.4 1
precursor
Oligomycine sensitivity SN200: elucié 5 56.4 8.1 1
conferring protein precursor
CG11999 SN20: elucié 3 56.1 5.6 1

Taula R.1. Continuacio
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Proteina identificada Mostra Mascot Coverage N°© de peptids
identificada Score (%) identificats
Signal sequence receptor beta SN1-2: eluci6 5 47.4 12.6 1
CG14235 SN200: elucié 5 41.2 8.3 1
CG5787 SN1-2: elucié 4 40.9 1.9 1
Calreticulin SN1-2: elucié 5 39.9 6.2 1
Target of rapamycin SN20: elucié 3 38.6 0.3 1
SN200: elucié 5 38.2 0.3 1
CG3884, isoform B SN200: elucié 5 38.5 5.9 1
CG4169 SN1-2: elucié 5 37.4 4.5 1
Lethal (3) 03670 SN20: elucié 3 36.7 7.6 1
Hrb98DE SN1-2: elucié 6 17.1 13.7 5
Heat shock protein 70 cognate 5 SN1-2: elucié 6 13.6 6.7 4
Su(var) 205 SN1-2: elucio 6 13.6 19.4 3
Chromosomal protein D1 SN1-2: eluci6 6 5.8 8.5 2
ATP-dependent RNA helicasa SN1-2: elucié 6 5.5 2.1 1
p62
ATP sintetasa subunitat gamma SN1-2: elucié 6 4.4 3.7 1
ATP sintetasa subunitat d SN1-2: elucié 6 3.5 7.3 1
Hoip SN1-2: elucié 6 2.6 9.5 1
Structural polyprotein SN1-2: eluci6é 6 2.4 0.9 1
Protein lingerer SN1-2: elucié 6 2.3 0.9 1
Ribosomal protein L28 SN1-2: eluci6 6 2.2 5.6 1
Elongation factor 1-alpha SN1-2: eluci6 6 2.0 2.3 1
Circadian clock-controlled SN1-2: elucié 6 2.0 3.1 1
protein

Taula R.1. Continuacio
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Com era d’esperar en totes les elucions, a excepcidé de la del SN200, es va
identificar CenH3®, Tanmateix, només en les elucions de les purificacions del SN1-2 es
va identificar la resta de histones que conformen |'octamer. A més, en aquestes mateixes
elucions també es va identificar la histona H3 i la variant de la histona H2Av.

Del total de proteines identificades, se’'n van seleccionar un total de vuit com a
possibles candidates basant-nos en els criteris de localitzacié, fenotips dels RNA;,
caracteristiques estructurals, bibliografia relacionada, funcié dels homolegs, score de les
proteines i la freqiéncia de la seva identificacio (Taula R.2). Curiosament, les vuit
proteines seleccionades van ser identificades en les purificacions del SN1-2, suggerint

gue per aquestes purificacions la identificacié havia sigut més bona.

Determinacio del patré de localitzacioé cel-lular de les proteines seleccionades

Per tal de determinar el patré de localitzacid cel-lular de les proteines
seleccionades, es van obtenir els plasmidis que permeten I'expressio, sota el control del
promotor de la metal-lotioneina, d’‘aquestes proteines fusionades a C-terminal als tags
FLAG-HA o bé al tag TAP. El promotor de la metal-lotioneina és induible amb coure, per
tant els nivells d’expressi6 de les proteines no son els endogens sind que estan
sobreexpressades.

Aixi doncs, es van transfectar cél-lules embrionaries de Drosophila SL2 amb
aquests plasmidis, i 24 hores més tard es va induir I’'expressié de les proteines de fusid
amb CuSOQ,4. Al cap de 48 hores de la transfeccidé, es van transferir les cél-lules en
cobreobjectes tractats amb concanavalina i es van fer immunolocalitzacions amb
anticossos que reconeixien especificament les etiquetes FLAG o TAP.

Es va observar que de les vuit proteines, dues presenten un patré exclusivament
citoplasmatic, quatre un patré mixt citoplasmatic i nuclear i les dues restants només
nuclear (Taula R.3 i Figura R.7). Després d'aquest primer experiment, es van descartar
les proteines Lethal (2)03709 i CG3612 degut a la seva localitzacié cel-lular
preferentment citoplasmatica.

Tot seguit, només per les proteines que presentaven un patré de localitzacio
nuclear es va analitzar la seva localitzacid en interfase i en cromosomes mitotics.
Basicament, es va seguir el mateix procediment descrit anteriorment: es van transfectar
cél-lules SL2 amb els plasmidis d’interés, a I'endema es va induir l'expressio de la
proteina amb CuSO, i al cap de 48 h de la transfeccio es va fer la immunolocalitzacié. No
obstant, es van modificar dos aspectes. En primer lloc, en comptes de transferir les
cel-lules en cobreobjectes tractats amb concanavalina, aquestes van ser impactades

sobre portaobjectes mitjangant citocentrifugacid. Aquesta técnica permet obtenir nuclis i
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Proteina Score Coverage N° de peptids Freqiiéncia Observacions
seleccionada (%) identificats d’identificacio
Lethal (2)03709 125.1 7.4 2 2 Es desconeix la seva funcid. RNAi contra aquesta proteina afecta la

citocinesis (Eggert et al., 2004). El seu homodleg huma, Prohibitin 2,
protegeix la cohesié de les cromatides germanes durant la mitosi
(Takata et al., 2007).

CG30122 120.4 3.0 2 1 Té un domini SAP, que és un domini putatiu d’unié al DNA. També
esta relacionada amb el processament dels mRNA (Herold et al.,
2009).

Barrier-to-autointegration 97.0 16.7 1 2 Permet la interaccié entre la membrana nuclear i la cromatina.

factor (BAF) Mutants nuls per baf a Drosophila mostren defectes mitotics

(Furukawa et al., 2003). RNAi contra BAF a C. elegans produeix
problemes en la segregaciéo cromosdomica durant la mitosi (Zheng et
al., 2000).

Hrp48 91.8 4.2 1 2 RNAi contra aquesta proteina afecta la citocinesis (Eggert et al.,
2004). RNAi contra aquesta conjuntament amb RNAi contra CdC27,
subunitat de I’APC/C, afecta I'alineament dels cromosomes en la placa
metafasica (Goshima et al.,, 2007). Intervé en la regulaciéo del
processament dels mRNA, via spliceosoma (Blanchette et al., 2009).

CG8289 74.0 7.1 1 2 Té un putatiu domini cromo que permetria la interacci6 amb la
cromatina. Es desconeix la seva funcié.

Bellwether 69.9 2.2 1 2 Malgrat que la seva funcié predita és ser una subunitat de I’ATP
sintetasa s’ha identificat en 2 purificacions independents.

Ribosomal protein L22 69.4 3.8 1 2 En Drosophila esta associada a la cromatina i té un rol similar al de la
(RpL22) histona H1 (Ni et al., 2006).
Glorund, isoform A 61.9 1.7 1 1 Forma un complex amb Hrp48 i també intervé en la regulacié del

processament dels mRNA (Kalifa et al., 2009).

Taula R.2. Llista de les proteines seleccionades. En la taula també s’especifica els parametres de la seva identificacid i algunes observacions referents a cadascuna
d’elles.
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Patro de localitzacio

Citoplasmatic Nuclear Citoplasmatic i nuclear
CG3612 BAF RpL22
Lethal (2)03709 CG30122 Glorund
Hrp48
CG8289

Taula R.3. Classificacio de les proteines seleccionades segons el seu patré de localitzacioé cel-lular

cromosomes mitotics de més bona qualitat. En segon lloc, a més de |la
immunolocalitzacié de les proteines de fusid, es va realitzar la co-immunodeteccidé de la
proteina centromérica CENP-C, per tal indicar la posicid dels centromers en la cromatina i
aixi poder estudiar la relacio de les proteines de fusido amb els centromers.

En les Figures R.8-R.10 es pot observar que les proteines de fusié Hrp48-TAP,
Glorund-TAP i CG30122-TAP presenten un patré puntejat per tot el nucli que no
colocalitza amb el senyal de CENP-C en interfase. A més, en els cromosomes mitotics
tampoc es detecta senyal per aquestes proteines de fusio.

Per altra banda, les proteines CG8289-FLAG-HA i RpL22-FLAG-HA en interfase
s’acumulen al voltat dels centromers. En canvi, en els cromosomes mitotics no es detecta
senyal especifica per aquestes proteines (Figures R.11 i R.12).

Finalment, la proteina de fusi6 BAF-FLAG-HA presenta en interfase una patro
puntejat que no colocalitza amb el senyal de CENP-C (Figura R.13). No obstant,
curiosament, en alguns cromosomes mitotics s’observa senyal de BAF-FLAG-HA molt
proper al de CENP-C.

Aixi doncs, aquestes darreres observacions van fer que l'estudi de les proteines
CG8289, RplL22 i BAF fos molt atractiu, ja que en interfase o bé en mitosi estan
relacionades amb els centromers. Tanmateix, en aquest treball vam seguir amb la
caracteritzacié de la proteina codificada pel gen CG8289. Donat que aquesta proteina no

té un nom especific la vam anomenar proteina CG8289.
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Citoplasmatic MNuclear
CG3612-FLAG-HA _ Lethal{2) 03708 -TAP BAF-FLAG-HA CG30122 -TAP

Citoplasmatic i Nuclear

Glorund-TAP Hrp48-TAP CG8289-FLAG-HA

RplL22-FLAG-HA

Figura R.7. Patré de localitzacio cel-lular de les proteines seleccionades. Expressid transitoria de les
proteines fusionades als tags FLAG-HA o TAP a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en
cél-lules en interfase adherides a cobreobjectes amb concanavalina mitjangant la immunotincié amb a-FLAG o
o-TAP (verd o vermell). El DNA esta tenyit amb DAPI (blau).
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Hrp48-TAP

Figura R.8. Patré de localitzacié de la proteina Hrp48-TAP. Expressio transitoria de la proteina Hrp48
fusionada al tag TAP a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en nuclis en interfase i en
cromosomes mitotics mitjangant la immunotincié amb o-TAP (verd) i a-CENP-C (vermell). El DNA esta tenyit

amb DAPI (gris).

Glorund-TAP

Figura R.9. Patro de localitzacié de la proteina Glorund-TAP. Expressio transitoria de la proteina Glorund
fusionada al tag TAP a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en nuclis en interfase i en
cromosomes mitotics mitjangant la immunotincié amb o-TAP (verd) i a-CENP-C (vermell). El DNA esta tenyit

amb DAPI (gris).
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CG30122-TAP

Figura R.10. Patr6 de localitzacié de la proteina CG30122-TAP. Expressié transitoria de la proteina
codificada pel gen CG30122 fusionada al tag TAP a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en
nuclis en interfase i en cromosomes mitotics mitjancant la immunotincié amb o-TAP (verd) i o-CENP-C
(vermell). EI DNA esta tenyit amb DAPI (gris).

CGB283-FLAG-HA

Figura R.11. Patré de localitzacié de la proteina CG8289-FLAG-HA. Expressio transitoria de la proteina
codificada pel gen CG8289 fusionada als tags FLAG-HA a C-terminal i posterior determinacié de la seva
localitzacié en nuclis en interfase i en cromosomes mitotics mitjancant la immunotincid amb o-HA (verd) i a-
CENP-C (vermell). EI DNA esta tenyit amb DAPI (gris).
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RplL22-FLAG-HA

Figura R.12. Patr6é de localitzacié de la proteina RpL22-FLAG-HA. Expressio transitoria de la proteina
RpL22 fusionada als tags FLAG-HA a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en nuclis en
interfase i en cromosomes mitotics mitjangant la immunotincié amb a-HA (verd) i a-CENP-C (vermell). El DNA

esta tenyit amb DAPI (gris).

BAF-FLAG-HA

Figura R.13. Patré de localitzaci6é de la proteina BAF-FLAG-HA. Expressi6 transitoria de la proteina BAF
fusionada als tags FLAG-HA a C-terminal i posterior determinacié de la seva localitzacié en nuclis en interfase i
en cromosomes mitotics mitjangant la immunotincié amb a-HA (verd) i a-CENP-C (vermell). El DNA esta tenyit
amb DAPI (gris). Les fletxes indiquen I'acumulacié de BAF-FLAG-HA propera als centromers.
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Localitzacié de la proteina codificada pel gen CG8289 a cél-lules SL2

El patré de localitzacid de la proteina codificada pel gen CG8289 descrit fins el
moment s’havia obtingut mitjancant transfeccions transitories en cel-lules SL2 i
sobreexpressant la proteina CG8289-FLAG-HA. Per tant, hi havia la possibilitat que el
patrdé de localitzacié fos degut a la sobreexpressié de la proteina de fusid.

Per analitzar aquesta possibilitat, es va determinar el patrdé de localitzacié de la
proteina CG8289 endogena a cél-lules SL2. En primer lloc, es van generar anticossos
policlonals especifics contra aquesta proteina en conills. A continuacid, es van impactar
ceél-lules SL2 en portaobjectes i posteriorment es va fer la co-immunodeteccié amb
I'anticos a-CG8289 i amb a-CENP-C o a-HP1a. Com es pot observar a la Figura R.14.A, en
els nuclis en interfase es reproduia el patrdé observat anteriorment per la proteina de
fusié, CG8289-FLAG-HA (veure Figura R.11); la proteina s’acumula en regions properes
als centromers. A més, aquestes acumulacions colocalitzen sovint amb el senyal per la
proteina HP1a. En mitosi, en cromosomes metafasics és dificil determinar si la proteina
es localitza en els centromers ja que l'anticos a-CG8289 ddona molt senyal de fons. En
canvi, en cromosomes anafasics clarament la proteina es troba dispersa per tota la
cromatina (Figura R.14.B).

Com s’ha mencionat anteriorment, la proteina CG8289 es caracteritza per
presentar un domini cromo, amb forga homologia amb el de les diferents isoformes de
HP1. Per tant, tenint en compte que I'anticos a-CG8289 s’havia generat contra tota la
proteina CG8289 fusionada a C-terminal a una cua d’histidines, hi havia la possibilitat
que aquest anticos estés reconeixent les isoformes de HP1.

Per determinar I'especificitat de I'anticds, es van tractar cél-lules SL2 amb dsRNA
de CG8289 durant 7 dies. Transcorregut aquest temps, es van recollir les cél-lules i se'n
va agafar una petita aliquota per impactar en portaobjectes i realitzar co-
immunolocalitzacions amb els anticossos a-CG8289 i a-CENP-C. Amb les cel-lules restants
es van preparar extractes proteics i es va comparar el contingut de la proteina CG8289
en aquest extracte respecte un extracte control mitjancant Western Blot. Es va utilitzar
com a mostra control I'extracte proteic obtingut a partir de cél-lules SL2 tractades amb
dsRNA de laczZ, gen absent en el genoma de Drosophila, durant 7 dies. Tant per Western
Blot com per immunofluorescéncia es va observar una disminucid significativa dels nivells
d’expressié de CG8289 en les ceél-lules tractades amb dsRNA contra aquesta proteina,
confirmant que el nostre anticos reconeix especificament la proteina CG8289 en cél-lules
SL2. (Figura R.15).

87



Capitol 1

Figura R.14. Patr6é de localitzacié de la proteina codificada pel gen CG8289 en interfase (A) i en
mitosi (B). (A) Es mostra el patrd de localitzacié de la proteina CG8289 endogena (verd) i CENP-C o HP1a
(vermell) en nuclis en interfase de cél-lules SL2. (B) En cromosomes metafasics (primera fila) és dificil
determinar si realment la proteina CG8289 (verd) colocalitza amb CENP-C (vermell), ja que I'anticos a-CG8289
dona molt soroll de fons. En canvi, en cromosomes anafasics (segon fila) es detecta senyal de CG8289 difosa
pels cromosomes. El DNA esta tenyit amb DAPI (gris).
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Figura R.15. L'anticos a-CG8289 reconeix especificament la proteina codificada pel gen CG8289 a
cél-lules SL2. (A) El patr6 de localitzacié de la proteina CG8289 va ser determinat mitjancant la immunotincio
amb els anticossos a-CG8289 (verd) i a-CENP-C (vermell) en cél-lules SL2 tractades amb dsRNA de lacZ
(control) o de CG8289 durant una setmana. El DNA esta tenyit amb DAPI (gris). (B) El contingut de la proteina
CG8289 va ser analitzat per Western Blot utilitzant els anticossos a-CG8289 i a-H3 en extractes proteics
preparats a partir de les cél-lules SL2 tractades amb dsRNA de /acZ (control) o de CG8289 durant una setmana.

La histona H3 es va utilitzar com a control de carrega. En tots dos casos es van analitzar quantitats creixents
dels extractes.

Localitzaci6 de la proteina codificada pel gen CG8289 a neuroblastos

A continuacid, es va determinar el patré de localitzacié d’aquesta proteina en
neuroblastos preparats a partir de cervells de larves wild-type en estadi 3 . En realitat,
després de fer /’squash als cervells, en la preparacioé hi ha una barreja de diferents tipus
de céel-lules del cervell, essent les cel-lules més grosses els neuroblastos. No obstant, tant
en els neuroblastos com en les cel-lules que deriven d’aquests es va observar un patré
molt curids, petites acumulacions de la proteina CG8289 que tenen associades un o dos
clusters de CENP-C (Figura R.16).

89



Capitol 1

CG8289

Figura R.16. Patr6é de localitzacié de la proteina codificada pel gen CG8289 a neuroblastos (A) Es
mostra el patré de localitzacié de CG8289 (verd) i CENP-C (vermell) en neuroblastos (fila de dalt) i en altres
cel-lules del sistema nervids central (fila de baix) de larves en estadi 3 de Drosophila. Per tots dos tipus de

cél-lules s’observa petites acumulacions de la proteina que tenen associades un o dos clisters de CENP-C. El
DNA esta tenyit amb DAPI (gris).

Per determinar l'especificitat de I'anticds en neuroblastos, es va utilitzar el sistema
Gal4/UAS. Aquest sistema permet expressar especificament en determinats teixits o bé
ubiquament per tota la larva, en funcié del driver utilitzat, el constructe desitjat.
Concretament, es van creuar femelles que expressen Gal4 sota el control del promotor
d’actina amb mascles que expressen hairpins de RNA contra el CG8289 sota el control de
les seqiencies UAS. Quan els dos constructes coincidien en el mateix organisme,
I'expressidé de Gal4 induia I'expressié dels hairpins de RNA els quals eren processats per
donar siRNAs i aquests darrers induien la degradacié especifica del RNA missatger de
CG8289.

Per analitzar si realment aquest sistema induia una disminucié dels nivells
d’expressi6 de CG8289, en primer lloc, es van disseccionar els cervells, els discos
imaginals i les glandules salivals de larves mutants per CG8289 en estadi 3. A partir
d’aquests teixits es va obtenir un extracte proteic. Paral-lelament, es va fer al mateix
partint de larves control del creuament. Tot seguit, mitjancant Western Blot es va
comprovar que hi havia una disminucié dels nivells totals de la proteina CG8289 en
I'extracte de larves mutants per CG8289 respecte |'extracte de les larves control (Figura
R.17).

Un cop comprovat que en les larves mutants es deplecionava CG8289, es van
preparar neuroblastos a partir d’'aquestes larves. En realitat, en el mateix portaobjectes
es van barrejar cervells de larves mutants amb els de les larves controls per poder

comparar en el mateix portaobjectes les dues condicions. Com a larves controls es van
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utilitzar larves que expressen ubiquament la histona H2Av fusionada a C-terminal al GFP.
A continuacid, es van realitzar immunolocalitzacions amb I'anticos a-CG8289. En la
Figura R.18 s’observa que en els neuroblastos derivats de les larves control es detectava
el mateix patrd descrit anteriorment; petites acumulacions de la proteina. En canvi, pels
neuroblastos derivats de la condicio mutant no es detecta cap senyal. Aixi doncs, el patrd
observat per la proteina codificada pel gen CG8289 a neuroblastos wild-type és especific i

no es deu al reconeixement d’altres proteines amb domini cromo.
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Figura R.17. L'expressio del hairpin de RNA contra CG8289 indueix la deplecié de CG8289 a nivell de
tota la larva. El contingut de CG8289 va ser analitzat per Western Blot utilitzant els anticossos a-CG8289 i a-
H3 en extractes proteics preparats a partir de glandules salivals, dics imaginals i cervells de larves mutants
CG8289 RV Act5C-GAL4 i larves control. En el cas concret de les larves mutants es van analitzar quantitats
creixents de |'extracte. La histona H3 es va utilitzar com a control de carrega.
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Figura R.18. El senyal de CG8289 a neuroblastos amb l'anticos a-CG8289 és especific. El patro de
localitzacié de la proteina CG8289 va ser determinat mitjangant la immunotincié amb «-CG8289 (vermell) i a-
GFP (verd) en neuroblastos preparats a partir de larves mutants CG8289"", Act5C-GAL4 i larves control que
expressen ubiquament la histona H2Av-GFP. El DNA esta tenyit amb DAPI (gris). En verd es mostra el senyal
de la proteina de fusié H2Av-GFP, indicant els neuroblastos control.

Localitzaci6é de la proteina CG8289 a cromosomes politénics

D’altra banda, per descriure en quines regions de la cromatina s’uneix la proteina
CG8289 es van realitzar assajos d’immunolocalitzacions a cromosomes politénics de
Drosophila. Aquests tipus de cromosomes es van obtenir a partir de les glandules salivals
de larves wild-type en estadi 3. En concret, durant el desenvolupament de les larves, les
cél-lules de les glandules salivals no es divideixen, estan permanentment en interfase i
els seus cromosomes encadenen rondes repetitives de replicacio sense separar-se,

originant cromosomes politénics. Estructuralment, aquest cromosomes es caracteritzen
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per tenir els cromosomes homolegs aparellats, presentar un patré de bandes i
interbandes caracteristic, i per |'associacié de les regions heterocromatiques properes al
centromer de cada cromosoma, formant un cromocentre. Tal i com es pot observar en la
Figura R.19, en aquest tipus de cromosomes la proteina CG8289 es localitza basicament
a les regions heterocromatiques, cromocentre i les bandes dels bracos del cromosomes.
Les bandes corresponen a les regions de cromatina inactiva que degut al plegament que

adopten sén tenyides intensament pel DAPI.

Figura R.19. Patré de localitzaci6o de la proteina CG8289 a cromosomes politénics. El patrd de
localitzacié de la proteina CG8289 va ser determinat mitjangant la immunotincié amb «-CG8289 (vermell) en
cromosomes politénics preparats a partir de larves wild-type. La fletxa indica la posicié del cromocentre que
esta tenyit intensament per CG8289. A més augments, es mostra el patré d’immunolocalitzacié de CG8289 que
es localitza a les bandes dels bragos dels cromosomes. El DNA és tenyit amb DAPI (gris).

Per determinar si el patré observat per la proteina CG8289 en els cromosomes
politénics és especific, es va seguir una estratégia similar a la realitzada pels
neuroblastos. Es van barrejar en el mateix portaobjectes glandules salivals de larves
mutants per CG8289 i de larves control que expressaven ubiquament la proteina H2Av-
GFP. Un cop obtinguts els cromosomes politénics, es van realitzar immunolocalitzacions
amb o-CG8289. Mentre que pels cromosomes de les larves mutants no es detectava
senyal per la proteina, en els cromosomes de les larves control es reproduia el patrd
observat préviament (Figura R.20). Es a dir, s'observava senyal de la proteina en el
cromocentre i en les bandes dels bragos dels cromosomes. A més, també es va detectar
senyal de CG8289 en els telomers. Per tant, els nostres resultats suggereixen que la
proteina CG8289, es localitza basicament a I'heterocromatina constitutiva, telomers i

centromers, i I’heterocromatina intercalada en els bracos dels cromosomes.
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Figura R.20. La proteina CG8289 és localitza a I'heterocromatina constitutiva, centromers i
telomers. El patro de localitzacié de CG8289 va ser determinat mitjancant la immunotincié amb «-CG8289
(vermell) i a-GFP (verd) en cromosomes politénics preparats a partir de larves mutants CG8289 "™, Act5C-
GAL4 (A) i larves control (B), que expressen ubiquament la histona H2Av-GFP (verd). El DNA esta tenyit amb
DAPI (gris). En verd es mostra la senyal de la proteina de fusidé H2Av-GFP, indicant els cromosomes politénics
control. La fletxa senyala la localitzacié de CG8289 en els telomers.
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DISCUSSIO

En aquest treball vam realitzar quatre purificacions de les proteines associades als
nucleosomes de CenH3®°-TAP, partint en cadascuna d’elles de diferents extractes
nucleosomals SN1-2, S20 i S200. En total, en les nostres purificacions es van identificar

3CID

50 proteines, entre elles la proteina bait, CenH . No obstant, per la purificacid del

3P j per la del S20 si que es va identificar el bait, perd no

S200 no es va identificar CenH
la totalitat de histones que integren el nucleosoma, suggerint que per aquests
sobrenedant la purificacid i identificaci6 no havia sigut tant bona. De fet, aix0 era
d’esperar si es té en compte que el contingut de cromatina en aquests extractes era molt
baix, el 12% de la cromatina inicial pel SN20 i només el 9% en el SN200. En canvi, en
les purificacions de l'extracte SN1-2, que el seu contingut en cromatina representava
aproximadament el 90% de la cromatina inicial, si que es va identificar la totalitat
d’histones que integren el nucleosoma de CenH3‘®, posant de manifest la qualitat
d’aquestes purificacions.

En les purificacions d’aquest extracte SN1-2 també es va identificar la histona H3
candnica. Tenint en compte que a Drosophila els nucleosomes de CenH3“® sdn
homotipics, no contenen mescla de histona H3 i CenH3“® (Blower et al., 2002; Zhang et
al., 2012), i que en els nostres extractes nucleosomals hi ha una mescla de mono, di, tri i
tetranucleosomes, hi ha varies possibilitats per explicar |'origen de la histona H3
identificada. Una primera possibilitat és que aquesta provingui dels blocs de nucleosomes
de H3 interposats amb els que contenen CenH3“!® en el domini central del centromer de
Drosophila (Blower et al., 2002). Una segona possibilitat és que per proximitat s’hagin
purificat nucleosomes que contenen la histona H3 de I’'heterocromatina pericentromeérica.

En les nostres purificacions no es van detectar algunes de les proteines
centromeériques de Drosophila descrites préviament. Es molt probable que aixd sigui
degut a que les condicions aplicades durant la purificacid hagin trencat la interaccié deébil
d’aquestes amb la cromatina. També pot ser degut a que sovint la interaccié d’aquestes
amb la cromatina esta regulada al llarg del cicle cel-lular, com per exemple pels
components del cinetocor extern que només es localitzen en els centromers durant la
mitosi. Per tant, tenint en compte que el nostre extracte cel-lular de partida s’havia
preparat a partir d’'un cultiu asincronic de cél-lules SL2 i que en aquestes condicions
només el 2-5 % del cultiu esta en mitosi, és normal la no identificaci6 de components del
cinetocor extern.

En aquestes purificacions tampoc vam identificar cap proteina ortologa a les del
CCAN descrites en altres eucariotes. De fet, en un treball recent de Barth et al., 2014, on
utilitzen una estrategia similar a la nostra, tampoc n’identifiquen cap, suggerint que a
Drosophila 'estructura del cinetocor és més simple i que les proteines del CCAN no estan

conservades en aquest organisme model.
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Del total de 50 proteines identificades, se’n van seleccionar vuit com a possibles
candidates a l'estudi, basant-nos en la bibliografia publicada i en la robustesa de la seva
identificacio. De fet, totes les proteines seleccionades van ser identificades també en el
treball de Barth et al., 2014. No obstant, en aquest treball no van continuar estudiant-les
perque, tot i que algunes estaven enriquides en les purificacions de la cromatina
centromérica, es van detectar també en les purificacions control. Tanmateix, el nostre
analisi del patré de localitzacié cel-lular per aquestes vuit proteines seleccionades va
confirmar que com a minim tres d’elles estan relacionades directament amb la cromatina
centromeérica ja sigui en interfase o bé en mitosi. En concret, vam observar que les
proteines de fusid CG8289-FLAG-HA i RpL22-FLAG-HA en interfase formen acumulacions
properes als clusters de CENP-C. En canvi, en cromosomes mitotics no es va detectar
senyal especifica per aquestes proteines. Per altra banda, per la proteina de fusié BAF-
FLAG-HA, mentre que en interfase s’observava un patré puntejar difls per tot el nucli, en
cromosomes metafasics es va detectar l'acumulaci6 de la proteina propera als
centromers. Aixi doncs, encara que aquestes observacions suggerien que |'estudi
d’aquestes tres proteines era molt atractiu, es va decidir continuar I’'estudi només amb
dues d'elles, la proteina BAF (veure capitol 2) i la codificada pel gen CG8289.

A continuacio, es va determinar el patro de localitzacié de la proteina CG8289 en
cél-lules SL2, mitjancant experiments d’immunolocalitzacié utilitzant I'anticos generat
gue reconeix especificament aquesta proteina. Basicament, es reproduia el patrd descrit
per la proteina de fusio CG8289-FLAG-HA en interfase, la proteina s’acumula en regions
molt properes als clisters de CENP-C. Aquestes acumulacions sovint colocalitzen amb el
senyal d'HP1a, indicant que la proteina CG8289 és localitza, entre altres regions, a
I'hneterocromatina centromérica. En canvi, en mitosi, concretament en cromosomes
metafasics, no vam poder detectar una associacié directa d’aquesta proteina amb els
centromers. Per tant, la proteina CG8289 com altres components de la heterocromatina
pericentromeérica en iniciar-se la mitosi seria eliminada d’aquesta regi6 i reclutada en
altres regions o bé dispersa en el nucleoplasma (Carmena et al., 2012). En cromosomes
anafasics tampoc es va observar una relacié entre la proteina i els centromers, ja que
aquesta es localitza dispersa per tota la cromatina.

Per altra banda, en neuroblastos en interfase obtinguts a partir de cervells de
larves en estadi tres de Drosophila es va observar un patrd bastant similar a I'observat a
cel-lules SL2; acumulacions de la proteina que tenen associats un o dos cllusters de
CENP-C. En conjunt, les nostres observacions suggereixen un possible paper de la
proteina CG8289 en la formacid/estabilitzacid dels clisters dels centromers i/o en
I'associacié d’aquests amb determinades estructures del nucli com ara la membrana
nuclear o bé el nucleol. Donat que la funcidé concreta per la proteina CG8289 es

desconeix, seria molt interessant analitzar aquesta possibilitat.
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En darrer lloc, per caracteritzar amb més detall la interacci6 de la proteina
CG8289 amb la cromatina es van fer estudis dimmunolocalitzaci6 a cromosomes
politénics. En concret, vam observar que, tot i que la proteina CG8289 es localitza també
en les bandes del bragos dels cromosomes, aquesta esta enriquida en el cromocentre i en
els telomers. Aquesta observacid esta d’acord amb els treballs d’Antdo et al., 2012 i de
Van Bemmel et al., 2013 on mostren que la proteina CG8289 es localitza a les
seqliencies repetitives TAS (Telomere-associated sequence) dels telomers i a les regions
pericentromeériques, respectivament.

Associada també a aquestes regions pericentromeriques hi ha la proteina HP1a,
aixi com també les proteines que s’uneixen a aquesta, HP3 i HP6. De fet, es creu que
HP1 actua com a plataforma per reclutar els altres components que integren el complex
multiproteic necessari per establir I'heterocromatina. Tanmateix, la localitzacié de
CG8289 en aquestes regions no depen d’HP1, ja que la deplecié d’'HP1 no afecta la seva
localitzacié (van Bemmel et al., 2013). Aquesta darrera observacié suggereix que la
proteina CG8289 no formaria part d’aquest complex multiproteic depenent d'HP1 i per
tant, possiblement tinguin funcions diferents. En un futur, seria molt interessant
determinar quines son les funcions especifiques de la proteina CG8289 en la regid
pericentromeérica i si estan relacionades amb la funcid centromeérica; aixi com també,

analitzar la seva relacié amb altres proteines de I'heterocromatina pericentromérica.
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ABSTRACT

dBAF is a conserved protein that links chromatin to the nuclear envelope (NE) and
plays an essential role in NE re-assembly during mitosis. Here, we report that dBAF
localizes at centromeres and mediates CENP-C assembly. dBAF binds across
heterochromatin in interphase but, in metaphase chromosomes, its localization is
restricted to centromeres. Overexpression of a dominant-negative dBAF-YFP form
reduces centromeric CENP-C, but not CenH3/CENP-A, levels. dBAF depletion also reduces
centromeric CENP-C levels. Co-immunoprecipitation experiments support a direct dBAF-
CENP-C interaction. Overexpression of NHK1, which phosphorylates dBAF at mitosis,
impairs dBAF-CENP-C interaction and NHK1 depletion favors it. Furthermore, a
phosphomutant dBAF?** form localizes at centromeres while a phosphomimetic dBAF°¢
form does not. These results suggest that unphosphorylated dBAF interacts with CENP-C
and localizes at centromeres. We also show that, consistent with a role of RNAs in
centromeric CENP-C targeting, treatment with RNase A affects centromeric CENP-C
localization and, interestingly, impairs dBAF-CENP-C interaction. In summary, our results
unveil a novel dBAF function in CENP-C assembly and, thus, centromere/kinetochore

function.
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INTRODUCTION

The centromere is a specialized chromosomal structure that, at mitosis, assembles
the kinetochore, a large macromolecular ensemble that mediates spindle attachment and
regulates chromosome segregation. The molecular bases of centromere function and
kinetochore assembly are just beginning to be understood (reviewed in Allshire &
Karpen, 2008; Bernad et al., 2009; Maddox et al., 2012; Malik & Henikoff, 2009;
Perpelescu & Fukagawa, 2011; Przewloka & Glover, 2009; Torras-Llort et al., 2009;
Verdaasdonk & Bloom, 2011; Westermann & Scheleiffer, 2013). All functional
centromeres analyzed to date contain a specific histone H3 variant CenH3/CENP-A, which
determines centromere identity and provides the foundation for kinetochore assembly. In
addition to CenH3/CENP-A, a group of up to sixteen proteins (Constitutive Centromere
Associated Network or CCAN) has been shown to associate with centromeres throughout
the cell cycle and participate in kinetochore assembly. Amongst these, CENP-C appears
to play a key role. CENP-C is an essential protein that is widely conserved through
evolution from yeasts and plants to Drosophila, nematodes, and vertebrates. CENP-C
depletion has drastic effects on chromosome alignment and kinetochore assembly
(Fukagawa & Brown, 1997; Fukagawa et al., 1999; Kalitsis et al., 1998; Kwon et al.,
2007). Recent evidence supports a role of CENP-C in connecting centromeric chromatin
and the outer kinetochore components that ultimately bind spindle microtubules.
Although experiments in human HelLa and chicken DT40 cells indicate that CENP-C
mainly associates with centromeric H3 nucleosomes (Ando et al., 2002; Hori et al,,
2008), its centromeric localization depends on CenH3/CENP-A (Erhardt et al., 2008;
Goshima et al., 2003; Goshima et al., 2007; Heeger et al., 2005; Hori et al., 2008;
Howman et al., 2000; Oegema et al., 2001; Régnier et al., 2005) and it has been shown
to bind CenH3/CENP-A nucleosomes in vitro (Carroll et al., 2010; Guse et al., 2011). On
the other hand, CENP-C directly interacts with the Mis12 complex, a member of the
kinetochore KMN network (Przewloka et al., 2011; Screpanti et al., 2011), and ectopic
CENP-C localization induces accumulation of major kinetochore components and
assembly of a functional kinetochore (Gascoigne et al., 2011; Hori et al., 2013).
Interestingly, CENP-C is required for centromeric CenH3/CENP-A assembly in Drosophila
(Erhardt et al., 2008; Goshima et al., 2007) and, though to a lesser extent, in human
cells (Carroll et al., 2010).

A second group of factors associate with centromeres only transiently and
regulate structural and functional transitions during cell cycle progression. In this regard,
several factors have been shown to regulate centromeric CenH3/CENP-A assembly.

These include specific CenH3/CENP-A chaperones, such us HIURP in vertebrates
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(Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 2009; Shuaib et al., 2010), CAL1 in Drosophila (Chen
et al., 2014; Erhardt et al., 2008; Mellone et al., 2011; Schittenhelm et al., 2010) and
Scm3 in yeasts (Camahort et al., 2007; Mizuguchi et al., 2007; Pidoux et al., 2009;
Shivaraju et al., 2011; Stoler et al., 2007; Williams et al., 2009), as well as licensing
factors that, like MIS18 in vertebrates, C. elegans and yeast (Fujita et al., 2007; Hayashi
et al., 2004; Maddox et al., 2007), act on chromatin prior to CenH3/CENP-A deposition.
In contrast, factors and mechanisms that regulate centromeric assembly of CCAN
components are largely undetermined.

Centromere composition in Drosophila is not fully understood since, apart from
CenH3/CENP-A (called CID in Drosophila) and CENP-C, most other -constitutive
centromeric proteins identified in others organisms do not appear to be conserved in the
fly (Perpelescu & Fukagawa, 2011). To identify novel Drosophila centromere associated
proteins, we performed affinity purification experiments using TAP-tagged CID
nucleosomes as bait. These experiments result in the identification of Barrier-to-
Autointegration Factor (dBAF). BAF is a small 10kDa conserved chromatin-associated
protein that links chromatin to the nuclear envelope (NE) by binding the LEM-proteins
LAP2a/B, Emerin, MAN1 and LEM-2 (reviewed in Margalit et al., 2007; Segura-Totten &
Wilson, 2004). BAF has been shown to play a key role in NE re-assembly after mitosis
(Gorjanacz et al., 2007; Haraguchi et al., 2008; Haraguchi et al., 2001; Margalit et al.,
2005; Molitor & Traktman, 2014). Here, we show that dBAF localizes at centromeres,
interacts with CENP-C and mediates centromeric CENP-C assembly. At mitosis,
phosphorylation by the Vaccina-related kinase-1 (VRK1) impairs binding of BAF to both
the LEM-proteins and chromatin (Asencio et al., 2012; Gorjanacz et al., 2007; Lancaster
et al.,, 2007; Margalit et al., 2007; Nichols et al., 2006). Our results suggest that
centromeric dBAF is not phosphorylated and phosphorylation by the Drosophila VRK1
homologue (NHK1) disrupts the interaction with CENP-C. Consistent with previous results
in maize and human cells (Du et al., 2010; Wong et al., 2007), we show that centromeric
localization of Drosophila CENP-C depends on RNA and, most interestingly, dBAF-CENP-C
interaction is sensitive to RNase A treatment. Altogether, these results identify dBAF as a

novel centromere-associated protein that regulates centromeric CENP-C assembly.
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RESULTS
dBAF localizes at centromeres

dBAF was identified amongst proteins co-purifying with CenH3“°-TAP containing
chromatin (see Materials and Methods for details). Immunostaining experiments in S2
cells confirmed the association of dBAF with chromatin (Figure 1). In interphase, dBAF
preferentially associate with centric heterochromatin, as it strongly co-localizes with the
heterochromatic HPla variant (Figure 1A, left) and is largely excluded from regions
enriched in the euchromatic HP1c isoform (Figure 1A, center). At mitosis, though in a
high background, we detected strong o-dBAF signals at centromeres of metaphase
chromosomes overlapping with a-CENP-C signals (Figure 1B). The centromeric a-dBAF
increases when S2 cells are treated with colcemid. The heterochromatic o-dBAF
immunostaining observed in interphase cells as well as the centromeric a-dBAF signals
observed in metaphase chromosomes are significantly decreased upon RNAi-mediated
depletion of dBAF (p-value< 0.0001) (Figure E1B).

Next, to further analyze centromeric localization of dBAF, we performed transient
expression experiments of YFP-tagged constructs in S2 cells. In these experiments, we
analyzed both a C-terminal dBAF-YFP and an N-terminal YFP-dBAF fusion. Both proteins,
which are expressed to similar levels (Figure E2A), are distributed throughout the
nucleus in interphase cells, suggesting a broad association with chromatin (Figures 3A,
3B and 3C). In metaphase chromosomes, both constructs are detected at centromeric
regions but, in contrast to endogenous dBAF, their distribution extends to centric
heterochromatin (Figure 2A). YFP-dBAF is also detected at other chromosomal regions,

particularly at telomeres.
dBAF is required for centromeric CENP-C assembly

Centromeric localization of dBAF suggests a contribution to centromere
organization and function. In this regard, we observed that dBAF-YFP overexpression
significantly decreases CENP-C levels at centromeres (p-value< 0.0001) (Figures 3A and
3D) to the extent that, though in a low percentage of cells (3.7%), no a-CENP-C signal
could be detected. In contrast, overexpression of YFP-dBAF does not affect centromeric
CENP-C levels (Figures 3A and 3D). Genetic analyses indicate that, while YFP-dBAF is
functional, the C-terminal dBAF-YFP fusion is a non-functional protein that acts as a
strong dominant-negative mutation. In these experiments, baff*" knockdown flies, which

carry a UASga 4-construct expressing a synthetic hairpin from the baf coding region, were
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Figure 1. dBAF localizes at centromeres. (A) The patterns of immunolocalization with a-dBAF antibodies (green), and a-HP1a (left), a-HP1c (center) and a-CENP-
C (right) antibodies (red) are presented in interphase S2 cells. DNA was stained with DAPI. (B) The patterns of immunolocalization with a-dBAF (green) and a-CENP-
C (red) antibodies are presented in metaphase chromosomes from S2 cells treated with colcemid. Enlarged images are presented on the right. Arrows indicate strong
a-dBAF signals that overlap with a-CENP-C signals at centromeres. DNA was stained with DAPI.
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crossed to nub-GAL4 flies to specifically induced dBAF depletion in the pouch region of
wing imaginal discs. Under these conditions, dBAF depletion results in strong phenotypes
in adult flies that show very small undeveloped wings (Figure 2B). This phenotype is
partially rescued by expression of RNAi-resistant untagged dBAF* (Figure 2C, top) and
the N-terminal YFP-dBAF* tagged form (Figure 2C, bottom). However, expression of a
similar RNAi-resistant dBAF-YFP* construct shows not significant rescue (Figure 2C,
center), reflecting its non-functional character. Moreover, overexpression of dBAF-YFP in
control wild-type flies mimics the loss-of-function phenotype observed upon dBAF
depletion (Figure 2D, center), indicating that it strongly impairs the function of
endogenous dBAF. Notice that overexpression of untagged dBAF (Figure 2D, top) and the
YFP-dBAF construct (Figure 2D, bottom) causes no detectable wing defects.

Decreased CENP-C levels detected at centromeres upon overexpression of the
dominant-negative dBAF-YFP construct is not due to a defect in centromeric CID
deposition since overexpressing cells show similar CID levels at centromeres as control
non-overexpressing cells or cells overexpressing the functional YFP-dBAF construct
(Figures 3B and 3E). Actually, a-CID signals are detected in dBAF-YFP expressing cells
that show no-detectable o-CENP-C reactivity (Figure 3C). Overexpression of dBAF-YFP
does not significantly affect centromere clustering, as the actual number of a-CID spots
observed per nuclei is similar as in control cells (Figure 3E, right). Concomitant to
decreased centromeric CENP-C, overexpression of dBAF-YFP induces a strong G2/M
arrest (Figure E3A, center). On the other hand, overexpression of the functional YFP-
dBAF construct, which does not affect centromeric CENP-C and CID levels (Figure 3),
shows no significant cell cycle defects (Figure E3A, right).

Like overexpression of the dominant-negative dBAF-YFP construct, RNAi-mediated
depletion of dBAF also induces a significant reduction of the levels of CENP-C detected at
centromeres (p-value< 0.0001) (Figures 4A and 4B), indicating that this defect is due to
the loss-of-function of dBAF. However, in contrast to dBAF-YFP overexpression, dBAF
depletion also reduces CID at centromeres (p-value< 0.0001), though to a lower extent
than CENP-C (Figures 5A and 5B), and causes rather weak cell cycle defects with a

modest increase of the percentage of cells with high DNA content (Figure E3B).
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Figure 2. dBAF-YFP is a dominant-negative mutant. (A) The patterns of localization of dBAF-YFP (top) and
YFP-dBAF (bottom) are determined by direct fluorescence (green) in metaphase chromosomes from S2 cells.
The patterns of immunolocalization with «-CID (top) and o-CENP-C (bottom) antibodies (red) are also
presented. Enlarged images are presented on the right. Black arrows indicate YFP signals detected at
centromeric regions. Red arrows indicated YFP signals detected at telomeric regions. DNA was stained with
DAPI. (B) Wings from control wt (left) and baf?"; nub-GAL4 (right) flies are presented. (C) Wings from baf™,
nub-GAL4 flies overexpressing an RNAi-resistant untagged dBAF* construct (top), and similar RNAi-resistant
tagged dBAF-YFP* (center) and YFP-dBAF* (bottom) forms are presented. (D) As in C, but for control nub-GAL4
flies.
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Figure 3. Overexpression of dBAF-YFP reduces centromeric CENP-C levels. (A) The patterns of
immunolocalization with a-CENP-C antibodies (red) are presented in S2 cells transfected with dBAF-YFP (top)
and YFP-dBAF (bottom) constructs. Arrows indicate cells expressing the corresponding YFP constructs
determined by direct fluorescence (green). Cells showing no detectable expression are also shown. DNA was
stained with DAPI. (B) As in A, but for the patterns of immunolocalization with «-CID antibodies. (C) Co-
immunostaining with a-CENP-C (red) and a-CID (grey) antibodies of S2 cells transfected with dBAF-YFP. The
arrow indicates a cell expressing dBAF-YFP as detected by direct fluorescence (green). A cell showing no
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detectable dBAF-YFP expression is also shown. DNA was stained with DAPI.(D) Quantitative analyses of the
results shown in A. On the left, the intensity of a-CENP-C at centromeres, determined as the average grey
value per centromere, is presented for cells expressing dBAF-YFP, YFP-dBAF and control cells not expressing
any construct. On the right, the number of a-CENP-C spots detected per nuclei is presented for cells expressing
dBAF-YFP, YFP-dBAF and control cells. (E) As in D, but for the intensity of a-CID at centromeres (left) and the
number of aCID spots per nuclei (right).
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Figure 4. dBAF depletion reduces centromeric CENP-C levels. (A) The patterns of immunolocalization
with a-dBAF (green) and o-CENP-C antibodies (red) are presented in S2 cells upon RNAi-mediated depletion of
dBAF (siRNAB*F) (bottom) and in control undepleted cells (top). DNA was stained with DAPI. (B) Quantitative
analyses of the results shown in A. On the left, the intensity of a- CENP-C at centromeres, determined as the
average grey value per centromere, is presented for siRNAPAF and control cells. On the right, the number of
aCENP-C spots detected per nuclei is presented for siRNAP*F and control cells.
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Figure 5. dBAF depletion reduces centromeric CID levels. (A) The patterns of immunolocalization with a-
CID antibody (red) is presented in S2 cells upon RNAi-mediated depletion of dBAF (siRNAPF) (bottom) and in
control undepleted cells (top). DNA was stained with DAPI. (B) Quantitative analyses of the results shown in A.
On the left, the intensity of o-CID at centromeres, determined as the average grey value per centromere, is
presented for siRNA®*F and control cells. On the right, the number of a-CID spots detected per nuclei is

presented for siRNAPF and control cells.
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dBAF interacts with CENP-C

Co-immunoprecipitation experiments indicate that dBAF interacts with CENP-C, as
o-dBAF antibodies efficiently co-immunoprecipitates CENP-C (Figure 6A). It was shown
that, both in mammals and Drosophila, VRK1/NHK1 phosphorylates BAF and regulates its
interaction with chromatin as well as the NE (Gorjanacz et al., 2007; Lancaster et al.,
2007; Nichols et al., 2006). Thus, we analyzed whether NHK1 phosphorylation regulates
centromeric localization of dBAF and its interaction with CENP-C. Phos-tag gel
electrophoretic analyses (see Materials and Methods for details) detect mono- and di-
phosphorylated dBAF forms that migrate slower than unphosphorylated dBAF and are
sensitive to treatment with alkaline phosphatase (AP) (Figure 6B, lanes 1 and 2). NHK1
overexpression increases the proportion of di-phosphorylated dBAF (Figure 6B, lane 3)
and, concomitantly, the efficiency of CENP-C co-immunoprecipitation with o-dBAF
antibodies decreases to ~45% of that observed in the absence of overexpression (Figure
6C). On the other hand, NHK1 depletion increases unphosphorylated dBAF (Figure 6B,
lane 4) and CENP-C co-immunoprecipitation also increases by ~1.9-fold (Figure 6D).
These results suggest that CENP-C preferentially interacts with unphosphorylated dBAF.
Next, to analyze the effect of phosphorylation on centromeric localization of dBAF, we
transiently expressed in S2 cells a phosphomutant Flag-dBAF** form where NHK1-
phosphorylable residues are replaced to A (Figure E4A) and, thus, phosphorylation is
impaired (Figure E4B). After 48h of transfection, Flag-dBAF* is mostly found uniformly
distributed across chromosomes (Figure 6E). However, 72h after transfection we
observed that, in ~15% of metaphases (N= 123), the distribution of Flag-dBAF** is
restricted to centromeric regions and strongly overlaps with CENP-C (Figure 6F). In
contrast, a similar phosphomimetic Flag-dBAF*t construct could not be detected on
metaphase chromosomes (N= 238) (Figure E5).

In good agreement with previous results in human cells (Wong et al., 2007),
treatment with RNase A of Drosophila S2 cells strongly affects centromeric CENP-C
localization (Figure 7A), without affecting global CENP-C levels (Figure 7C) or
centromeric CID localization (Figure 7B). Most interestingly, co-immunoprecipitation
experiments with a-dBAF antibodies show that treatment with RNase A impairs dBAF-

CENP-C interaction (Figure 7D).

118



Capitol 2

A e B SIRNANHKI = - - #
INPUT MOCK «dBAF pMT-NHK1 - - + =
aCENPC mme -— e = = - -
Wi 2P L
adBAF . adBAF | 1P S -
NOP = oup —
1 2 3 1 2 3 4
C control pPMT-NHK1 D control siIRNANHK1
IP P IP IP
INPUT MOCK «dBAF INPUT MOCK «dBAF INPUT MOCK adBAF INPUT MOCK adBAF
CENP-C s — = — aCENP-C au =% - ——= [—-
1 19
T (g = g -~ [. - “la
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

-3

dBAF3Af merge

Figure 6. dBAF interacts with CENP-C. (A) CENP-C co-immunoprecipitates with dBAF. IPs were performed
with a-dBAF antibodies (lane 3) and control preimmune serum (lane 2). IP-materials were analyzed by Western
blot using a-CENP-C (top) and a-dBAF (bottom) antibodies. Lane 1 corresponds to 2.5% of the input material.
(B) Phosphorylation of dBAF is analyzed by Phos-tag gel electrophoresis. Extracts were prepared from cells
treated with dsRNA against NHK1 (siRNA""K) (lane 4), overexpressing NHK1 (pMT-NHK1) (lane 3) and control
cells treated with alkaline phosphatase (AP) (lane 2) or not (lane 1). Extracts were analyzed by Western blot
using a-dBAF antibodies. The positions corresponding to unphosphorylated (noP), and mono- (1P) and di-
phosphorylated (2P) species are indicated. (C) Co-IP experiments with a-dBAF antibodies (lanes 3) were
performed with extracts prepared from cells overexpressing NHK1 (pMT-NHK1) (right) and control cells (left).
Lanes 2 correspond to mock IPs performed with preimmune serum. IP-materials were analyzed by Western blot
using a-CENP-C (top) and a-dBAF (bottom) antibodies. The efficiency of CENP-C co-immunoprecipitation is
presented as the ratio of a-CENP-C and o-dBAF signals normalized respect to the control cells. Lanes 1
correspond to 2.5% of the input material. (D) As in C, but for cells treated with dsRNA against NHK1
(siRNANKYY (right) and control cells (left). (E) The pattern of immunolocalization of Flag-dBAF* is determined
with a-Flag antibodies (green) in metaphase chromosomes from S2 cells 48h after transfection. DNA was
stained with DAPI. (F) The patterns of immunolocalization of Flag-dBAF** (green) and CENP-C (red) are
presented in metaphase chromosomes from S2 cells 72h after transfection. Arrows indicate Flag-BAF** signals
that overlap with a-CENP-C signals at centromeres. DNA was stained with DAPI.
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Figure 7. dBAF-CENP-C interaction is sensitive to RNase A treatment. (A) The patterns of
immunolocalization with o-CENP-C antibodies (red) and a-Fibrillarin (green) are presented in S2 cells after
treatment with RNase A (bottom) or not (top). DNA was stained with DAPI. (B) As in A, but with o-CID
antibodies. (C) Extracts prepared from S2 cells treated with RNase A (right) or not (left) are analyzed by
Western blot using a-CENP-C (top) and a-HP1la (bottom) antibodies as control for normalization. Increasing
amount of extracts (lanes 1-4) are analyzed. (D) Co-IP experiments with a-dBAF antibodies (lanes 3) were
performed with extracts prepared from cells treated with RNase A (right) or not (left). Lanes 2 correspond to
mock IPs performed with preimmune serum. IP-materials were analyzed by Western blot using a-CENP-C (top)

and a-dBAF (bottom) antibodies.
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DISCUSSION

Here, we have shown that dBAF localizes at centromeres of metaphase
chromosomes (Figures 1B and 2A). Previous results suggest that, at mitosis,
phosphorylation prevents binding of BAF to chromatin (Asencio et al., 2012; Gorjanacz et
al., 2007; Margalit et al., 2007; Nichols et al., 2006). In this regard, it must be noticed
that we also detected strong a-dBAF reactivity not overlapping with chromosomes, which
is consistent with a large proportion of dBAF being soluble, not bound to chromosomes,
during mitosis (Haraguchi et al., 2001; Shimi et al., 2004). This high non-chromosomal
background likely masked centromeric localization of BAF in previous studies. We cannot
unambiguously determine whether dBAF also associates with centromeres during
interphase since, at this stage, dBAF shows a broad distribution across centric
heterochromatin (Figure 1A) and centromeres are embedded within this domain. Indeed,
a-CENP-C signals lye within the large heterochromatic a-dBAF domain (Figure 1A, right).
Binding of endogenous dBAF to heterochromatin is no longer detected at mitosis, when
dBAF is phosphorylated and chromatin binding generally weakens. Interestingly, while a
mutant dBAF°® construct that mimics phosphorylation does not bind to chromosomes
(Figure E5), a dBAF** form that cannot be phosphorylated localizes at centromeres
(Figure 6F), suggesting that centromeric dBAF is not phosphorylated. These observations
suggest that, at mitosis, phosphorylation releases dBAF from heterochromatin and
restricts its localization to centromeres. It is possible that kinetochore assembly protects
centromeric dBAF from phosphorylation and, thus, preserves binding to chromatin.

Centromeric CENP-C levels strongly decrease upon dBAF depletion (Figure 4) and
overexpression of a dominant-negative dBAF-YFP form (Figure 3), indicating that dBAF is
required for centromeric CENP-C assembly. Centromeric localization of CENP-C is known
to depend on CID (Erhardt et al., 2008; Goshima et al., 2007). However, the contribution
of dBAF to centromeric CENP-C assembly appears to be independent of CID, as
overexpression of dBAF-YFP selectively affects centromeric CENP-C but not CID levels
(Figure 3). In contrast, dBAF depletion also reduces centromeric CID levels (Figure 5). In
this regard, it must be noticed that dBAF depletion involves a much longer treatment (7
days) than dBAF-YFP overexpression (48 hours). In addition, CENP-C is required for
centromeric CID assembly in Drosophila (Erhardt et al., 2008; Goshima et al., 2007),
and dBAF depletion affects CENP-C levels to a higher extent than CID levels (Figures 4
and 5). These observations suggest that reduced centromeric CID levels induced by dBAF
depletion are likely a consequence of the effects on CENP-C levels.

Our results strongly support a direct dBAF-CENP-C interaction (Figure 6). This

interaction is regulated by phosphorylation, as CENP-C preferentially interacts with
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unphosphorylated dBAF. Interestingly, though some centromeric CENP-C deposition
appears to occur at mitosis, it mainly takes place during interphase (Hemmerich et al.,
2008; Lidsky et al., 2013; Mellone et al., 2011), which is when dBAF is predominantly
unphosporylated and, thus, could interact with CENP-C. In addition, RNAs have been
implicated in targeting CENP-C to centromeres (Du et al., 2010; Wong et al., 2007) and,
most remarkably, dBAF-CENP-C interaction is sensitive to RNase A treatment (Figure 7).
Altogether, these results strongly argue in favor of a direct role of dBAF in centromeric
CENP-C targeting and assembly.

The molecular basis of the dominant-negative character of dBAF-YFP is not fully
understood. BAF is known to dimerize and, in the dimer structure, the C-termini are in
close contact (Cai et al., 1998). Therefore, C-terminal tags could interfere with BAF
dimerization and function. As a matter of fact, dBAF-YFP does not interact with
endogenous dBAF in co-IP experiments (Figure E6A). In addition, we also observed that
phosphorylation of dBAF-YFP is impaired (Figure E6B), which could account for its
persistent binding to heterochromatin in metaphase chromosomes (Figure 2A).
Furthermore, overexpression of dBAF-YFP appears to increase phosphorylation of
endogenous dBAF (Figure E6C) and, thus, could affect the binding of endogenous dBAF
to chromatin and its interaction with CENP-C. It is also possible that dBAF-YFP is not
functional in NE re-assembly since C-terminal tags appear to interfere with localization at
the NE (Segura-Totten and Wilson, 2004). However, whether they impair NE localization
of endogenous BAF is not known.

In summary, our results suggest that, in addition to its well-established function
in NE re-assembly, BAF contributes to centromeric CENP-C assembly and, thus, to
centromere/kinetochore function. Consistent with a contribution to
centromere/kinetochore function, BAF loss-of-function causes chromosome segregation
defects (Liu et al., 2003; Liu et al., 2000; Margalit et al., 2005) that, in C. elegans,
appear to be independent of the effects in NE re-assembly (Gorjanacz et al., 2007). In
this regard, it is tempting to speculate that BAF could co-ordinate chromosome

segregation and NE re-assembly, two essential processes that occur at mitosis.
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MATERIALS AND METHODS
Fly stocks

nub-GAL4 and actin5C-GAL4 flies were obtained from Bloomington Stock Center.
baff™' corresponds to 102013 stock from the Vienna Drosophila RNAi Center. Transgenic
flies carrying the various UAS-dBAF constructs described in the text were obtained by
site-directed integration of the corresponding pUASTattb plasmids into chromosome 3

using 3R-86Fb embryos.
DNAs, protein constructs and antibodies

cDNA encoding dBAF was obtained from Drosophila Genomics Resource Center
(clone GH06291). dBAF* constructs resistant to baff*" knock-down were obtained by
modifying codon usage following the Drosophila RNAi Escape Strategy Construct (RESC)
described in Schulz et al., 2009. TAP- and YFP-tagged proteins were obtained by cloning
the appropriate constructs into plasmids pMK33-C-TAP and pEYFP-N1/pEYFP-C1
(Clontech).

Rabbit polyclonal a-dBAF antibodies were raised against bacterially expressed
dBAF by conventional methods. Specificity of a-dBAF antibodies was determined by
Western blot (Figures E1A and E1C) and immunostaining (Figure 4A and Figure E1B)
experiments. Rat and rabbit polyclonal o-CENP-C antibodies were raised against a
bacterially expressed His-tagged dCENP-C fragment (aa, 505-1227) by conventional
methods. Rabbit polyclonal a-CID is described in Moreno-Moreno et al., 2006, and rat
polyclonal a-HP1a and a-HP1c antibodies are described in Font-Burgada et al., 2008. The
rest of antibodies used were commercially available: rabbit polyclonal a-H3 (Cell

Signaling, 9715S) and o-TAP (Open Biosystems, CAB1001), and mouse monoclonal a-
Flag (SIGMA A2220), a--Fibrillarin (Abcam, ab4566) and o-Tubulin (Millipore, 3408).

TAP-affinity purification of proteins associated with CID-TAP containing

chromatin

Stable S2 cells expressing a CID-TAP fusion under the control of a 412bp long
fragment from the 5'-regulatory region of CID were obtained according to standard
procedures and the localization pattern of the fused protein was determined by
immunostaining experiments using o-TAP antibodies (Figure E7A). TAP-affinity
purification of proteins associated with CID-TAP containing chromatin was performed

basically as described in Foltz et al., 2006. Briefly, nuclei were purified and digested with
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micrococcal nuclease (Sigma). After digestion was stopped, the soluble chromatin
fraction (SN1), which accounted for ~66% of total chromatin, was prepared by
centrifugation at 10,000g for 15min at 4°C. The remaining insoluble material was
extracted at increasing EDTA concentration from 2mM to 200mM. Nucleosomal
composition of each fraction was analyzed by agarose gel electrophoresis (Figure E7B).
CID-TAP and CENP-C content was determined by Western blot (Figures E7C and E7D).
Then, the SN1 and 2mM EDTA fractions were pooled and subjected to conventional TAP-
affinity purification using IgG-Dynabeads (Invitrogen). Bound proteins were eluted and
analyzed by standard LC/MS at the Proteomics Unit of the “Institut de Recerca de la Vall
d’Hebron” (Barcelona). In these experiments, amongst various other proteins, dBAF was

identified with high confidence (mascot score: 97) and sequence coverage (16.7%).
RNAi knockdown and overexpression experiments

RNAi-mediated dBAF knockdown experiments in S2 cells were performed
according to standard procedures using 15ug of dsRNA encompassing the entire dBAF-
coding region and, after 3 days, a second dose of 15ug of dsRNA for 4 days. The extent
of dBAF depletion was determined by Western blot (Figure E1A) and immunostaining
analyses (Figures 4 and E1B). NHK1 knockdown experiments were performed as for
dBAF with two doses of 30ug of dsRNA from two different amplicons (667-1167bp and
1263-1780bp). The extent of NHK1 depletion was assessed from the effects on dBAF
phosphorylation (Figure 6B). For experiments with knockdown baff" flies, crosses were
left at 259C until third-instar larvae stage. Protein extracts were prepared from a mixture
of salivary glands, imaginal discs and brains of third-instar baf""; actin5C-GAL4 larvae
and analyzed by Western blot in order to determined the extent of dBAF depletion
(Figure E1C). To analyze the effects on wing development, baff™; nub-GAL4 flies were
kept in 75% ethanol, 25% glycerol solution for at least 24h at room temperature,
washed in PBS, wings dissected and immediately mounted in Fauré's medium under
gentle pressure. Images were collected using a 4X objective lens on a Nikon E-600
microscope equipped with an Olympus DP72 camera and CellF software.

Overexpression of dBAF-YFP and YFP-dBAF constructs in S2 cells was performed
by transfecting pEYFP-N1-BAF and pEYFP-C1-BAF plasmids, where the fused protein is
under the control of a 916bp long fragment from the 5'-regulatory region of dBAF. The
extent of overexpression was determined by Western blot analyses (Figure E2A). In flies,
overexpression of the indicated dBAF constructs were carried out by crossing flies
carrying the corresponding UAS-dBAF construct to actin5C-GAL4 flies and the extent of

overexpression was determined by Western blot analyses of protein extracts prepared

124



Capitol 2

from a mixture of salivary glands, imaginal discs and brains of third-instar larvae
(Figures E2B and E2C). Wing phenotypes associated with the overexpression of the

indicated dBAF constructs were analyzed as described above.
FACS analyses

For FACS analyses, cells were fixed in 70% ethanol, stained with 20ug/ml
propidium iodide in PBS, 0.1% Triton X-100, 0.2mg/ml RNase A, and analyzed in a
Coulter Epics-XL flow cytometer. The percentages of cells at each cell cycle phase were
estimated using FlowJo V.7.6.5 and WINCYCLE 4.0.0.4 for Windows software.

Immunostaining experiments

Immunostaining experiments were performed in S2 cell, as described elsewhere
(Moreno-Moreno et al., 2006) using a-BAF (1:200), ao-CENP-C (1:500), o-CID (1:500),
aHPla (1:200), a-HP1c (1:500), a-Fibrillarin (1:2500), a-Flag (1:500) and a-TAP (1:300)
antibodies. For visualization, slides were mounted in Mowiol (Calbiochem-Novabiochem)
containing 0.2ng/ml DAPI (Sigma) and visualized by confocal microscope Leica TCS/SPE
equipped with LAS/AF software. Images were analyzed using Imagel and Adobe
Photoshop software. For quantitative analyses, all images were acquired and processed
identically, and fluorescence intensity was determined using Imagel
(http://imagej.nih.gov/ij/) macros designed at the Advanced Digital Microscopy Core
Facility of IRB Barcelona using the Fiji distribution of Image] (Schindelin et al., 2012). To
determine the mean grey value per nuclei, masks were created from DAPI filtered and
thresholded images. The number of spots per nuclei and their mean grey value were
calculated on thresholded images running Analyze particles plugin on the Featurel
Laplacian (http://imagescience.org/meijering/software/featurej/) at DAPI masked
regions of interest. The output of both macros was a spreadsheet file in xlIs format.

Statistical significance of the differences was assessed by the Kruskal-Wallis test.
Co-IP experiments

Co-IP experiments were performed according to standard procedures. Crude cell
extracts were obtained in 50mM Tris-HCI pH8, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0.5% NP-40,
0.1mM PMSF, Protease Inhibitor Cocktail and, after homogenization with Dounce (B
pestle), supplemented to 300mM NaCl and centrifuged at 14,000rpm for 15min at 4°C.
The supernatant was incubated overnight at 4°C with «a-BAF antibodies or preimmune

serum as control (mock). Then, Protein A Sepharose beads (GE Healthcare) were added
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and incubated at 4°C for 2h. After incubation, beads were pelleted by centrifugation,

washed and eluted in PLB 1X, 10% B-mercaptoethanol, and analyzed by Western blot.
Analysis of dBAF phosphorylation

To analyze dBAF phosphorylation, S2 cell extracts were obtained in 150mM NaCl,
50mM Tris-HCI pH8, 10% glycerol, 0.1% SDS, 1% NP40, 1mM PMSF, Protease Inhibitor
cocktail, 50mM NaF, 2mM NasVO, and 10mM Glycerol Phosphate. Alkaline phosphatase
(AP) treatment was performed with calf intestine AP (Roche) for 1h at 37°C in 150mM
NaCl, 50mM Tris-HCI pH8, 10mM MgCl, and 1mM DTT. Phosphorylated forms were
analyzed by Phos-tag gel electrophoresis (Kinoshita et al., 2006) according to
manufacturers’ instructions (Wako Chemicals Inc.). Briefly, 50uM of Acrylamide-pendant
Phos-tag™ (AAL-107) and 100pM of MnCl, were added to 10% polyacrylamide resolving
gel solution before polymerization. After electrophoresis, gels were incubated 15min in
transfer buffer with 1mM EDTA and 15min in transfer buffer without EDTA, and analyzed
by Western blot.

RNase A treatment

RNase A treatment of S2 cells was performed as described in Maison et al., 2002.
Cells where grown on slides pretreated with Concanavalin A (0.5mg/ml), permeabilized in
PBS containing 0.05% Triton X-100, 0.05% Tween for 5min, treated with 1mg/mL RNase
A (Roche) in PBS for 10min at room temperature and washed twice with PBS. For
immunostaining experiments, RNase A treated cells were fixed in 4% paraformaldehyde
and processed as described above. For co-IP experiments, cells were grown in culture,

treated with RNase A and processed as described above.
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Figure E1. (A) S2 cells were treated with dsRNA against dBAF (siRNAPAF) (right) or not (control) (left), and the
extent of dBAF depletion was determined by Western blot analyses of increasing amounts of total cell extracts
(lanes 1-4) using o-dBAF antibodies (top) and a-Tubulin antibodies as loading control. (B) On the left, the
intensity of a-dBAF, determined as the average grey value per nuclei, is presented for siRNA®AF and control
interphase cells. On the right, the intensity of a-dBAF at centromeres, determined as the average grey value
per centromere, is presented for siRNAPAF and control metaphase chromosomes. (C) The efficiency of dBAF
depletion in baff™: actin5C-GAL4 flies is determined by Western blot analyses of decreasing amounts of extract
prepared from a mixture of salivary glands, imaginal discs and brains of third-instar larvae (lanes 2-4) using
adBAF antibodies (top) and o-Tubulin antibodies as loading control. Lane 1 corresponds to a similar extract

prepared from control (wt) flies.
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Figure E2. (A) The extent of overexpression of dBAF-YFP and YFP-dBAF constructs in S2 cells is determined by
Western blot analyses of increasing amounts of total cell extracts (lanes 1-3) using a-GFP antibodies (top) and
o-H3 antibodies (bottom) as loading control. (B) The extent of overexpression of dBAF-YFP and YFP-dBAF in
actin5C-GAL4 flies carrying the corresponding UAS-dBAF constructs is determined by Western blot analyses of
increasing amounts of extracts prepared from a mixture of salivary glands, imaginal discs and brains of third-
instar larvae (lanes 1-4). (C) As in B, but for RNAi-resistant dBAF-YFP" and YFP-dBAF" forms.
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Figure E3. (A) The cell cycle profiles of S2 cells expressing dBAF-YFP (center) and YFP-dBAF (right) are
compared to control cells expressing no construct (left). The percentage of cells in G1, S and G2 are indicated.
(B) Cell cycle profiles of S2 cells treated with dsRNA against dBAF (siRNAP*F) (right) and control cells (left). The
percentage of cells showing high DNA content is indicated.
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Figure E4. (A) Sequence of the dBAF N-terminus (aa 1-7). In red, residues phosphorylated by NHK1 that are
replaced to A in the phosphomutant Flag-dBAF** form and to E in the phosphomimetic Flag-dBAF*E form. (B)
Phosphorylation of dBAF (left), Flag-dBAF** (center) and Flag-dBAF*® (right) is analyzed by Phos-tag gel
electrophoresis. Increasing amounts of extracts are analyzed by Western blot using a-dBAF (left) and o-Flag
(center and right) antibodies. The positions corresponding to unphosphorylated (noP), and mono- (1P) and di-
phosphorylated (2P) species are indicated.
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Figure E5. The pattern of immunolocalization of Flag-dBAF* is determined with a-Flag antibodies in metaphase
chromosomes from S2 cells transfected with a Flag-dBAF®F expressing construct. The pattern of immunostaining
with a-CENP-C antibodies (red) is also presented. DNA was stained with DAPI.
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Figure E6. (A) Co-IP experiments with a-GFP antibodies (lanes 3) were performed with extracts prepared from
cells expressing YFP-dBAF (left) and dBAF-YFP (right). Lanes 2 correspond to mock IPs performed with
preimmune serum. IP-materials were analyzed by Western blot using a-dBAF antibodies. (B) The patterns of
phosphorylation of YFP-dBAF (left) and dBAF-YFP (right) are analyzed by Phos-tag gel electrophoresis.
Increasing amounts of extracts are analyzed by Western blot using a-GFP antibodies before (lanes 1-3) and
after (lanes 4-6) treatment with alkaline phosphatase (AP). The positions corresponding to unphosphorylated
(noP), and mono- (1P) and di-phosphorylated (2P) species are indicated. (C) The pattern of phosphorylation of
endogenous dBAF is determined by Phos-tag gel electrophoresis in cells overexpressing YFP-dBAF (center) and
dBAF-YFP (right), and cells expressing a similar empty YFP vector as control (left). Increasing amounts of
extracts are analyzed by Western blot using a-dBAF antibodies before (lanes 1-3) and after (lanes 4-6)
treatment with alkaline phosphatase (AP). The positions corresponding to unphosphorylated (noP), and mono-
(1P) and di-phosphorylated (2P) species are indicated.
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Figure E7. (A) Stable S2 cells expressing CID-TAP are stained with a-TAP antibodies (in red) to determine the
pattern of localization of CID-TAP. DNA was stained with DAPI. (B) Agarose gel electrophoretic analysis of total
DNA fragments produced after micrococcal nuclease digestion of purified nuclei prepared from stable S2 cells
expressing CID-TAP (T) (lane 2) and those contained in fraction SN1 (lane 3), released at increasing EDTA
concentration (lanes 4-6) or retained in the insoluble pellet (P) (lane 7) (see Materials and Methods for details).
Lanes 1 and 8 correspond to molecular weight markers (M). The size in bp of selected markers is indicated. (C)
CID-TAP content of the indicated fractions is determined by Western blot analysis using o-TAP antibodies. The
position corresponding to a selected molecular weight marker is indicated. (D) CENP-C content of the indicated
fractions is determined by Western blot analysis using o-CENP-C antibodies. The positions corresponding to
selected molecular weight markers are indicated.
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Abstract

Background: Centromere identity is determined epigenetically by deposition of CenH3, a centromere-specific histone H3
variant that dictates kinetochore assembly. The molecular basis of the contribution of CenH3 to centromere/kinetochore
functions is, however, incompletely understood, as its interactions with the rest of centromere/kinetochore components
remain largely uncharacterised at the molecular/structural level.

Principal Findings: Here, we report on the contribution of Drosophila CenH3“" to recruitment of BubR1, a conserved
kinetochore protein that is a core component of the spindle attachment checkpoint (SAC). This interaction is mediated by
the N-terminal domain of CenH3“® (NCenH3P), as tethering NCenH3“® to an ectopic reporter construct results in BubR1
recruitment and BubR1-dependent silencing of the reporter gene. Here, we also show that this interaction depends on a
short arginine (R)-rich motif and that, most remarkably, it appears to be evolutionarily conserved, as tethering constructs
carrying the highly divergent NCenH3 of budding yeast and human also induce silencing of the reporter. Interestingly,
though NCenH3 shows an exceedingly low degree of conservation, the presence of R-rich motives is a common feature of
NCenH3 from distant species. Finally, our results also indicate that two other conserved sequence motives within NCenH3<'®
might also be involved in interactions with kinetochore components.

Conclusions: These results unveil an unexpected contribution of the hypervariable N-domain of CenH3 to recruitment of
kinetochore components, identifying simple R-rich motives within it as evolutionary conserved structural determinants
involved in BubR1 recruitment.
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Introduction

Centromere function ensures accurate chromosome segregation
during mitosis and meiosis, as the centromere dictates assembly of the
kinetochore that, in turn, regulates the spindle attachment checkpoint
(SAC), which delays anaphase onset until all chromosomes are
correctly attached in a bipolar fashion to the mitotic spindle.
Centromere identity is regulated epigenetically by deposition of the
centromere-specific histone H3 variant CenH3 that, being exclusively
found at centromeres, constitutes the structural and functional
foundation for kinetochore assembly and function [1,2,3,4,5,6,7,8].
CenH3 is essential for viability, being required for centromeric
localisation of all centromere/kinetochore proteins analysed to date.

Little is known, however, about the actual molecular/structural
basis of the contribution(s) of CenH3 to kinetochore assembly and
function, as its interactions with the rest of centromere/kinetochore
proteins 1s just beginning to be understood. In this context, it was
recently reported that CENP-N and CENP-C, which are compo-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

nents of the constitutive centromere associated network (CCAN) in
vertebrates [9,10], directly interact with human CenH3“NA
containing nucleosomes u vitro [11,12]. These interactions involve the
C-terminal and centromere targeting (CATD) domains of Cen-
H3NPA respectively. Here, we report on the contribution of the N-
terminal domain of Drosophila CenH3™ (NCenH3™) to recruit-
ment of BubR1, an evolutionarily conserved kinetochore protein that
is a core component of the spindle attachment checkpoint (SAC)
[13,14,15]. This interaction is mediated by a simple arginine (R)-rich
motif within the hypervariable NCenH3“™ domain. Our results also
suggest that this interaction is likely conserved in the highly divergent
NCenH3 of budding yeast and humans. Most remarkably, though
NCenH3 is poorly conserved through evolution [16,17], the presence
of R-rich motives is a common feature of NCenH3 from distant
species, including budding yeast and humans [2]. In Drosophila,
NCenH3® contains two other conserved motives that might also
mediate interactions with kinetochore components. Altogether, these
results indicate that conserved sequence motives within the

October 2010 | Volume 5 | Issue 10 | e13747



hypervariable NCenH3 domain mediate centromere/kinetochore
interactions.

Results and Discussion

Targeting NCenH3“'® to an ectopic white-reporter

construct silences reporter expression

To analyse the contribution of CenH3™ to the regulation of
centromere/kinetochore interactions, we performed ectopic tar-
geting experiments using Drosophila transgenic lines carrying a
white-reporter transgene that contains multiple binding sites for the
bacterial lacl repressor at the regulatory region, about 500 bp
upstream from the reporter gene. In these experiments, lines §9.2
and 757.1 were used, which contain 46 and 256 lacl-repeats
inserted on the third- and X-chromosome, respectively [18]. We
anticipated that, if resulting in recruitment of kinetochore proteins,
tethering of fused CenH3“™P-lacl proteins would interfere with
expression of the white-reporter gene, which is easily monitored by
analysing changes in eye pigmentation. As shown in Figure 1A, in
line §9.2, expression of a CenH3“™-lacl fusion does not
significantly affect white expression. In contrast, expression of an
NCenH3“"P-lacl fused protein, which carries only the N-terminal
domain of CenH3™] significantly silences reporter expression
(Figure 1B and 1E). This effect is specific of NCenH3%™, as no
silencing is observed in flies expressing the lacI-DNA-binding
domain alone (Figure 1C) [18,19], or, more important, an NH3-
lacl construct (Figure 1D and 1E), carrying the N-terminal domain

B g NCenH3®®Q

A g CenHa®*Q
+

NCenH3® Recruits BubR1

of canonical histone H3. Similar results were obtained when
expression was carried out in line /57.7 (Figure SIA, D and E),
though, in this case, the observed effects are weaker since
expression of the white-reporter is low in control flies expressing
no fused proteins [18,19].
showed that CenH3%™-lacl fails to localise to the reporter
construct but, on the contrary, incorporates to all centromeres
(Figures 1G and S2A), indicating that, in CenH3“™-lacl, the
histone-fold domain (HFD) of CenH3™ predominates over the
lacI-DNA-binding domain, so that CenH3%™-lacI incorporates
into nucleosomes, like endogenous CenH3%®  does, being
specifically deposited at centromeres. On the other hand,
NCenH3“™-lacI exclusively localises to the ectopic reporter sites
(Figure 1F and S2B). From these results, we conclude that lack of
silencing observed in the case of CenH3“™P-lacl is actually the
consequence of its failure to localise to the ectopic reporter sites.

Immunolocalisation experiments

Tethering NCenH3“'P-lacl results in ectopic BubR1
recruitment

Next, we addressed whether ectopic targeting of NCenH3™-
lacI actually results in recruitment of kinetochore proteins. For this
purpose, immunolocalisation experiments using antibodies against
several Drosophila kinetochore proteins were performed (Figures 2
and 3). In mitotic chromosomes, tethering NCenH3“™-lacI to the
reporter construct results in recruitment of BubRl1, as distinct
ectopic aBubR1 signals are detected on the X-chromosome in
approximately 15% of chromosomes (N = 60; p<<0.001) (Figure 2A).
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Figure 1. Tethering NCenH3'® to a whitereporter silences reporter expression. (A-D) The eye phenotype of 59.2 flies expressing the
indicated lacl-fused proteins (+) is compared to that of siblings where no fused protein is expressed (—). Results are presented for both female and
male individuals. (E) Quantitative analysis is presented for lines expressing NCenH3“P-lacl and NH3“P-lacl constructs. Relative fold silencing is
expressed as the ratio between OD,go of control $9.2 lines expressing no fused protein and that of lines expressing the indicated constructs. For
NCenH3“"P-lacl, results correspond to the average of three independent lines. For NH3“'-lacl, results are presented for a single representative line. (F
and G) NCenH3“P-lacl, but not CenH3“P-lacl, bind to the ectopic white-reporter construct. Fused proteins were expressed in 157.1 flies, where the
white-reporter is inserted at a distal position on the X-chromosome, and localisation was determined in mitotic chromosomes by immunostaining
with alacl (green) and aCenH3“P (red), which also detects endogenous CenH3 at centromeres. Dotted circles indicate X-chromosomes. Arrows
indicate co-localisation of aCenH3“® and alacl signals at ectopic sites on the X-chromosome, reflecting binding of NCenH3“P-lacl to the reporter.
DNA was stained with DAPI. See Figure S4 for a description of the constructs.

doi:10.1371/journal.pone.0013747.g001
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Figure 2. NCenH3“'® mediates BubR1 recruitment. (A) Localisation of NCenH

-
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3CID

-lacl and BubR1 was determined in mitotic chromosomes from

157.1 flies by immunostaining with alacl (green) and aBubR1 (red). Dotted circles indicate X-chromosomes. Arrows indicate co-localisation of alacl
and aBubR1 signals at ectopic sites on the X-chromosome, reflecting recruitment of BubR1 by NCenH3“P-lacl. Enlarged images are shown on the
right of each panel for easier visualisation. DNA was stained with DAPI. Two independent examples are presented. On the bottom, pictures were
recorded to a higher intensity to better visualise the ectopic «BubR1 signals observed on the X-chromosome. (B-E) Silencing induced by NCenH3“"°-
lacl depends on BubR1. The eye phenotype of 59.2 flies expressing NCenH3“'P-lacl (+) or not (—) is presented in the indicated genetic backgrounds.
Results are presented for both female and male individuals. (F) Quantitative analysis is presented for flies expressing NCenH3“"-lacl in the indicated
genetic backgrounds. Relative fold silencing is expressed as the ratio between OD g, of control 59.2 flies expressing no fused protein and that of flies

expressing NCenH3¢'P
mutants, results are presented for a single representative line.
doi:10.1371/journal.pone.0013747.g002

These aBubR1 signals overlap with alacl signals, which reflect
binding of NCenH3™-lacI to the lacI-repeats and, therefore, mark
the position corresponding to the reporter. Ectopic aBubR1 signals
are weak compared to those observed at the kinetochore, indicating
that ectopic BubR1 recruitment is less efficient than at the
kinetochore, which might simply reflect the limited number of
NCenH3“™-lacI molecules that can be targeted to the reporter, a
maximum of 256 copies. It is also possible that additional factors are
involved in stabilising BubR1 at the kinetochore. Actually, as
discussed below (see “General considerations and implications”),
recruitment and maintenance of BubR1 at kinetochores might
involve different mechanisms. In good agreement with these results,
silencing of the reporter depends on BubR1, as it is suppressed by
bubR 1 mutations (Figure 2B-F). In these experiments, bubR1"™" and
bubRI”"**N mutants were used, which correspond to a deletion and
a point-mutation at the catalytic kinase-domain, respectively
[20,21]. In heterozygous bubRI™'/+ flies, silencing induced by
NCenH3“™-lacl is strongly suppressed (Figure 2C and 2F), when
compared to control wild-type flies (Figure 2B and 2F). This
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-lacl in the indicated genetic backgrounds. For wild-type, results correspond to the average of three independent lines. For

dominant suppressor effect is observed in approximately 50% of the
off-spring (N =75), the rest showing only slight or no suppression.
bubRI"™ mutation is homozygous lethal, so that silencing induced
by NCenH3“""lacI could not be analysed in homozygous
bubRI™'/bubRI™" flies. However, suppression is enhanced in
trans-heterozygous bubR1™ /bubR1”"7?**, where the complete off-
spring (N = 55) shows strong suppression (Figure 2E and 2F). On the
other hand, heterozygous bubRI”'??*¥/+ flies show only slight
suppression (Figure 2D).

Results described above indicate that, in Drosophila, NCenH3“P
1s involved in recruitment of BubR1, an evolutionarily conserved
kinetochore protein, which is a core component of the spindle
attachment checkpoint (SAC). Current models for SAC function
suggest that unattached kinetochores recruit SAC components,
such as BubR1, to generate a diffusible signal that delays anaphase
onset. Therefore, ectopic recruitment of BubR1 could reflect
formation of a functional ectopic kinetochore. This possibility,
however, is highly unlikely since targeting NCenH3™ does not
result in recruitment of other essential kinetochore components,
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Figure 3. Targeting of NCenH3“'®-lacl to the reporter construct in 757.7 flies does not results in ectopic recruitment of CENP-C. (A),
ROD (B), POLO (C) or MEI-S332 (D). Localisation of NCenH3%"P-lacl (green) and CENP-C, ROD, POLO or MEI-S332 (red) was determined in mitotic
chromosomes by immunostaining with the indicated specific antibodies. Dotted circles indicate X-chromosomes. Arrows indicate ectopic alacl or
aCenH3“"® signals on the X-chromosome, which reflect binding of NCenH3“P-lacl to the reporter construct.

doi:10.1371/journal.pone.0013747.g003

including CENP-C [22], ROD [23,24], POLO [25], and MEI-
S332/Sgo  [26,27] (Figure 3). Also in agreement with this
hypothesis, ectopic targeting of NCenH3“™® does not induce
any detectable proliferation defects (not shown), which is contrary
to what would be expected if resulting in efficient formation of an
ectopic kinetochore [28]. Altogether, these results argue against
formation of a functional kinetochore, indicating that NCenH3“™”
is not sufficient by itself to support kinetochore assembly. Actually,
it was recently reported that, in vertebrates, both the C-terminal
and central CATD domains of CenH3“*"* mediate interactions
with two essential CCAN-components, CENP-C and CENP-N
[11,12], being, therefore, required for full kinetochore assembly.

Silencing induced by CenH3“® depends on a simple
arginine-rich sequence motif

Next, we asked about the molecular basis of the contribution of
NCenH3® to BubR1 recruitment. Within the Drosophila genus,
NCenH3“™ shows significant variability. However, sequence
comparison of NCenH3“™® from a broad group of Drosophila
species [17], allowed identification of three sequence motives (B1,
B2 and B3) (Figure 4A) that, being evolutionarily conserved over
25 million years, were good candidates to mediate recruitment of
BubR1. To test this possibility, we performed deletion analyses,
where the contribution of each conserved motif to silencing of the

@ PLoS ONE | www.plosone.org

white-reporter was determined in ectopic targeting experiments. As
shown in Figure 4, motif B3 has a major contribution, as its
deletion strongly impairs silencing (Figure 4B and 4F) and is
capable by itself to induce robust silencing of the reporter
(Figure 4C). Moreover, deletion of motives Bl or B2 has no
detectable effect on reporter silencing (Figure S3B and S3C). Motif
B3 corresponds to a rather simple sequence, ''"RRRKAA'?,
showing a peculiar enrichment in arginine (R) residues. As a
matter of fact, silencing induced by NCenH3™ is strongly
impaired when R-residues within B3 are replaced by alanine (A)
(Figure 4D and 4F) or deleted (Figure 4E and 4F), and,
concomitant to the lack of silencing, no ectopic aBubR1 signals
are detected in these cases (Figure 5). Altogether, these results
identify R-residues within B3 as involved in BubR1 recruitment.

Highly divergent NCenH3 of budding yeast and human
also silence reporter expression

In comparison to canonical histone H3, CenH3 is much less
well conserved [16,17]. Homology, that at the histone-fold domain
ranges from 40% to 60% identity, is, however, insignificant for
NCenH3 that, showing strong variability both in size (ranging
from 20 to 200 aa) and sequence, cannot be aligned across
different eukaryotic lineages. Therefore, in this context, we asked
whether the effects described above are restricted to Drosophila
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Figure 4. Silencing induced by NCenH3'® depends on a conserved simple arginine (R)-rich motif. (A) Amino acid sequence of the N-
terminal domain of D. melanogaster CenH3P, Sequence motives (B1, B2 and B3) that are conserved amongst distant Drosophila species are
indicated. (B-E) The eye phenotype of 59.2 flies expressing the indicated NCenH3'P-lacl deletions (+) is compared to that of siblings where no fused
protein is expressed (—). Results are presented for both female and male individuals. (F) Quantitative analysis is presented for lines expressing the
indicated constructs. Relative fold silencing is expressed as the ratio between OD,g, of control $9.2 lines expressing no fused protein and that of lines
expressing each construct. Results correspond to the average of four (NCenH3“PR/A), three (NCenH3“'P), and two (NCenH3“'PAR and NCenH3“PAB3)

independent lines. See Figure S4 for a description of the constructs.
doi:10.1371/journal.pone.0013747.g004

CenH3“'P. To address this question, lacl-fusions carrying
NCenH3 from Saccharomyces cerevisiae (NCenHSCM) or humans
(NCenH3“"PY) were expressed in Drosophila 9.2 reporter flies and
the extent to which they induce silencing of the reporter
determined. Both constructs induce silencing (Figure 6B-D),
though it is less robust than that observed for NCenH3%™P, being
significant only in a fraction of lines analysed. In the case of
NCenH3%*, 75% (N =4) of lines show strong silencing similar to
that observed for NCenH3“™® (Figure 6B and 6D). On the other
hand, 50% (N=4) of lines expressing NCenH3“"P*-lacI show
significant silencing, which is slightly weaker than that induced by
NCenH3“P-lacl (Figure 6C and 6D). Similar results were
obtained when expression was performed in 757.7 flies (Figure
S1B and C). These results strongly suggest that the contribution of
NCenH3 to recruitment of BubR1 is conserved through evolution,
from S. cerevisiae to humans, which is in contrast to its low degree of
conservation. It must be noted, however, that a common feature of
NCenH3 from distant species is its enrichment in R-residues in
comparison to canonical histone H3. As a matter of fact, R-rich
motives similar to motif B3 that mediates BubR1 recruitment in
Drosophila, are present at NCenH3 from most species, including
those analysed here, but absent in canonical histone H3 [2]

(Figure 6A).

General considerations and implications
Current models for kinetochore assembly and function suggest
that presence of CenH3 at the centromere results in a specialised
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chromatin structure, which provides a physical foundation to build
the kinetochore. CenH3-kinetochore interactions remain, howev-
er, incompletely understood at the molecular level. Results
reported here identify simple R-rich motives within the hyper-
variable NCenH3%™ as evolutionary conserved structural deter-
minants involved in BubR 1 recruitment. Whether the contribution
of NCenH3“™ to BubR1 recruitment is direct or mediated by
additional unidentified factor(s) is uncertain, as GST-pull down
assays failed to detect any direct physical interaction between
BubR1 and NCenH3™ 4n 2itro or upon co-transfection into
cultured S2-cells (not shown).

These results, which are based on ectopic targeting experiments,
are likely relevant in the context of the endogenous locus. BubR1
recruitment is detected in early prometaphase, when kinetochores
are bound by only few or no microtubules [29]. Our results suggest
that BubR1 recruitment does not require full kinetochore
assembly, as cctopic targeting of NCenH3“™®, which does not
result in formation of a functional kinetochore, is capable of
recruiting BubR1. Several observations support this hypothesis.
On one hand, in chicken DT40 cells, strong reduction of
CenH3“"™ 4 (6 levels that severely impair centromeric localisa-
tion of several CCAN-components (CENP-C, -H, and -I), as well
as some outer kinetochore proteins (Nuf2/Hecl, Mad2, and
CENP-E), shows only a moderate effect on the initial recruitment
of BubR1 in early prometaphase [30]. Furthermore, in Drosophila,
cid mutants, that fail to assemble the kinetochore, show a BubR1-
dependent early mitotic delay [31]. Altogether, these observations
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suggest a BubR1-CenH3 interaction occurring early in mitosis,
prior to full kinetochore assembly. Whether this interaction is
mediated by NCenH3 remains, however, to be determined. On
the other hand, association of BubR1 to metaphase kinetochores
appears to depend strongly on kinetochore assembly, as it is
strongly destabilised in CenH3“™ *_depleted DT40 cells [30],
suggesting that initial recruitment and maintenance of BubR1 at
kinetochores involve different mechanisms and, perhaps, fulfil
different functions. Actually, BubR1 is known to play multiple
roles during mitosis [32].

NCenH3“P-BubR 1 interaction appears to be regulated during
cell-cycle progression, as no ectopic aBubR1 signals are detected
on polytene chromosomes, which constitute a special type of
interphase chromatin, or in interphase nuclei from larval
neuroblasts (Figure 7), indicating that, like at the kinetochore,
ectopic recruitment of BubR1 by NCenH3™ is constrained to
mitosis. In contrast, our results show that NCenH3“™P-mediated
silencing of the white-reporter depends on BubR1, indicating that
BubR1 is required to repress reporter expression at interphase.
BubR1 recruitment at mitosis might stabilise binding of factor(s)
required for repression at interphase. It is also possible that BubR1
facilitates chromatin modification, as recent results show that
Bubl, a closely related SAC-kinase that plays partially redundant
functions, regulates H2AS121-phosphorylation in fission yeast,
which lacks BubR1 [33].

In addition to the B3 R-rich motif, Drosophila NCenH3°™
contains two other evolutionarily conserved regions (motives Bl and
B2) (Figure 4A), which might also mediate centromere/kinetochore
interactions. Support for this hypothesis comes from the observation
that constructs containing only motif B1 or B2 retain some silencing
competence (Figure S3D and S3E). However, in comparison to
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motif B3, the contribution of motives Bl and B2 to silencing is only
minor, as by themselves induce much weaker silencing (Figure S3D
and S3E), and their deletion does not significantly affect silencing
(Figure S3B and S3C, and Figure 4C). Whether silencing induced
by motives Bl and B2 also reflects interaction with kinetochore
proteins remains, however, to be determined.

Altogether, these observations favour the hypothesis that some
kinetochore proteins bind CenH3-chromatin through the recog-
nition of specific sequence motives within the hypervariable
NCenH3 domain, unveiling its essential contribution to CenH3
functionality. Results obtained m S. cerevisiae support this
hypothesis, as NCenH3%¢! is essential for viability and, moreover,
interacts genetically with components of COMA, a kinetochore
complex that is functionally related to CCAN and mediates
protein-protein interactions with other centromere/kinetochore
proteins, including the essential CBF3 complex [34,35].

Materials and Methods

Fly stocks

For targeting experiments, CenH3®™®, NCenH3%™®, NH3,
NCenH3%" and NCenH3“"* were fused at N-terminus of the
lacI-DNA-binding domain (see Figure S4 for a description of the
constructs), using plasmid laCIST-Topo-TA and cloned into
pNHT4 plasmid [36], where expression is driven by the Asp70-
promoter. For deletion-analyses, NCenH3“™-lacI>"-Topo-TA
was used as template and the various deletions cloned to vector
pNHT4 (Figure S4). Transgenic lines were generated in +;+/
+;0)50(J/0)50& flies by standard procedures. All constructs were
tested for expression and their ability to target the reporter
construct determined in polytene chromosomes (Figure S5).
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doi:10.1371/journal.pone.0013747.9g006

bubRI™ and  bubRIP™?%N mutants are described elsewhere
[20,21]. Lines 9.2 or 157.1 are also described elsewhere [18].

Tethering experiments

For tethering experiments, heterozygous flies carrying the
indicated lacl-constructs were crossed to homozygous §9.2 or
157.1 reporter flies. Crosses were, then, subjected to daily heat-
shock treatment for 45 min at 37°C and the eye phenotype of
flies expressing the corresponding lacl-fused protein compared
to that of siblings, of the same sex and age, expressing no fused
protein. For each lacl-construct, at least four independent lines
were analysed. When silencing induced by NCenH3“™-lacI was
analysed in bubRI™’ and bubRI®'¥**Y mutant backgrounds,
heterozygous NCenH3“™P-lacl/+ males were crossed to bubR1-
@/t or bubRIP'#?N/+ reporter $9.2 females. When silencing
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was analysed in trans-heterozygous bubRI1™/bubR1P"7 flics,
bubRIP"7?%N/+ reporter 89.2 females were crossed to bubR1™'/
+ males carrying NCenH3%™-lacl. For quantitative analyses,
eye pigment was extracted with 30% acid-ethanol (pH=2)
according to [37] and ODygo determined in a Nanodrop 1000/
3.7. Extraction was performed from 20 heads obtained from
male individuals. Relative fold silencing was then expressed as
the ratio between ODygq of control S9.2 line expressing no fused
protein and that of lines expressing the corresponding
constructs.

Immunostaining experiments

For immunostaining experiments, homozygous flies carrying
the indicated lacl-constructs were crossed to homozygous 757.1
reporter flies and crosses were subjected to daily heat-shock
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Figure 7. Ectopic targeting of NCenH3“'® does not induce BubR1 recruitment in interphase. Localisation of NCenH3“®-lacl and BubR1
was determined in polytene chromosomes (A) and in interphase cells from brain squashes (B) by immunostaining with alacl (green) and aBubR1
(red). alacl signals indicate binding of NCenH3“P-lacl to the reporter construct. DNA was stained with DAPI.

doi:10.1371/journal.pone.0013747.9g007

treatment for 45 min at 37°C to the third-instar larvae stage.
After the last heat-shock treatment, larvae were left to recover at
25°C for 2 h prior to dissection. Brains were, then, incubated in
0.5 mg/ml colcemid in PBS for 1.5 h before fixation in 3.7%
formaldehyde. Neuroblasts squashes and immunostainings were
performed as described elsewhere [19,38] using rabbit poly-
clonal aCenH3™ (1:500), rabbit polyclonal aBubR1 (Rb666)
(1:1000) [39], mouse monoclonal aPolo (mab294) (1:100) [40],
rabbit o.CenpC polyclonal antibody (1:5000) [22], rabbit aRod
polyclonal antibody (1:200) [41], guinea pig oMEI-S332
polyclonal antibody (1:1000) [27] and mouse monoclonal alacl
(clone 9A5, Upstate) (1:150). For visualization, slides were
mounted in Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) containing
0.2 ng/ml DAPI (Sigma) and visualized by confocal microscopy
(Leica TCS SP2-AOBS).

Supporting Information

Figure S1 Tethering NCenH3-lacl to the ectopic white-reporter
of 157.1 flies induces silencing of the reporter gene. (A-E) The eye
phenotype of flies expressing the indicated fused proteins (+) is
compared to that of siblings where no fused protein is expressed
(—)- Results are presented only for male individuals.
Found at: do1:10.1371/journal.pone.0013747.s001
PDF)

(0.46 MB

Figure $2 In interphase nuclei, CenH3“"™-lacl incorporates to
centromeres. CenH3%™-lacI (A) and NCenH3“™-lacl (B) were
expressed in 757.1 flies carrying an ectopic white reporter
construct inserted at a distal position on the X-chromosome.
Localisation of the fused proteins was determined in interphase
cells from brain squashes of third instar larvae by immunostaining
with oaCenH3%™ (red) and olacl (green). In cells expressing
CenH3“™-lacI (A), all aCenH3™ signals co-localise with alacl,
indicating incorporation of CenH3%™P-lacI to centromeres. In
contrast, in cells expressing NCenH3“™-lacl (B), co-localisation is
restricted to two-spots (indicated by the arrows), reflecting binding
of the fused protein to the ectopic reporter construct.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013747.s002 (0.09 MB
PDF)

Figure 83 Motives Bl and B2 retain silencing competence. (A)
Amino acid sequence of the N-terminal domain of D. melanogaster
CenH3™P. Conserved sequence motives (Bl, B2 and B3) are
indicated. (B-E) The eye phenotype of 59.2 flies expressing the
indicated NCenH3“™P-lacI deletions (+) is compared to that of
siblings where no fused protein is expressed (—). Results are
presented for both female and male individuals. See Figure S4 for
a description of the constructs.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013747.s003 (1.45 MB
PDF)

Figure S4 Constructs used in these experiments. Schematic
representation of fused proteins used in these experiments. The
position of motives Bl, B2 and B3 is indicated. Numbers
correspond to amino acid positions on the corresponding
sequences. DNA-binding domain of lacl is indicated in red.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013747.s004 (0.02 MB
PDF)

Figure S5 Constructs used in these experiments target the
reporter construct in polytene chromosomes. Localisation of the
indicated constructs was determined in polytene chromosomes by
immunostaining with alacl (green). DNA was stained with DAPIL.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013747.s005 (0.15 MB
PDF)
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SUPPLEMENTAL FIGURES

A NCenH3¢ID B NCenH3Cse4 C NCenH3CENP-A
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Figure S1. Tethering NCenH3-lacI to the ectopic white-reporter of 157.1 flies induces
silencing of the reporter gene. (A-E) The eye phenotype of flies expressing the indicated fused
proteins (+4) is compared to that of siblings where no fused protein is expressed (—). Results are
presented only for male individuals.

A CenH3cP

Figure S2. In interphase nuclei, CenH3®-lacI incorporates to centromeres. CenH3°-lacl (A)
and NCenH3P-lacl (B) were expressed in 157.1 flies carrying an ectopic white reporter construct
inserted at a distal position on the X-chromosome. Localisation of the fused proteins was determined in
interphase cells from brain squashes of third instar larvae by immunostaining with a-CenH3°" (red) and
a-lacI (green). In cells expressing CenH3P-lacl (A), all o-CenH3® signals co-localise with o-lacl,
indicating incorporation of CenH3“P-lacI to centromeres. In contrast, in cells expressing NCenH3“P-lacl
(B), co-localisation is restricted to two-spots (indicated by the arrows), reflecting binding of the fused
protein to the ectopic reporter constru
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Figure S3. Motives B1 and B2 retain silencing competence. (A) Amino acid sequence of the N-
terminal domain of D. melanogaster CenH3°P®, Conserved sequence motives (B1, B2 and B3) are
indicated. (B-E) The eye phenotype of S9.2 flies expressing the indicated NCenH3P-lacI deletions (+) is
compared to that of siblings where no fused protein is expressed (—). Results are presented for both
female and male individuals. See Figure S4 for a description of the constructs.



A NCenH3%0-lacl B

1 22 64 7593 119 124
:?:?2:'%_ NCenH3C=4jacl
1 130
NCenH3CPA(B1+B2)-lacl L — |
1 11 119 124
B3
NCenH3CENP-A Jac]|
NCenH3CPAB3-lacl 1 40
1 29 64 75 93 118 124 | —
B1 B2
NH3-lacl
1 40
NCenH3CSPR/A-lacl  —
1 22 64 7593 119 124
B1 B2
119RRR/AAAI21
B3
NCenH3CPAR-lacl
1 22 64 75 93 118 122
B1 B2

NCenH3C¢PA(B1+B3)-lacl
1 1 75 93 118 124

B2

NCenH3CPA(B2+B3)-lacl
1 22 64

r:?l\/_

Figure S4. Constructs used in these experiments. Schematic representation of fused proteins used in these experiments. The position of motives B1, B2 and B3 is
indicated. Numbers correspond to amino acid positions on the corresponding sequences. DNA-binding domain of lacl is indicated in red.
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Figure S5. Constructs used in these experiments target the reporter construct in polytene
chromosomes. Localisation of the indicated constructs was determined in polytene chromosomes by
immunostaining with a-lacI (green). DNA was stained with DAPI.
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Summary

Centromere identity and function is determined by the
specific localization of CenH3 (reviewed in [1-7]). Several
mechanisms regulate centromeric CenH3 localization,
including proteasome-mediated degradation that, both in
budding yeast and Drosophila, regulates CenH3 levels and
prevents promiscuous misincorporation throughout chro-
matin [8, 9]. CenH3®ENP-A proteolysis has also been reported
in senescent human cells [10] or upon infection with herpes
simplex virus 1 [11]. Little is known, however, about the
actual mechanisms that regulate CenH3 proteolysis. Recent
work in budding yeast identified Psh1 as an E3-ubiquitin
ligase that mediates degradation of CenH3%%°* [12, 13], but
E3-ligases regulating CenH3 stability in metazoans are un-
known. Here, we report that the F box protein partner of
paired (Ppa), which is a variable subunit of the main E3-ligase
SCF [14-17], mediates CenH3°'? stability in Drosophila. Our
results show that Ppa depletion results in increased
CenH3C°'® levels. Ppa physically interacts with CenH3¢'P
through the CATD®'® that, in the fly, mediates Ppa-dependent
CenH3C'"° stability. Altogether, these results strongly sug-
gest that, in Drosophila, SCF”P? regulates CenH3°'° proteol-
ysis. Interestingly, most known SCF complexes are inactive
when, at mitosis, de novo CenH3°'P deposition takes place
at centromeres, suggesting that, in Drosophila, CenH3°'P
deposition and proteolysis are synchronized events.

Results and Discussion
Proteasome-Mediated Degradation Regulates CenH3¢'®
Levels
It is known that overexpression of CenH3 results in its misin-
corporation throughout chromatin [9, 18-20]. Our own pre-
vious studies showed that, in cultured Drosophila Kc cells,
transient overexpression of CenH3%'® induces mislocalization
through chromatin [9]. However, upon culturing of the cells,
CenH3°'P |ocalization is progressively restricted to centro-
meres through a process that involves proteasome-mediated
degradation, as it is prevented when cells are cultured in the
presence of proteasome inhibitors [9]. However, whether
endogenous CenH3°'®, or only the misincorporated overex-
pressed protein, is regulated by proteolysis remained to be
determined.

Here, we have addressed this question in the fly using two
temperature-sensitive (ts) mutations of the proteasome,
Pros26" and Prosp2, which carry T471 and G209R substitutions

*Correspondence: fambmc@ibmb.csic.es
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in the B6 and B2 subunits, respectively [21, 22]. In these exper-
iments, the patterns of CenH3°'® localization were determined
in brain squashes obtained from third-instar Pros267/+ and
Pros(2/+ heterozygous larvae, because both mutations are
homozygous lethal. Control wild-type (WT) flies show a distinct
punctuated pattern of CenH3°'P localization that reflects
centromeric localization and is not altered when larvae are
raised at nonpermissive temperature, 29°C (Figure 1A). On
the other hand, at 29°C, approximately 8% of Pros26'/+ cells
(n = 6,566) show a diffuse o.CenH3°'® staining, which is not
observed at permissive temperature, 25°C (0%, n = 3,250)
(Figure 1B). This difference is statistically significant: p <
0.0001. Similar results were obtained when Prosp2/+ flies
were analyzed (Figure 1C). Prosp2 is a stronger ts mutation,
so that Pros(2/+ individuals die early during larval develop-
ment at 29°C. In this case, however, a significant percentage
of cells show diffuse aCenH3®'"® staining even at 25°C (7%,
n = 2,632) but not at 18°C (0.12%, n = 3,255) (Figure 1C). Alto-
gether, these results show that mutations impairing protea-
some functionality result in increased CenH3°"® levels and
delocalization through chromatin, indicating that proteolysis
also regulates endogenous CenH3°'°, Western blot analyses
strongly suggest that CenH3°'C is directly targeted for protea-
some-mediated degradation because CenH3°® species of
high molecular weight, compatible with conjugation of one or
two ubiquitin molecules, are detected in extracts prepared
from proteasome mutant larvae (Figure 1D).

CenH3C'® Interacts with the F Box Protein Partner of Paired
A yeast two-hybrid screen performed to search for proteins
capable of binding the N-terminal domain of CenH3°P
(NCenH3°'P) identified an interaction with partner of paired
(Ppa), an F box protein that is a variable component of the
E3-ubiquitin ligase SCF [14-17]. One of the 18 different positive
clones identified in this screen, Ppa''3, corresponds to a trun-
cated form of Ppa that retains the last three leucine-rich
repeats, which are known to mediate specific recognition of
the substrate [16, 23, 24]. As judged from growth in the
absence of leucine (Leu—), which detects positive interactions,
Ppa''? interacts with NCenH3C°'® (Figure 2A).

CenH3°'P-Ppa interaction was confirmed in vitro by gluta-
thione S-transferase (GST) pull-down assays, because GST-
CenH3°'® interacts very efficiently with Ppa (Figure 2B, lane
3 in upper panel) and, vice versa, CenH3°'® was strongly
bound by a GST-Ppa fusion (Figure 2B, lane 3 in lower panel).
In addition, these experiments also show that Ppa interacts
both with NCenH3®'® (Figure 2B, lane 5 in upper panel), as
well as with the HFD of CenH3®'® (HFDCenH3®'®) (Figure 2B,
lane 4 in upper panel). Binding to HFDCenH3C'P is, however,
significantly stronger than to NCenH3°'®, indicating that,
though CenH3°'P-Ppa interaction involves several determi-
nants, the main one resides within HFDCenH3°'P.

To test whether Ppa also binds CenH3°'® in a nucleosomal
context, we performed similar GST pull-down assays using
nucleosomes obtained from a stable S2 cell line overex-
pressing a CenH3°'P-TAP fusion. Bulk nucleosomes, which
contain only a minor proportion of CenH3°'® nucleosomes,
were prepared by micrococcal nuclease digestion, purified


http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2011.07.041
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2011.07.041
mailto:fambmc@ibmb.csic.es

Ppa Regulates CenH3°'® Stability
1489

Pros267
aCenH3cI0

wrt
aCenH3cP

B
25°C

DAPI

DAPI

merge

25°C

29°C

29°C

Figure 1. CenH3C'P Is Regulated by Proteolysis

(A-C) CenH3C®™ |ocalization was determined by immu-
nostaining with oCenH3°'"® antibodies (in red) in brain
squashes from control wild-type (WT) larvae (A) and
heterozygous larvae for two temperature-sensitive (ts)
mutations of the proteasome, Pros26’ (B) and Prosg2
(C), raised under permissive (upper panels) or nonper-
missive conditions (lower panels). DNA was stained
with DAPI. Arrows indicate cells showing increased
CenH3°'® content and delocalization.

(D) Protein extracts were prepared from Pros32 mutant

merge

- - larvae raised under permissive (lanes 1 and 2) or nonper-

C Prosj2 D 1 2 3 4 missive conditions (lanes 3 and 4), and increasing
DAPI aCenH3c® merge amount of extracts were analyzed by western blot using
specific «CenH3°'® antibodies. Bands of low electro-

phoretic mobility showing molecular weight increments

55— e o compatible with the conjugation of one (CenH3°'°-Ub)

40— ~ —— 4 CenH3%-2Ub  and two ubiquitin molecules (CenH3%'P-2Ub) are indi-
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lower electrophoretic mobility that, showing increments
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by sucrose gradient centrifugation, and assayed for bind-
ing to GST-Ppa. Under these conditions, nucleosomes bound
to GST-Ppa are highly enriched in CenH3°'® in comparison to
H3 (Figure 2C, lane 2 in upper panel), indicating that GST-Ppa
preferentially binds CenH3®® nucleosomes over canonical
H3-containing nucleosomes. Note that H2A is also detected
in the pull-down material, confirming binding to nucleo-
somes. Binding of Ppa to CenH3®® nucleosomes largely
depends on CATD®'®, a divergent L1/«2 region of the HFD
that, both in humans and flies, determines centromeric
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correspond to CenH3°'® species carrying an additional

unidentified modification. The position corresponding
to selected molecular weight markers (kDa) is indicated.

localization of CenH3 [25, 26] and mediates interaction with
other constitutive centromere/kinetochore components [27],
specific chaperones [28-30], and, in particular, Psh1, an
E3-ubiquitin ligase that regulates CenH3Cs**P stability in
budding yeast [12, 13]. As shown in Figure 2C (lane 2 in lower
panel), GST-Ppa does not efficiently bind nucleosomes
obtained from a stable S2 cell line overexpressing a TAP-
tagged CenH3®'°:CATD"® chimera, where CATD®® was re-
placed by the corresponding region of canonical histone
H3, CATD"S,

Figure 2. CenH3®P Interacts with the F Box
Protein Ppa

(A) A yeast two-hybrid assay of the interaction
between the N-terminal domain of CenH3°'P
(NCenH3°®) and Ppa''®, a truncated form of
Ppa that retains the last three leucine-rich
repeats, is presented (row NCenH3°'®/Ppa'’3).
Row POZ/POZ corresponds to a positive control
and the rest are negative controls. See Supple-
mental Experimental Procedures for details.
Twenty microliters of cultures carrying the indi-
cated constructs were platted on Leu+ (left)
and Leu— (right) plates at a cell density of 2 x
10° cells/ml (lanes 1) and serial 10-fold dilutions
(lanes 2-5). Positive interactions are detected
by growth in the absence of leucine (Leu—).

(B) Glutathione S-transferase (GST) pull-down
assays of the CenH3%"°-Ppa interaction. Full-
length Ppa (upper panel) and CenH3°'® (lower
panel) were S%-labeled by in vitro coupled tran-
scription/translation and subjected to binding by
the indicated GST-fused proteins (lanes 2-5).
Lane 1 shows 10% of the input protein.

(C) GST pull-down assay of the interaction
between Ppa and CenH3®°-containing nu-
cleosomes. Bulk nucleosomes obtained from
stable S2 cell lines overexpressing TAP-tagged
CenH3°'® (upper panel) and CenH3°'P:CATD"®
(lower panel) were assayed for binding to GST-
Ppa (lane 2) and GST alone (lane 3). Histone
composition of bound nucleosomes was deter-
mined by western blot using «TAP (top), «H3
(center), and oH2A antibodies to detect
CenH3C'P-TAP, H3, and H2A, respectively. Lane
1 shows 10% of the input nucleosomes.

H3 ——
1
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Figure 3. Ppa Depletion Increases CenH3°'® Levels

(A) On the left, CenH3C'P localization was determined by
immunostaining with «CenH3°'® antibodies (in red) in
brain squashes from knockdown ppa™4@ |arvae,
where depletion of Ppa was induced by the elav-GAL4
driver (n = 8,166) and from control ppa”™™4®@ |arvae,
where no depletion was induced (upper panel) (n =
1,825). DNA was stained with DAPI. Arrows indicate cells
showing increased CenH3®® content and delocaliza-
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tion. See also Figure S1A for results obtained when

e\a“ &2 depletion was induced by 69B-GAL4 (n = 6,241) and
- sca-GAL4 drivers (n = 3,968). Quantitative analysis of
pparii the results is shown on the right, where the percentage
of cells showing delocalized CenH3°® is presented

when Ppa depletion was induced by the indicated

GAL4-drivers and when no depletion was induced
(control). Error bars are standard deviation (SD). See
also Figure S1 and Figure S2.

(B) Ppa depletion increases expression of a CenH
YFP fused protein. CenH3®°-YFP was specifically
overexpressed at the posterior compartment in wing
imaginal discs by crossing flies carrying a UASgai4/
CenH3°'P-YFP construct to flies carrying an en-GAL4
driver. Overexpression was induced in control (left) or
in knockdown ppa”™™4i®) flies (right), where en-GAL4

3CID_

induces both expression of CenH3°'°-YFP and depletion of Ppa at the posterior compartment. CenH3°'°-YFP localization was determined by direct
fluorescence visualization. Images taken at two magnifications (63x and 126 x) are shown. Regions corresponding to the images taken at the higher magni-

fication are indicated.

Ppa Regulates CenH3C¢'° Stability
Results reported above suggest that Ppa might be involved in
proteolytic degradation of CenH3°'P, To test this hypothesis,
we used ppa™ 4@ knockdown transgenic flies, which carry a
UASgaLs construct expressing a synthetic hairpin from the
coding region of ppa that, upon crossing to flies expressing
GAL4, generates siRNAs to silence ppa expression.
ppa™4i@ significantly reduces ppa mRNA levels (see Supple-
mental Experimental Procedures available online for details).
As shown in Figure 3A and Figure S1A available online,
depletion of Ppa results in increased CenH3°'® levels and
delocalization through chromatin. In these experiments, Ppa
depletion was induced ubiquitously, by crossing ppa™N4i to
flies carrying a 69B-GAL4 driver, or specifically at larval brains,
by crossing to flies carrying elav-GAL4 or sca-GAL4 drivers,
and the pattern of CenH3®'P localization was determined in
brain squashes by immunostaining with specific «CenH3°'P
antibodies. In all cases, a significant percentage of cells
showed increased levels and delocalization of CenH3°'® (Fig-
ure 3A, right). Similar results were obtained when an indepen-
dent ppa™ 4™ knockdown line was used (Figure S2). These
effects are the consequence of Ppa depletion, because no
delocalization is observed in any of the parental ppa™NA
knockdown lines, the GAL4-drivers used, or when RNAi is hy-
peractivated in control GFP?NA flies, expressing siRNAs
against GFP (Figure 3A; Figures S1B, S1C, and S2).
Overexpression experiments confirmed the contribution of
Ppa to the regulation of CenH3°'® stability (Figure 3B). In these
experiments, flies carrying a UASga4 construct expressing
a tagged CenH3®P-YFP form were crossed to flies carrying
an en-GAL4 driver, where GAL4 is specifically expressed in
the posterior compartment, so that, in wing imaginal discs,
CenH3C°'P-YFP overexpression is specifically induced in the
posterior compartment. Under these conditions, a vast ma-
jority of cells in the posterior compartment show a punctuated
pattern of CenH3%'°-YFP localization that reflects targeting to
centromeres, with only few cells showing diffuse CenH3°'P-
YFP localization throughout chromatin (Figure 3B, left). Strong

CenH3®°-YFP delocalization is observed, however, when
overexpression is performed in ppa™™ knockdown flies,
where en-GAL4 induces CenH3°'P-YFP overexpression and,
at the same time, Ppa depletion in the posterior compartment.
In this case, a large proportion of cells shows high CenH3'°-
YFP levels and delocalization throughout chromatin (Figure 3B,
right). Concomitantly, in adult flies, specific wing phenotypes
are observed in the posterior compartment only when
CenH3CP-YFP overexpression is combined with Ppa deple-
tion (Figure S3), indicating that, only under these conditions,
normal cell functioning is compromised. As judged by western
blot analysis, ubiquitous Ppa depletion increases CenH3°'P-
YFP levels by approximately 2-fold (Figure 4B, lanes 1 and 2).

The CATD®'® Mediates Ppa-Dependent CenH3°'® Stability

Next, we asked whether CATD®'®, which mediates CenH3°'P-
Ppa interaction in vitro (Figure 2C), regulates Ppa-dependent
CenH3C'P stability in the fly. To address this question, we
performed similar overexpression experiments as those
described in Figure 3B, using transgenic flies expressing an
YFP-tagged CenH3°'P:CATD"® chimera, where CATD®® is
replaced by CATD"3. As judged by direct fluorescence visual-
ization and western blot analysis, CenH3°'P:CATD"® is ex-
pressed to significantly higher levels than CenH3°'® (Figure 4A,
compare control in panels CenH3°'® and CenH3®'P:CATD"S;
Figure 4B, compare lanes 1 and 3), indicating that CATD®'®
downregulates CenH3°'® stability. In good agreement with
these results, expression of an H3:CATD®'® chimera, where
CATD"™ is replaced by CATD®™, is drastically reduced by
approximately 9-fold in comparison to H3 (Figure 4C, compare
control in panels H3 and H3:CATD®®; Figure 4D, compare
lanes 1 and 3). These effects do not reflect variable expression
of the constructs as a result of the different chromosomal
locations where they are inserted, because two independent
transgenic lines were analyzed for each construct, showing
similar results. Most important, the contribution of CATD®'P
to the regulation of CenH3®'P stability depends on Ppa,
because its depletion strongly increases expression of
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(A) Overexpression of CenH3°'P-YFP (left) and CenH3°'P:CATD"-YFP (right) was induced by en-GAL4 in control flies or in knockdown ppa™™4i" flies, where
en-GAL4 induces both expression of the YFP-tagged proteins and depletion of Ppa at the posterior compartment. Protein localization was determined by

direct fluorescence visualization.

(B) Western blot analysis of the levels of expression of CenH3°'°-YFP (lanes 1 and 2) and CenH3°'°:CATD"3-YFP (lanes 3 and 4) in control (lanes 1 and 3) and
ppa”™™Mi() |aryae (lanes 2 and 4). Overexpression of the various constructs and depletion of Ppa was ubiquitously induced by crossing to flies carrying
an Act5C-GAL4 driver. oGFP antibodies were used for detection of the YFP-tagged proteins (YFP*). For loading control, aHP1c antibodies were used.
The position corresponding to the indicated molecular weight markers (kDa) is indicated. Quantitative analysis is shown at the bottom. Error bars are SD.

(C) As in (A), but for H3-YFP (left) and H3:CATDC'°-YFP (right).

(D) As in (B), but for H3-YFP (lanes 1 and 2) and H3:CATD®'P-YFP (lanes 3 and 4). Notice the different y axis scales used for H3-YFP and H3:CATD®'°-YFP and
with respect to CenH3°'°-YFP and CenH3°'°:CATD"-YFP. See also Figure S3 and Figure S4.

constructs carrying CATD®'P (i.e., CenH3°'® and H3:CATDC®'P),
whereas it has no significant effect on expression of con-
structs carrying CATD"® (i.e., H3 and CenH3®'P:CATD™) (Fig-
ure 4). Additional determinants appear to contribute to
CenH3°'P stability, because H3:CATDC® is expressed to
higher levels than CenH3°'® (compare Figure 4B, lane 1, and
Figure 4D, lane 3) and Ppa depletion slightly increases
CenH3C'P:CATDM® levels (Figure 4B, lanes 3 and 4). At this
respect, it must be noted that, as shown by yeast two-hybrid
and GST pull-down assays, Ppa also interacts with the
N-terminal domain of CenH3°' (Figures 2A and 2B).
Altogether, these results indicate that Ppa-dependent
stability of CenH3®'® is largely mediated by CATD®'P. Most
remarkably, in budding yeast, CATD®***? has also been shown
to mediate interaction with Psh1 and proteolytic degradation
of CenH3%s**P [13], suggesting that a conserved function of
CATD is to regulate CenH3 stability. CATD has also been impli-
cated in targeting CenH3 to centromeres [25, 26]. As a matter
of fact, CenH3®P:CATD"® mislocalizes through chromatin
(Figure S4). It must be noted, however, that H3:CATD®'® shows
diffuse localization throughout chromatin (Figure S4) indi-
cating that, in Drosophila, CATD®® is necessary but not
sufficient for targeting CenH3®'® to centromeres, which is in
contrast to what is observed in human cells, where
CATD®®"PA is both necessary and sufficient for targeting
CenH3%®"PA to centromeres [25]. These observations suggest

that, in Drosophila, other determinants also contribute to
centromeric localization of CenH3°'P. Actually, in budding
yeast, H3 constructs capable of rescuing lethality associated
to a cse44 deletion carry, in addition to CATD®S®*?, a short
region of helix 3 and the complete N-terminal domain [31].
Alternatively, considering that CenH3°'P-Ppa interaction
appears to involve several determinants, it is possible that
chimeric proteins carrying only CATD®'® are not sufficiently
downregulated and, therefore, are deposited throughout
chromatin.

General Considerations and Implications
Results reported here show that, in Drosophila, the F box
protein Ppa regulates CenH3°'C stability. Ppa is a component
of SCF [14-17], a main E3-ubiquitin ligase complex that incor-
porates different F box proteins as variable subunits for
specific recognition of the substrate and mediates degrada-
tion of key cell-cycle regulators (reviewed in [23, 24]). Several
observations strongly favor that SCFFP® may be directly
involved in the regulation of CenH3®'® proteolysis, because
Ppa physically interacts with CenH3°'® and binding of Ppa to
CenH3°'® nucleosomes is mediated by CATDC'® that, in the
fly, regulates CenH3°'® stability in a Ppa-dependent manner.
Interestingly, in Drosophila syncytial embryos, de novo
CenH3°'® deposition at centromeres occurs at anaphase
[32], which is precisely when most known SCF complexes
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are not active [23, 24]. In this scenario, it is tempting to specu-
late that proteolytic degradation and centromeric deposition
of CenH3C'P are tightly synchronized. It is possible that, at
interphase, SCF™P? regulates CenH3°'P levels to prevent its
promiscuous incorporation during DNA replication or at sites
of high histone turnover. In this model, newly synthesized
CenH3°'P becomes available for deposition when, at mitosis,
CenH3°'Pis no longer regulated by SCFFP2. Most interestingly,
in human cells, centromeric CenH3%*"P* deposition also
occurs at late anaphase/early G1 [33, 34], suggesting that
SCF-mediated proteolysis could be a general mechanism to
regulate CenH3 deposition. At this respect, it must be noted
that in budding yeast, where centromeric CenH3°%%*? deposi-
tion occurs during DNA replication after all preexisting
CenH3°%** has been evicted from centromeres [35], a different
E3-ligase, Psh1, has been shown to regulate CenH3°se*"
stability [12, 13]. In fission yeast, CenH3°"P" deposition also
occurs both at S and in late G2 [36]. It is possible that SCF
regulates CenH3 stability only in metazoans, where CenH3
deposition is replication independent [37-39]. It is also pos-
sible that, both in yeasts and metazoans, various E3-ligases
regulate CenH3 stability. As a matter of fact, CenH3%e*"
degradation is not fully abolished in a psh14 strain [12, 13].

Supplemental Information

Supplemental Information includes four figures and Supplemental
Experimental Procedures and can be found with this article online at
doi:10.1016/j.cub.2011.07.041.
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Figure S1, Related to Figure 3.

Ppa depletion increases CenH3°"P levels. CenH3®" localisation was determined by
immunostaining with aCenH3%P antibodies (in red) in brain squashes from: (A)
knockdown ppa™ @ |arvae, where depletion of Ppa was induced by 69B-GAL4
(upper panel) (N= 6241) or sca-GAL4 drivers (lower panel) (N= 3968); (B) 69B-GAL4
larvae (N=937), and (C) control GFP™* |arvae where expression of siRNAs against
GFP was induced by elav-GAL4 (upper panel) (N= 627) or sca-GAL4 drivers (lower
panel) (N= 536). DNA was stained with DAPI. Arrows indicate cells showing
increased CenH3°'® content and delocalisation.
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Figure S2, Related to Figure 3.

Ppa depletion induced by an independent ppa™ " mutation shows also increased
CenH3%"P expression and delocalisation. As in Figures 3A and S1A, but with an
independent ppa™ " knockdown line. (N= 1825 (control), 10347 (69B-GAL4), 2590
(elav-GAL4) and 1280 (sca-GAL4)).
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Figure S3, Related to Figure 4.

Over-expression of CenH3-YFP at the posterior compartment causes specific wing
defects only when combined with Ppa depletion. CenH3“°-YFP was specifically
over-expressed at the posterior compartment in wing imaginal discs by crossing flies
carrying a UASga4/CenH3°P-YFP construct to flies carrying an en-GAL4 driver.
Over-expression was induced in control (wt) flies (A) or in knockdown ppa™*" flies
(B), where en-GAL4 induces both expression of CenH3°P-YFP and depletion of Ppa
at the posterior compartment. Adult wings were prepared from flies kept in 75%
ethanol, 25% glycerol solution for at least 24h at room temperature. Flies were
washed in PBS, wings dissected and immediately mounted in Fauré's medium under
gentle pressure. Images were collected using a 4X objective lens of a Nikon E-600
microscope equipped with an Olympus DP72 camera and CellF software. In B,
specific wing phenotypes are observed, including lack of anterior cross-vein and
defects on vein L5 and posterior cross-vein (indicated by the arrows). In addition,
wings are smaller in size, showing a highly reduced posterior compartment. The
position of the anterior/posterior border is indicated.
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Figure S4, Related to Figure 4.

CATDCP is necessary but not sufficient for centromeric localisation. Over-expression
of the indicated YFP-tagged proteins was induced by en-GAL4 in wild-type flies and
their patterns of localisation determined by direct fluorescence visualisation. DNA
was stained with DAPI. In the case of H3-YFP, images were taken at 1/4th the laser
intensity used for the rest of constructs.



Supplemental Experimental Procedures
Constructs and Antibodies

NCenH3°"® and HFDCenH3°"P correspond to residues 1 to 123, and 124 to 225 of
CenH3°®, respectively. To obtain CenH3°P:CATD"®, residues 161 to 200 of
CenH3°® were substituted by aminoacids 76 to 113 of histone H3. And vice versa,
to obtain H3:CATD®P aminoacids 76 to 113 of histone H3 were substituted by
aminoacids 161 to 200 of CenH3°"P.

Rabbit polyclonal aCenH3°P and rat polyclonal aHP1ic antibodies are
described in [1] and [2], respectively. Rabbit polyclonal oTAP was from Open
Biosystems (CAB1001), rabbit polyclonal aH3 from Cell Signaling (9715), rabbit
polyclonal aH2A from Abcam (ab13923) and mouse monoclonal aGFP from Roche.

Fly Stocks

Pros26', obtained from Bloomington Stock Center (stock number 6182), and ProsB2,
a gift from Dr. J. M. Belote, are described in [3, 4]. ppa™ ™™ and ppa™"?
correspond to lines 9952R-2 from NIG-FLY and 29903 from VDRC, respectively.
GFP™ ' line was provided by Dr. Espinas. 69B-GAL4, elav-GAL4, sca-GAL4, en-
GAL4 and Act5C-GAL4 lines are described in Bloomington Stock Center. For over-
expression experiments, the various constructs used were fused at C-terminus to
YFP using pEYFP-N1 vector (Clontech), and then transferred to pUAST vector to
generate transgenic lines according to standard procedures by injection of the
corresponding construct in w;+/+,;+/+ flies.

To analyse the efficiency of Ppa depletion in ppa™ flies, the relative levels of
ppa mRNA, with respect to actin5C mRNA, were determined by gRT-PCR for control
wild-type flies, and ppa™A" and ppa™ @ knockdown flies, where Ppa depletion was
induced by sca-GAL4 and elav-GAL4 drivers, respectively. Total RNA was extracted
with Trizol (Invitrogen) from 50 third-instar larvae brains and purified using the
RNeasy Mini Kit (Quiagen). For quantitative RT-PCR, cDNA was synthesized from
1ug of total RNA using oligodT and the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche), and analysed by real-time qPCR using LightCycler 480 DNA SYBR Green |
Master (Roche). Real-time PCR data were analyzed using the 2"**“ method. Primers
were: Ppa, > CCCTGTCCCTCAATCAGTGC® and °CGATCTTTAGCATGCCGTGA?;
Act5C ° GCGCGGTTACTCTTTCACCA® and °ATGTCACG GACGATT TCACG®. In
ppa ™" and ppa™ @ knockdown flies, ppa mMRNA levels were reduced to 73% and
63% the original levels, respectively.

Yeast Two-Hybrid Assays

Yeast two-hybrid screen was performed in strain EGY48 (MATe, his3, trp1, ura3,
LexAqpxe—LEUZ2) that carries six copies of the LexA operator at the regulatory region
of a LEUZ reporter. EGY48 cells were sequentially transformed. First, we introduced
pLexNCenH3'®, where NCenH3°'® was fused at C-terminus to the prokaryotic LexA
DNA-binding domain using a modified pLexA vector (Pharmacia), and then, selected
transformants were grown and transformed with 10ug of the RFLY1 library [5], a
Drosophila embryonic cDNA (0-12h) library fused at C-terminus to the B42 activation
domain, in which the expression of fused proteins is driven by the inducible yeast
GAL1 promoter. Colonies were grown on minimal medium containing 2% galactose
and 1% raffinose as carbon source, and lacking leucine (-Leu) to select those



harbouring interacting proteins. One out of the 18 different positive clones identified
(clone Ppa''®) corresponded to a truncated cDNA encoding the last 92 residues of
Ppa. To verify the specificity of the interaction we co-transformed EGY48 cells with
pLexNCenH3“"® and Ppa''®. Cells were grown to a density of 2x10° cells/ml, and
20ul of the culture and four serial 10-fold dilutions were plated on Leu+ and Leu-
plates. As negative controls, we transformed both constructs alone (rows Ppa''® and
NCenH3°"® in Figure 2A) and we co-transformed pLexNCenH3°"° and pJG4-5, a
plasmid expressing only the B42 activation domain (row NCenH3°'°/B42 in Figure
2A). As positive control, we used constructs of the POZ domain of GAGA (row
POZ/POZ in Figure 2A), which are described in [6].

GST Pull-Down Assays

For pull down assays, GST fusion proteins were bound to Glutathione Sepharose-4B
beads, equilibrated in binding buffer (25mM HEPES pH 7.5, 150mM KCI, 12.5mM
MgClz, 20% glycerol, 0.1% NP40, 0.15mg/ml BSA, 1mM DTT), and incubated for 1h
at room temperature with the corresponding *°S - labelled proteins that were
produced in vitro, using the TNT - coupled reticulocyte lysate system (Promega).
Beads were washed four times with 1ml of 20mM Tris—HCI pH 8.0, 100mM NaCl,
imM EDTA, 0.5% NP40, and bound proteins analysed on SDS-PAGE gels by
autoradiography.

When GST-pull down assays were performed with mononucleosomes, we
used stable S2 cell lines over-expressing CenH3°°-TAP or CenH3“°:CATD™-TAP,
where the corresponding constructs were fused at C-terminus to TAP using pMK33-
CTAP vector [7], and over-expression is under the control of a Cu-inducible
promoter. After induction with 0,5mM CuSOQ, for 24h, approximately 2.5x10° cells
were harvested and bulk nucleosomes were obtained by micrococcal nuclease
(Sigma) digestion of purified nuclei. Mononucleosomes were purified on 10-35%
linear sucrose gradients (100mM NaCl, 5mM HEPES pH 7.9, 0.2mM EDTA) by
centrifugation on Beckman SW32 rotor at 27000 rpm for 16h at 4°C. Pull downs
were performed as described in [2]. Briefly, 10ug of GST-Ppa were bound to
Gluthatione Sepharose-4B beads in 350ul of pull down buffer (100mM NaCl, 5mM
HEPES pH 7.9, 0.2mM EDTA, 0.1% NP40, imM DTT, 0.1mM PMSF) and then
incubated with 100ul of purified mononucleosomes for 2h30min at 4°C. After
incubation beads were washed five times for 5min at 4°C in the same buffer, eluted
with SDS-PAGE loading buffer and analysed by Western blot.

Fluorescence Microscopy Analysis

For experiments with ts-proteasome mutants, crosses were kept for 24h at
permissive temperature (18°C for ProsB2/TM3, and 25°C for Pros26'/TM3 and wild
type flies) and, after removing adult flies, shifted to the restrictive temperature (25°C
for ProsB2/TM3, and 29°C for Pros26'/TM3 and wild type flies) until larvae reached
the third-instar stage. For experiments with knockdown ppa™" lines, crosses were
left at 29°C until third-instar larvae stage.

Brains were dissected in 0.7% NaCl, and after an hypotonic treatment with
0.5% sodium citrate for 10min, were fixed in 3.7% formaldehyde for 30min. Brain
squashes were performed by standard methods [8]. For immunostaining, brain
squashes were blocked in PBS, 0.1% Triton X-100, 1% milk for 1h at room
temperature, incubated overnight at 4°C with «CenH3°"® (1:300) in blocking buffer,



washed twice and incubated with rabbit aCy3 conjugated antibody (1:400; Jackson
Immunoresearch laboratories) in blocking buffer. For visualization, slides were
mounted in Mowiol (Calbiochem-Novabiochem) containing 0.2ng/ul DAPI (Sigma).
Images were collected with an Olympus DP72 camera mounted on a Nikon Eclipse
E-800 inverted microscope with a 40x objective lens. Acquisition parameters were
controlled by CellF software and images were analysed with Adobe Photoshop.

Wing imaginal disc were dissected in PBS, fixed in PBS, 4%
paraformaldehyde for 20min at room temperature, washed in PBS, 0.3% Triton X-
100 three times for 5min and once in PBS for 10min, incubated for 30min at room
temperature with 0.02ng/ul DAPI in PBS, washed for 5min in PBS, 0.3% Triton X-
100 and mounted in Mowiol (Calbiochem-Novabiochem). GFP fluorescence was
visualized directly in a Leica TCS/SPE confocal microscope equipped with LAS/AF
software. Images were analyzed with Imaged software.

Western Blot Analysis

Western blot analyses of GST-pull down assays were performed using oTAP
(1:2500), aH3 (1:2500) and aH2A (1:2500) antibodies. When levels of YFP-fusion
proteins were analysed, flies carrying the different YFP-constructs were crossed to
flies carrying Act5C-GAL4 driver and protein extracts were prepared from a mixture
of brains, imaginal discs and salivary glands, and analysed by Western blot with
oGFP (1:2000) and aHP1c (1:10000) antibodies. Quantitative analyses were carried
out with a GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad) and Quantity One software.
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RESUM DELS RESULTATS

En els capitols 1 i 2 d‘aquesta Tesi es presenten dos treballs que han tingut com
objectiu la identificacid i caracteritzaci6 de noves proteines centromeériques a Drosophila
melanogaster. En el capitol 1 es descriu com s’ha realitzat la purificacid i posterior identificacid
de les proteines associades als nucleosomes de CenH3“°. En aquest mateix capitol també
s’analitza el patrd de localitzacié d’una de les proteines identificades, la proteina codificada pel
gen CG8289. En treball del capitol 2 s’estudia el patré de localitzacié de la proteina dBAF,
també identificada en les nostres purificacions; aixi com també la seva contribucié en la funcid
centromérica. En resum, s’ha observat que dBAF es localitza als centromers dels cromosomes
metafasics i intervé en la deposicid i/o estabilitzacid de la proteina centromérica CENP-C.
Aguesta darrera observacid és molt rellevant perqué fins al moment no es coneixia cap factor
implicat en la deposicié de CENP-C en cap organisme.

Per altra banda, en el capitol 3 es presenta un treball en el que s’ha analitzat la
contribucié del domini N-terminal de CenH3“® en I'assemblatge del cinetocor. Concretament,
s’ha observat que un domini ric en arginines dins del domini N-terminal de CenH3“® permet el
reclutament de BubR1, una proteina conservada del punt de control de mitosi. A més, també
s’ha vist que la contribucié del domini N-terminal en el reclutament de proteines del cinetocor
esta evolutivament conservada.

Per altim, en el darrer capitol es presenta un treball en el que s’ha confirmat la
contribuci6 de la proteina F-box Ppa en [Iestabilitat de CenH3“®. Ppa reconeix
especificament el domini CATD de CenH3“P, induint la poliubiquitinacié i posterior

degradaci6 d’aquesta variant via proteosoma.

1. Identificacid6 de noves proteines centromeériques a Drosophila

melanogaster

Per tal d’identificar noves proteines centromeériques a Drosophila vam realitzar la
purificacié i posterior identificacié per espectroscopia de masses de les proteines associades als
nucleosomes de CenH3“P, En total es va identificar un cinquantena de proteines de les quals
se’n van seleccionar vuit com a possibles candidates a estar relacionades amb els centromers.
A continuacid, per tal d’analitzar el patrd de localitzacié cel-lular de les proteines seleccionades,
es van transfectar transitoriament a ceél-lules SL2 els plasmidis que permetien I'expressié de
les proteines fusionades als tags FLAG-HA o bé TAP a C-terminal. Per tres de les vuit proteines
es van observar patrons de localitzacio cel-lular molt interessants. Concretament, per les
proteines de fusio CG8289-FLAG-HA i RpL22-FLAG-HA es va observar en interfase un
comportament bastant similar, I'acumulacié de la proteina de fusié a una regié concreta del
nucli i molt propera als cliusters de CENP-C. Per contra, en cromosomes mitotics no es va

detectar senyal especifica per les proteines de fusid.
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Per altra banda, per la proteina BAF-FLAG-HA es va detectar que s'acumula propera als
centromers dels cromosomes mitotics. En canvi, a interfase es localitza difosa per tot el nucli.

En el treball del capitol 1 es va continuar amb la caracteritzaci6 de la proteina
codificada pel gen CG8289. En primer lloc, es va analitzar el seu patré de localitzacié a
cel-lules SL2. Concretament, es va observar que la proteina s'acumula propera als clisters de
CENP-C i que sovint aquestes acumulacions colocalitzen amb el senyal per la proteina HP1a.
Curiosament, en neuroblastos es va observar un comportament forga similar, acumulacions de
la proteina que tenen associats clusters de CENP-C. En darrer lloc, es va determinar el seu
patré de localitzacié a cromosomes politénics, detectant un enriquiment per la proteina en el

cromocentre i els telomers.

2. Drosophila Barrier-to-Autoinegration factor (dBAF) es localitza als

centromers i és necessaria per I'assemblatge de CENP-C

Inicialment en aquest treball, es va observar que la proteina dBAF es localitza a
I'hneterocromatina de les cél-lules SL2 en interfase, ja que el seu senyal colocalitza amb el
d'HPl1a i en canvi, exclou el d'HPic, isoforma d'HP1 que es localitza basicament a
I’eucromatina. Tanmateix, un cop iniciada la mitosi aquesta es localitza exclusivament en els
centromers dels cromosomes metafasics. La interacci6 de dBAF amb la cromatina
centromérica esta regulada pel seu estat de fosforilacié. Mitjangant I'expressié de la forma
mutant de dBAF que no es poden fosforilar i de la forma mutant mimética per la fosforilacid
de dBAF, vam determinar que la fracci6 de dBAF unida als centromers dels cromosomes
metafasics no esta fosforilada.

Per altra banda, vam detectar que la sobreexpressié del dominant negatiu dBAF-YFP
disminueix els nivells centromeérics de CENP-C sense afectar significativament els nivells de
CenH3“®. A més, es va observar un increment significatiu del percentatge de cél-lules amb
alt contingut de DNA, indicant que la sobreexpressié d’aquesta construccié indueix una
aturada del cicle a G2/M. En canvi, la sobreexpressié de la construccié funcional YFP-dBAF

no afecta els nivells de CENP-C i de CenH3¢P

en els centromers ni la progressié del cicle
cel-lular. Paral-lelament, la depleci6 de dBAF en cél-lules SL2 també produeix una
disminucié significativa dels nivells de CENP-C en els centromers, induint lleugers defectes
en la segregaci6 cromosomica i en la divisid cel-lular. En conjunt, totes aquestes
observacions suggereixen que dBAF intervé en |'assemblatge i/o estabilitzacié de CENP-C en
els centromers.

Per altra banda, els nostres experiments de co-immunoprecipitacid mostren que dBAF i
CENP-C interaccionen i que aquesta interaccié depén de l'estat de fosforilacio de dBAF. En
concret, CENP-C interacciona preferentment amb dBAF no fosforilat. Alhora, aquesta interaccio
també depen del RNA, ja que és sensible al tractament amb RNasa. A més, de forma similar

que en cel-lules humanes (Wong et al., 2007), I'assemblatge i/o estabilitzacié6 de CENP-C en
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els centromers de Drosophila també depéen del RNA, ja que al tractar les cél-lules amb RNasa
els nivells de CENP-C en els centromers es veuen greument reduits, sense afectar els nivells
de CenH3®P. Totes aquestes observacions suggereixen que dBAF podria formar part d'un
complex nucleoproteic que permet la deposicié i/o posterior estabilitzaci6 de CENP-C en els

centromers.

3. Un domini conservat ric en arginines dins del domini N-terminal de

CenH3°™® intervé en el reclutament de BubR1

El mecanisme molecular pel qual CenH3 dicta I'assemblatge del cinetocor en cada
mitosi es desconeix, ja que les interaccions de CenH3 amb la resta de components del
centromer i del cinetocor no estan del tot caracteritzades a nivell molecular ni estructural.

En aquest treball, vam observar la contribucié de CenH3“®, en el reclutament de
BubR1, una proteina conservada del cinetocor que esta implicada en I'activacié del punt de
control de la mitosi. Aquesta interaccié es déna mitjancant el domini N-terminal de CenH3¢P
(N-CenH3“P), ja que el reclutament ectdpic d’aquest domini davant d’un gen reporter
produeix el reclutament de BubR1 i indueix el silenciament d’aquest gen. També, vam
observar que aquest efecte depén d’un domini conservat de N-CenH3%® entre les diferents
especies del grup de Drosophila. Aquest domini és molt petit i ric en arginines. Els nostres
resultats suggereixen que aquestes arginines sén necessaries per produir el silenciament, ja
que la seva deleci6 o mutacid per alanines elimina practicament el silenciament del gen
reporter.

Curiosament, tot i la manca de conservacié del domini N-terminal de CenH3 entre
organismes, la presencia de motius rics en arginines és una caracteristica comuna de tots
ells. A més, el reclutament dels dominis N-terminals de les CenH3s de S. cerevisiae i de
humans també indueixen el silenciament del gen reporter, indicant que malgrat el baix grau
de conservacié d’aquest domini entre espécies, la contribucié de CenH3 en el reclutament
de proteines del cinetocor esta evolutivament conservada.

En conclusio, els nostres resultats desvetllen una inesperada contribucié del domini

3%P en el reclutament dels components del cinetocor, identificant un

N-terminal de CenH
domini ric en arginines dins d’aquest que esta evolutivament conservat i implicat en el

reclutament de BubR1.
4. La proteina F-box Ppa regula I'estabilitat de CenH3°®

La variant centromeérica de la histona H3 té la capacitat d’incorporar-se en qualsevol
lloc del genoma. En el llevat S. cerevisiae s’han detectat nivells baixos de CenH3*®** en les
regions eucromatiques altament transcrites (Lefrancois et al., 2009). A més, en céel-lules de
Drosophila i d'humans s’ha observat que I'expressidé transitoria de CenH3 fa que s’incorpori

per tota la cromatina generant inestabilitat genomica (Heun et al., 2006; Moreno-Moreno et
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al., 2006; Van Hooser et al., 2001). Per tant, la cél-lula ha de disposar de mecanismes per
garantir que la incorporacié estable dels nucleosomes de CenH3 només es produeixi en els
centromers.

Un d’aquests mecanismes és la degradacido proteolitica via proteosoma dels
nucleosomes de CenH3 incorporats en l’eucromatina perd no dels units als centromers.
Aguest mecanisme ha sigut detectat en S. cerevisiae, en D. melanogaster i en ceél-lules
humanes senescens o bé infectades amb el virus de I'herpes simple 1 (Collins et al., 2004;
Lomonte et al., 2001; Maehara et al., 2010; Moreno-Moreno et al., 2006), el que indica que
és un mecanisme conservat. Tanmateix, donat que el treball que descriu aquest mecanisme
a Drosophila s'havia realitzat en condicions de sobreexpressié de CenH3“!® (Moreno-Moreno
et al., 2006), hi havia la possibilitat que aquest mecanisme no actués en condicions
naturals. Aixi doncs, inicialment, es va confirmar que aquest mecanisme de degradacié via
proteosoma també afecta a CenH3® enddgena. En concret, vam observar que en mutants
del proteosoma CenH3“® es deslocalitza per tota la cromatina.

Préviament en el nostre laboratori, mitjangant un assaig de dos hibrids en llevat
s’havia observat que el domini N-terminal de CenH3 de Drosophila (N-CenH3“P)
interacciona amb la proteina Ppa (Partner of Paired). Ppa és una proteina F-box que forma
part del complex SCF (Skp1-Cullin-F-box-protein), complex amb activitat ubiquitina-lligasa
E3 que incorpora diferents proteines F-box en funcié del substrat a reconéixer. També
s’havia confirmat la interacciona de Ppa tant amb el domini N-terminal com amb el domini

3CID

globular que té plegament tipus histona (HFD) de CenH , essent la interaccié amb aquest

darrer domini més intensa. Aquestes dues observacions suggerien que Ppa podia ser la F-
box que regula I'estabilitat de CenH3°,

Per analitzar aquesta possibilitat, en primer lloc, vam estudiar la interaccié de Ppa
amb CenH3® en el context nucleosomal. En concret, vam observar que Ppa interacciona
especificament amb els nucleosomes de CenH3“® | que aquesta interaccid es ddna
mitjancant el domini CATD“® ubicat en el HFD de CenH3".

Posteriorment, vam confirmar que Ppa regula l'estabilitat de CenH3%® , ja que la
deplecié de Ppa incrementa els nivells d’aquesta variant i n’indueix la seva deslocalitzacio
per tota la cromatina. A més, la sobreexpressié de CenH3“!°-YFP en abséncia de Ppa també
indueix la deslocalitzacié d’aquesta proteina de fusié per tota I’eucromatina, comprometent
la viabilitat de la cél-lula. D’altra banda, experiments de sobreexpressié de CenH3“®, H3 i
de les proteines quimériques CenH3“°:CATD"™ i H3:CATD®® van demostrar que el domini
CATD®® regula l'estabilitat de CenH3“®’. Concretament, es va observar que els nivells
d’expressi6 de CenH3‘P:CATD"™ s6n superiors als de CenH3P, indicant que
CenH3“°:CATD"® no es pot degradar perqué no té el domini CATD®. En canvi, els nivells
d’H3 sén superiors als d’H3:CATD®®, ja que aquesta darrera és degradada. Tanmateix, en

DCID

abséncia de Ppa s’incrementen els nivells d’'H3:CAT , pero no tant com els d'H3,
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suggerint que altres enzims poden reconéixer el domini CATD® i induir la degradaci6
d'H3:CATDP. Finalment, els nostres resultats també mostren que el domini CATD® és
necessari perd no suficient per la localitzacié centromérica de CenH3®®, ja que tant la
proteina quimérica CenH3°®:CATD"® com la H3:CATD®® es deslocalitzen per tota la
cromatina.

En conclusid, els nostres resultats suggereixen que Ppa reconeix especificament
CenH3%® mitjancant el domini CATD i indueix la poliubiquitinacié i posterior degradacié de
CenH3*"" via proteosoma.
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DISCUSSIO

En els darrers anys, s’han fet avencos importants en la descripcié del mecanisme
molecular d’assemblatge del cinetocor en les cél-lules dels vertebrats. Aquest procés és
jerarquic i seqiencial, essent I'element clau CenH3, ja que la deplecié d'aquesta variant
indueix la deslocalitzacié de la resta de components del cinetocor.

En vertebrats, a més de CenH3, unides constitutivament a la cromatina
centromérica s’han identificat setze proteines més que conformen el CCAN (Foltz et al.,
2006; Hori et al., 2008a; Okada et al., 2006). Mitjancant analisis bioquimics, estructurals
i genétics aquestes proteines es poden classificar en cinc subgrups: CENP-C, el grup de
proteines CENP-H, -I, -K, el grup de proteines CENP-L, -M i —N, el complex CENP-T-W-S-
X'i el grup de proteines CENP-O, -P, -Q, -R i -U(50). El complex CENP-T-W-S-X s’uneix a
una regid6 de DNA d’aproximadament 100 pb lliure de nucleosomes i forma una
estructura similar a la d'un nucleosoma (Nishino et al., 2012). Associats a aquest
complex hi ha els grups de proteines integrats per les proteines CENP-H, CENP-L i CENP-
O (Hori et al., 2008a). En canvi, la proteina CENP-C interacciona directament amb els
nucleosomes d’H3 adjacents als nucleosomes de CenH3“®™"* i amb I'extrem final del
domini C-terminal de CenH3“®™* (Carroll et al., 2010; Hori et al., 2008a). Aquestes
observacions suggereixen que en vertebrats hi ha dues vies de reclutament de les
proteines del CCAN, una que depén de l'estructura formada pel DNA-complex CENP-T-W-
S-X i I'altre depenent dels nucleosomes d'H3 i de CenH3 (Takeuchi and Fukagawa, 2012)
(Figura D.1).

En cada mitosi, aquestes proteines centromériques permeten el reclutament de
les proteines de la xarxa KMN, les quals interaccionen directament amb els microtubuls.
En concret, s’ha descrit que I'extrem N-terminal de CENP-T interactua directament amb
el complex Ndc80 (Gascoigne et al., 2011). Per altra banda, l'extrem N-terminal de
CENP-C interacciona directament amb el complex Mis12 (Screpanti et al., 2011). Aixi
doncs, CENP-C i el complex CENP-T-W-S-X, a més de ser reclutats per mecanismes
diferents en el centromer, actuen en vies paral-leles en el procés de formacié del
cinetocor, reclutant components diferents de la xarxa KMN. De forma general, tenint en
compte totes aquestes observacions un possible model d’assemblatge del cinetocor en
vertebrats seria |'existéncia de dues vies independents d’assemblatge que conflueixen en
un punt, el reclutament dels components de la xarxa KMN. De fet, biologicament parlant,
té molt de sentit que la cel-lula disposi de dos mecanismes diferents per construir el
cinetocor ja que aquest és indispensable per la segregaciéo cromosomica.

Curiosament, entre els components de la xarxa KMN s’estableixen relacions
d'interdependéncia. A més, tot i que el complex Mis12 no s’uneix directament amb els
microtubuls, la interaccio d’aquest amb KNL1 i Ndc80 incrementa la capacitat d’aquestes

dues proteines per unir-se als microtibuls (Cheeseman et al., 2006). Per tant, en aquest
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punt les dues vies d’assemblatge del cinetocor s’unirien i actuarien en sinergia per

potenciar la interaccié del cinetocor amb els microtubuls.

Spcos KNL1

CENP-T
N-

CENP-T-W-- A

heterotetramer

CENP-C
w N-lerminus

~100 bp DNA

Figura D.1. Estructura molecular del cinetocor dels vertebrats. El complex CENP-T-W-S-X- s’uneix a les
regions de la cromatina centromérica lliures de nucleosomes on forma una estructura similar a la d'un
nucleosoma. Aquest complex mitjancant el domini N-terminal de CENP-T intervé en el reclutament del complex
Ndc80 en els cinetocors. Els grups de proteines centromériques integrats per CENP-H, CENP-O i CENP-L
s’associen a aquesta estructura. En canvi, la localitzacié centromérica de CENP-C és independent del complex
CENP-T-W-S-X. A més, CENP-C intervé en una via diferent d’assemblatge del cinetocor ja que intervé en el
reclutament del complex Mis12. No obstant, les dues vies estant interconnectades, ja que les subunitats Spc24
i Spc25 del complex Ndc80 interaccionen amb la subunitat Nsl1 del complex Mis12. KNL1 s’uneix al complex
Mis12 a través de la interaccié amb Nsl1. Per ultim, tant les subunitats Ndc80 i Nuf2 del complex Ndc80 com la
proteina KNL1 interaccionen directament amb els microtlbuls. Figura modificada a partir de Takeuchi and
Fukagawa, 2012.

A més d’interaccionar amb els microtubuls, els components de la xarxa KMN
també intervenen en el reclutament dels components del punt de control de la mitosi. En
concret, Ndc80 esta implicada en el reclutament de Mad1 i Mad2. Per altra banda, KNL1
recluta els components del SAC, via el complex RZZ en el cas de Madl i Mad2 o
directament com és el cas de Bub1, Bub3 i BubR1 (Bolanos-Garcia et al., 2011; Kops et
al., 2005; Krenn et al., 2012; Petrovic et al., 2010). Tanmateix, els nostres resultats
suggereixen que hi ha un segon mecanisme de reclutament de BubR1 en el centromer

gue és independent del cinetocor.
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El domini N-terminal de CenH3°'® recluta BubR1

En concret, vam observar que el reclutament ectopic del domini N-terminal de
CenH3® (N-CenH3“®) davant d’un gen reporter indueix el silenciament d’aquest gen,
suggerint que aquest domini pot interaccionar amb proteines centromeériques i/o del
cinetocor que dificulten I'expressié d’aquest (Figura D.2). No obstant, en el lloc de

3%P no es van detectar proteines essencial del cinetocor

reclutament ectopic de N-CenH
com ara, CENP-C, ROD, POLO i MEI-S332, indicant que en aquesta regié no s’origina un
cinetocor funcional. A més, I'expressido d'aquesta construccié no indueix defectes en la
proliferacié, fenotip que caldria esperar si en el lloc d’insercié s’originés un cinetocor
funcional. Aixi doncs, aquest domini no és suficient per dictar I'assemblatge del cinetocor.
Aquesta observacié esta d’acord amb els estudis publicats per Carroll et al., 2009 i 2010
on mostren que el domini CATD i l'extrem C-terminal de CenH3“®""A interaccionen
directament amb dues proteines del CCAN, CENP-N i CENP-C, respectivament, suggerint
que aquests dos dominis s6n necessaris per la formacié del cinetocor. Tanmateix, quan
es sobreexpressa una forma de CenH3“®"*A en la qual s’ha delecionat part del domini N-
terminal, aquesta es deslocalitza en regions no centromeériques pero, a diferéncia de la
forma sencera, és incapac de reclutar CENP-C i hSMC1 (Human Structural Maintenance of
chromosomes protein 1) en els llocs ectopics (Van Hooser et al., 2001). Per tant, malgrat
que N-CenH3 no és suficient, si que és necessari per reclutar proteines centromériques

en els llocs d’insercid.

White

N-CenH3"? Lacl BD

Figura D.2. Model del silenciament del gen white induit pel reclutament del domini N-terminal de
CenH3™® (N- CenH3€™®). A la regi6 reguladora del gen reporter, aproximadament a unes 500 pb davant de
Iinici de la regi6 codificant, hi ha llocs d’unié pel repressor bacteria Lacl. La construccié N-CenH3- Lacl
s’uneix a la regié reguladora del gen reporter on indueix el reclutament d’altres proteines centromeériques i/o
del cinetocor. Aquestes darreres per impediment estéric o bé modificant I'estat de la cromatina dificultarien
I'expressié del gen white.
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Encara que en els llocs de reclutament ectopic de N-CenH3“® no s’originava un
cinetocor funcional, es va observa el reclutament de BubR1, proteina del cinetocor que
esta implicada en I'activacié del punt de control de mitosi. Ara bé, el senyal de BubR1 en
aquestes regions era menor que en els centromers, suggerint que el reclutament era
menys eficient. Aquesta observacio es pot explicar per diferents raons. La primera és que

3%P que en els centromers, per tant és d’esperar

en el lloc ectopic hi havia menys CenH
que hi hagi menys reclutament de BubR1. Una altre motiu possible és que el centromer-
cinetocor disposi de diferents mecanismes per reclutar BubR1l. De fet, a cel-lules
humanes s'ha descrit que la proteina KNL1 indueix el reclutament de BubR1 als
cinetocors (Kiyomitsu et al., 2007). No obstant, a Drosophila els mutants de
spcl105/KNL1 presenten només una petita disminucio de BubR1 en els centromers i
continuen activant el SAC en resposta a defectes d’interaccid cinetocor-microtubuls
(Schittenhelm et al., 2009). Segons aquestes observacions, a Drosophila existirien com a
minim dos mecanismes de reclutament de BubR1, un que depén del cinetocor-KNL1 i
I'altre del centromer-CenH3™,

Un estudi realitzat a cél-lules de pollastre suggereix que aquest darrer mecanisme
depenent del centromer també estaria conservat. Concretament, en reduir drasticament
els nivells de CenH3“®™A a cél-lules DT40, fins al punt d’impedir I’'assemblatge del
cinetocor, només s’observa una lleugera afectacié del reclutament de BubR1 a l'inici de
prometafase. Es a dir, els nivells residuals de CenH3“®"** serien suficients per promoure
el reclutament de BubR1. En canvi, al final de prometafase els nivells de BubR1 si que
estan greument afectats, indicant la necessitat del cinetocor per mantenir BubR1 als
centromers (Régnier et al., 2005). Aixi doncs, existeixen dos mecanismes, un de
reclutament inicial de BubR1 als centromers que és independent del cinetocor i un de
manteniment que depen del cinetocor.

Tenint en compte que CenH3“® esta constitutivament unida a la cromatina
centromérica, el mecanisme de reclutament de BubR1 independent del cinetocor es
podria donar en qualsevol moment del cicle cel-lular. En canvi, els nostres resultats
indiquen que esta regulada, ja que només es va detectar en cromosomes mitotics. Un
possible mecanisme de regulacié seria que la cua N-CenH3“® fos modificada post-
traduccionalment durant la mitosi per afavorir la interacci6 amb BubR1 o bé amb un
factor intermedi, ja que no vam poder demostrar la interaccié directa entre N-CenH3 |
BubR1. No obstant, malgrat que en interfase no vam detectar la interaccid, és en aquest
moment del cicle quan s’inhibeix I'expressié del gen reporter. Per tant, d’alguna manera
la interaccié N-CenH3“® i BubR1 en mitosi condicionava |'estat de la cromatina i impedia

I'expressid del gen white en interfase.
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El silenciament produit per N-CenH3¢® depén d’un motiu ric en arginines

Préviament, en un estudi de comparacié de seqiiéncies de N-CenH3!® de diferents
especies del grup de Drosophila s’havien identificat tres dominis evolutivament
conservats, anomenats Bloc 1, 2 i 3 (Malik et al., 2002). Per determinar si aquests Blocs
contribueixen en el silenciament del gen reporter vam realitzar experiments de
reclutament ectopic de cada un d'ells i de les diferents combinacions d’aquests. Els
nostres resultats mostren que el Bloc 3 és el que té major contribucié en el silenciament.
Encara que el Bloc 1 i 2 produeixen una mica de silenciament, el Bloc 3 sol és suficient
per produir un fort silenciament i la seva delecio elimina practicament el silenciament del
gen reporter. De fet, |'efecte produit pel Bloc3 sol és molt més intens que el que

s’‘observa amb el N-CenH3%P

sencer, suggerint que en aquest darrer hi ha dominis que
interfereixen en el reclutament de BubR1.

El Bloc 3 es caracteritza per ser molt petit, només 6 aminoacids i ser ric en
arginines '>RRRKAA!** (Malik et al., 2002). Per determinar la contribucié d’aquestes
arginines en el silenciament del gen reporter vam realitzar experiments de reclutament
ectopic del N-CenH3%® on aquestes arginines eren mutades per alanines o delecionades.
Els nostres resultats mostren que aquestes arginines sdn necessaries per produir el
silenciament, ja que la seva delecié o mutacié elimina el reclutament de BubR1 en els
llocs ectopics i conseqiientment s’observa |'expressié del gen reporter.

Tal i com s’ha mencionat abans, el Bloc 1 indueix un silenciament significatiu, i
curiosament en l'extrem final d’aquest Bloc també hi ha un motiu ric en arginines
(**RRSSTLRR®?) (Malik et al., 2002). A més, en els N-CenH3 de la majoria d’espécies hi
ha motius rics en arginines, essent absents en la cua N-terminal de la histona H3
canonica (Figura D.3) (Torras- Llort et al., 2009). Concretament, a S. cerevisiae dins del
domini END de N-CenH3“®** hi ha un motiu ric en arginines, >**RREERRR®®. Per tant, és
possible que la contribucid dels N-CenH3 en el reclutament d‘algunes proteines del
cinetocor es doni mitjancant aquests motius rics en arginines. Aixi doncs, un possible
model seria que en mitosi aquestes arginines fossin modificades post-traduccionalment
per induir el reclutament de proteines del cinetocor. De fet, recentment, en el llevat S.
cerevisiae s'ha descrit la mono i dimetilacié de I'arginina 37. Aquesta arginina es localitza
dins del domini END de N-CenH3“° i la seva metilacié regula el reclutament en el
centromer de proteines del cinetocor (Samel et al., 2012).

Finalment, per determinar si I'efecte del domini N-CenH3 en el silenciament del
gen reporter esta conservat o bé esta restringit només al de Drosophila es van fer
experiments de reclutament amb els dominis N-CenH3 d’humans (N-CenH3“"**) j de S.
cerevisiae (N-CenH3%®%), Encara que menys robust que per N-CenH3‘®, ambdds dominis

també produeixen el silenciament del gen reporter. Per tant, els nostres resultats
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suggereixen que la contribucié del N-CenH3 en el reclutament de BubR1 esta conservada
en l'evolucido des dels llevats fins als humans, malgrat el baix nivell de conservacié

d’aquest domini.
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Figura D.3. Els dominis N-terminals de CenH3 de la majoria d’espécies tenen motius rics en
arginines. Es mostra l'alineament de les seqliéncies d’aminoacids del domini N-terminal de les proteines
CenH3 d’espécies diferents. A baix de tot, es mostra la seqléncia per la histona H3 canodnica. En negre estan
indicades les arginines i en gris els aminoacids que conformen el motiu ric en arginines. La posicié que
correspon a cada domini conservat en la cua N-terminal de CenH3“® esta marcada amb un rectangle de color
blau (Bloc1), vermell (Bloc2) i lila (Bloc3). Per altra banda, també s’ha indicat amb un rectangle de color groc

els aminoacids que conformen el domini END de I'extrem N-terminal de CenH3%®*,

Identificacio de noves proteines centromeériques de Drosophila

En termes generals, la composicio i I'organitzacio dels cinetocors esta conservada
en els eucariotes. No obstant, hi ha algunes caracteristiques especifiques per cada
organisme com ara a Drosophila i C.elegans, pels quals es desconeixen totes les
proteines del CCAN, a excepcié de CENP-C.

Aixi doncs, per tal d’identificar i caracteritzar noves proteines centromeériques de
Drosophila vam realitzar la purificacid i posterior identificacio de les proteines associades
als nucleosomes de CenH3®. En les nostres purificacions vam identificar 50 proteines,
pero cap d’elles és ortologa a les del CCAN descrites en altres eucariotes. En un estudi
publicat recentment per Barth et al., 2014 on s’utilitza una estrategia similar a la nostra,
identifiquen noves proteines centromeriques de Drosophila perd tampoc cap d’elles és
ortologa als components del CCAN. Totes aquestes observacions suggereixen que a
Drosophila 'estructura del cinetocor és més simple i que possiblement només existeix la
via d’assemblatge depenent de CENP-C.

Entre les proteines que vam identificar, en vam seleccionar només vuit com a
possibles candidates, basant-nos en la bibliografia publicada i la consisténcia en la seva

identificacid. Després d’‘analitzar el seu patré de localitzacié cel-lular, vam continuar
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I’estudi amb les dues proteines que tenien una localitzacié cel-lular més interessant; la

proteina codificada pel gen CG8289 i la proteina Barrier-to-autointegration factor, dBAF.
La proteina CG8289 un nou factor de I’heterocromatina pericentromeérica

Estructuralment, la proteina CG8289 es caracteritza per tenir un domini cromo
amb un 34% d'identitat al de la proteina HPla (Figura D.4). Per tant, de la mateixa
manera que les isoformes d’HP1, la associacié del CG8289 amb la cromatina és probable
que es doni mitjancant aquest domini (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). En
canvi, a diferéncia de les isoformes d'HP1, aquesta proteina no té el domini chromo
shadow. Tenint en compte que aquest domini és el responsable de la interaccié proteina-
proteina, permetent la dimeritzacié d’HP1 o la interaccié d’aquesta amb altres proteines
de I'heterocromatina (Brasher et al., 2000; Brideau and Barbash, 2011; Delattre et al.,
2000; Schwendemann et al., 2008), possiblement la proteina CG8289 no interaccioni

directament amb les isoformes d'HP1.

Total AA

Hp1a L lCHD | Hince |ncsound| 206
18 Fi= 141 203

Hpib [L_cHD | [cso 1 | 240
3 52 94 153

HP1c CHD | 237
B8 57 79 134

CG3289 | |_cHD | | 336

229 279

Figura D.4. Representacié esquematica de les diferents isoformes d’HP1 de D. melanogaster i de la
proteina codificada pel ge CG8289. Estructuralment, les diferents isoformes d'HP1 es caracteritzen per
presentar un domini cromo (CHD) a l'extrem N-terminal i un domini chromo shadow (CSD) a l'extrem C-
terminal separats per un domini Hinge.

Tanmateix, mitjancant immunolocalitzacions vam observar que en cél-lules SL2 en
interfase el senyal de CG8289, que és molt proper als clisters de CENP-C, colocalitza
amb d’'HPla, suggerint que la proteina CG8289 es localitza com HPla en
I’heterocromatina pericentromeérica. A més, en cromosomes politénics la proteina CG8289
es localitza en el cromocentre i els telomers, patré de localitzacié similar al d’'HP1a.
Aquestes observacions estan d’acord amb I'‘estudi de Van Bemmel et al., 2013 on
mostren que la proteina CG8289 s’uneix en les mateixes regions de la cromatina que la

proteina HP1, la histona metiltransferasa SU(VAR)3-9, i les proteines que s’uneixen a
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HP1 com ara, HP3 i HP6. En aquest mateix treball observen que la localitzacio de CG8289
en aquestes regions no depen d’'HP1, ja que la deplecié d’'HP1 no afecta la unié de
CG8289 en aquestes regions de la cromatina. Aquest fet és curids, ja que normalment
les proteines que es localitzen a I’'heterocromatina necessiten HP1 per la seva localitzacié
(Greil et al., 2007). A més, en les diferents intents d’identificar les proteines associades a
les diferents isoformes de HP1 no s’ha identificat la proteina codificada pel gen CG8289
(Greil et al., 2007, Ryu et al., 2014). Totes aquestes observacions suggereixen que
malgrat CG8289 i HP1a es localitzen en les mateixes regions del genoma no formen part
del mateix complex, i per tant, possiblement tinguin funcions diferents. Aquesta
diferencia de funcionalitat podria ser determinada pel fet que la proteina CG8289, a
diferéncia de les isoformes d’HP1, davant del domini cromo presenta una regié d’'uns 200
aa que no presenta homologia amb altres proteines de Drosophila.

La funcié especifica de la proteina CG8289 no esta descrita. Tanmateix, a
neuroblastos vam observar un patrd de localitzacié per la proteina molt curids, petites
acumulacions d’aquesta que tenen associades un o dos clisters de CENP-C. Tenint en
compte aquest patrd, una possible funcié de la proteina seria facilitar la formacio i/o
estabilitzacié dels clisters dels centromers o bé permetre la interaccié d’aquests amb
determinades estructures del nucli. De fet, s’'ha descrit que en la interaccié de
I’hneterocromatina amb la membrana nuclear intervé, entre altres, la proteina HP1
(Poleshko et al., 2013; Ye and Worman, 1996). Per tant, per similitud i tenint en compte
que en les nostres purificacions s’han identificat altres proteines relacionades amb la
membrana nuclear seria interessant estudiar si la proteina CG8289 intervé en el procés

d’ancoratge de la regié centromérica a la membrana nuclear.
dBAF és localitza als centromers dels cromosomes metafasics

En les nostres purificacions també vam identificar la proteina Barrier-to-
autointegration factor. Aquesta proteina esta evolutivament conservada i té un paper
clau en el procés de reassemblatge de la membrana nuclear al final de la telofase
(Dechat et al., 2004; Gorjanacz et al., 2007; Haraguchi et al., 2008; Haraguchi et al.,
2001; Margalit et al., 2007). A més, en interfase actua com a pont d'unié entre la
membrana nuclear i la cromatina, mitjangant la seva interacci6 amb les proteines amb
domini LEM de la cara interna de la membrana nuclear i la cromatina (Furukawa, 1999;
Lin et al., 2000; Montes de Oca et al., 2005).

Concretament, mitjancant immunolocalitzacions en ceél-lules SL2 en interfase vam
observar que dBAF és localitza en I’'heterocromatina. La funcid concreta de dBAF en
I’heterocromatina es desconeix. Ara bé, tenint en compte que BAF té la capacitat de
compactar el DNA formant complexos nucleoproteics (Zheng et al 2000), una possible

funcio d’aquesta seria mitjancar I'estat compactat de I'heterocromatina.
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Per altra banda, en cél-lules SL2 en mitosi vam observar que dBAF es localitza
exclusivament en els centromers dels cromosomes metafasics. Curiosament, al tractar
les cél-lules amb colcemida, droga que despolimeritza els microtibuls i indueix una
parada del cicle en mitosi, es visualitza millor el senyal de dBAF en els centromers dels
cromosomes metafasics. Aquest increment del senyal en trencar-se la interaccid
cinetocor-microtubuls pot indicar que la localitzacié de dBAF en els centromers no depén
dels microtubuls i que d’alguna manera el tractament n’afavoreix la interaccié amb el
centromer.

Donat que la interaccié de BAF amb la cromatina i les proteines amb domini LEM
de la membrana nuclear esta regulada pel seu estat de fosforilacié es va estudiar com
afectava l'estat de fosforilacié dBAF en el seu patré de localitzacid centromeric. En
concret, vam observar que la forma mutant de dBAF que no es pot fosforilar es localitza
en els centromers dels cromosomes metafasics. En canvi, el mutant mimetic de dBAF per
la fosforilacid no s’uneix a la cromatina, suggerint que la fracci6 de dBAF unida als
centromers no esta fosforilada.

Aixi doncs, tenint en compte totes aquestes observacions podem descriure un
possible model del patré de localitzacié de dBAF a la cromatina a llarg del cicle cel-lular
(Figura D.5). Basicament, durant la interfase dBAF es localitza a I’heterocromatina
pericentromeérica. Un cop iniciada la mitosi, aquest és fosforilat perdent I'afinitat per la
cromatina i per les proteines de la membrana nuclear, quedant majoritariament soluble
en el citoplasma a excepcido d'una petita fracci6 que roman unida als centromers. En
aquest punt, caldria determinar si la fraccio de dBAF unida als centromers ja hi és
préviament o bé es diposita de nou en metafase. Per tant, una possibilitat és que dBAF
estigui sempre unit als centromers i que a diferéncia de la resta de la cromatina, degut a
I'estructura del centromer-cinetocor, no es pot fosforilar durant la mitosi. Una segona
possibilitat seria que dBAF sigui reclutat en cada mitosi com ara HP1 i els components del
CPC (Chromosomal passenger complex) que un cop s'inicia la mitosi sén eliminats de
I’heterocromatina pericentromeérica per ser reclutats en la regié del centromer compresa
entre els dos cinetocors (Carmena et al., 2012). Donat que quan s’expressen
transientment les fusions dBAF-YFP o YFP-dBAF en cel-lules SL2, ambdues proteines sén
detectades tant als centromers com a |I’heterocromatina pericentromérica, ens fa pensar
que potser és una combinacié de les dues possibilitats. Es com si per les dues proteines
de fusio la transicié de I'heterocromatina pericentromeérica als centromer durant la mitosi
estés impedida i és per aquesta rad que es continuen observant a I’heterocromatina quan
en realitat s’haurien de localitzar exclusivament als centromers. A més, per completar
aquest model caldria determinar quins factors faciliten el reclutament de dBAF en els
centromers; si és mitjancant la interaccio amb el DNA centroméric o bé és reclutat per

factors especifics.
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INTERFASE MITOSI

Cromatina

Figura D.5. Model del patré de localitzaci6 de dBAF durant el cicle cel-lular. En interfase, dBAF
interacciona amb la cromatina i les proteines amb domini LEM de la cara interna de la membrana nuclear (MN),
actuant de pont d’unié entre la cromatina i la membrana nuclear. Un cop iniciada la mitosi, dBAF és fosforilat
per la quinasa NHK-1, perdent |'afinitat per la cromatina i les proteines amb domini LEM i quedant soluble en el
nucleoplasma. Tanmateix, una petita fraccio de dBAF no fosforilat roman unida als centromers (cercles
taronges) dels cromosomes metafasics.

En contraposicié a les nostres observacions, en immunolocalitzacions realitzades
en cromosomes mitotics de cel-lules del sistema nervids central o dels discs imaginals de
larves de Drosophila, la senyal de dBAF es localitza per tot el cromosoma (Furukawa et
al., 2003). Aquestes discrepancies en el patrd de localitzacié de dBAF suggereixen que
aquest és especific per cada tipus de ceél-lules i que possiblement també estigui
condicionat pel moment del desenvolupament en que es troba I'organisme.

Tot i ser inesperat que una proteina relacionada amb la membrana nuclear és
localitzi als centromers durant la mitosi no és la primera vegada que es descriu aquesta
dualitat de localitzacid i funcionalitat. Un exemple el podem trobar en cél-lules humanes
on s’ha observat que quan entren en mitosi i es desmunta la membrana nuclear les
proteines dels porus nuclears que integren el complex Nup107-160 es recol-loquen en el
cinetocor fins que es torna a reassemblar la membrana nuclear (Belgareh et al., 2001).
Al tractar aquestes cél-lules amb colcemida es detecta un enriquiment del senyal de
Nup107 en els cinetocors, comportament similar al que observem per dBAF (Orjalo et al.,
2006). En el cinetocor, aquest complex exerceix un paper critic en l'alineament dels
cromosomes en la placa metafasica i en la segregacié d’aquests, mitjancant la regulacié
de la localitzacié centromerica de la quinasa Aurora B com de la resta de components del
complex CPC (Platani et al., 2009). No obstant, a Drosophila Nup107 no es localitza als
cinetocors, indicant que aquesta associacié no esta conservada (Katsani et al., 2008).

La funcid concreta de dBAF en els centromers durant la mitosi no la coneixem.
Tenint en compte la contribucié de BAF en el reassemblatge de la membrana nuclear un
cop finalitzada la mitosi és temptador considerar la possibilitat que aquesta actui com a
factor coordinador de la segregacié cromosomica i el reassemblatge de la membrana

nuclear.
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dBAF és necessari per I'assemblatge de CENP-C en els centromers

La localitzacié centromerica de dBAF suggereix que podria contribuir en la funcio i
organitzacié del centromers. En aquest sentit, vam observar que |'expressié de la fusié
dBAF-YFP indueix una forta disminucié dels nivells de CENP-C en els centromers sense
afectar significativament els nivells de CenH3“®. En alguns casos extrems es van
detectar cél-lules sense senyal de CENP-C. A més, es va observar un increment
significatiu del percentatge de cel-lules amb alt contingut de DNA, indicant que la
sobreexpressido d’aquesta construccié indueix una aturada en G2/M. En canvi, la
sobreexpressié de la construccid YFP-dBAF no produeix una disminucié dels nivells de
CENP-C i CenH3“"® en els centromers i no afecta la progressié del cicle cel-lular.

La diferéncia de comportament de les dues fusions es pot explicar tenint en
compte els resultats del nostre analisi genetic. L'expressié de dBAF o YFP-dBAF rescata el
fenotip d’ala induit per la deplecié de dBAF en la regid pouch del disc imaginal d’ala. En
canvi, aquest fenotip no es rescatat per I'expressié de dBAF-YFP, indicant que aquesta
construccié no és funcional. A més, la sobreexpressié de dBAF-YFP mimetitza el fenotip
de pérdua de funcidé observat al deplecionar dBAF, suggerint que aquesta construccié
impedeix la funcié de dBAF endogen. Aixi doncs, el fet que la sobreexpressio de la fusid
dBAF-YFP en ceél-lules SL2 indueix una disminuciéo dels nivells de CENP-C en els
centromers sense afectar els nivells de CenH3“® suggereix que dBAF intervé en la
deposicid i/o estabilitzacié de CENP-C en els centromers, independentment de CenH3¢™P,

El mecanisme pel qual la sobreexpressié de dBAF-YFP interfereix en la funcié de
dBAF el desconeixem. No obstant, considerant les nostres observacions i la bibliografia
publicada podem formular diferents hipotesis. En primer lloc, hem observat que la fraccid
de dBAF unida als centromers no esta fosforilada i que la sobreexpressié de dBAF-YFP
incrementa |'estat de fosforilacié de dBAF endogen. Aixi doncs, una possibilitat és que la
sobreexpressié d'aquesta fusid estigui afectant la capacitat de dBAF d’interaccionar amb
la cromatina centromeérica i interferint en la seva funcié centromerica.

Per altra banda, hem observat que la fusié dBAF-YFP no es pot fosforilar,
suggerint que la interaccié d’aquesta amb la cromatina esta afavorida. Aixi doncs, una
segona possibilitat seria que la sobreexpressié d’aquesta fusid induis la hipercondensacié
de la cromatina, fenotip que s’observa en addicionar BAF en excés en les reaccions
d’assemblatge nuclear en Xenopus (Segura-Totten et al., 2002). La hipercondensacié de
la cromatina centromeérica podria induir la heterocromatizaciéo del centromer, alterant
I’'estructura i I'organitzacié d’aquest. De fet, estudis realitzats en cromosomes humans
artificials demostren que la heterocromatitzacié del centromer indueix la pérdua de les
proteines centromeriques (Cardinale et al., 2009; Nakano et al., 2008). Aquest procés

d’inactivacié del centromer és seqiiencial, essent afectat CENP-C abans que CenH3<E\P4
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(Cardinale et al., 2009). Curiosament, la sobreexpressié de dBAF-YFP també afecta els
nivells de CENP-C i no els de CenH3P, Una tercera opcid seria la combinacié de les
altres dues. Es a dir, la sobreexpressi6 de dBAF-YFP podria modificar I’estructura del
centromer, induint la seva inactivacié i per tant afavorint I'eliminacié de CENP-C i alhora,
impedint la deposicid i/o estabilitzacié mitjancada per dBAF.

Per analitzar una mica més la contribucié de dBAF en la funcié centromeérica es va
deplecionar aquesta proteina en cél-lules SL2 mitjancant RNA d’interferéncia. Els nostres
resultats mostren que la deplecié de dBAF també indueix una disminucié significativa dels
nivells de CENP-C en els centromers. Alhora, també s‘observa una disminucié del
contingut de CenH3“® en els centrdmers. Donat que la deposicié de CenH3® es veu
menys afectada que la de CENP-C i que la incorporacié d’aquestes dues proteines a
Drosophila és interdependent (Erhardt et al., 2008; Goshima et al., 2007), podria ser que
I'afectacié en la deposicié de CenH3!® sigui conseqiiéncia de I'afectacié en la incorporacié
de CENP-C. En canvi, en sobreexpressar dBAF-YFP els nivells de CenH3“® en el
centromer no es veuen afectats. Aquesta diferéncia es pot explicar si es té en compte
que la depleci6 de dBAF implica un tractament més llarg, 7 dies, metres la
sobreexpressié tant sols de 48 hores. Es a dir, encara que l'afectacié dels nivells de
CENP-C siguin més forta, en la sobreexpressido del dominant negatiu no transcorre el

3“P en el centromer.

temps suficient com per afectar significativament els nivells de CenH

Tenint en compte que la disminucié del contingut de les proteines centromeériques
origina defectes mitotics, es va analitzar la progressié del cicle cel-lular mitjancant
citometria de flux de les cél-lules tractades amb dsBAF. En concret, vam observar que la
deplecié de dBAF indueix un lleuger increment del percentatge de cel-lules amb alt
contingut de DNA (>4N), indicant defectes en la segregacié cromosomica i en la divisid
cel-lular. Tanmateix, la funcié centromeérica no esta prou compromesa com per induir una
aturada del cicle a G2-M. Per altra banda, es va observar una increment de la poblaci6 de
cél-lules en G1 i una disminucié del percentatge de cél-lules en fase S, indicant que les
cél-lules després de superar la mitosi entrarien en G1 on serien aturades. Les nostres
observacions estan d’acord amb un estudi realitzat amb cél-lules mares embrionaries
humanes on al depleccionar BAF observen també un increment del percentatge de
cél-lules en G1 i en G2-M i per contra, una disminucié del percentatge de cél-lules en S
(Cox et al., 2011). L'aturada en G1 pot ser deguda a diverses raons. Una possibilitat és
gue es limiti I'entrada a mitosi de la cél-lula si les funcions de BAF en interfase estan
compromeses. Una segona possibilitat podria ser que aquesta aturada fos conseqliencia
de l'afectacié de la funcié centromérica, ja que en embrions de Drosophila la disminucid
de CenH3“" indueix una aturada en interfase (Blower and Karpen, 2001). A més, per la
linia cel-lular de fibroblasts humans primaris TIG3, s’ha descrit que la reduccié dels

3CENP-A

nivells de CenH indueix la senescéncia en aquestes cél-lules, actuant com a
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mecanisme de defensa per prevenir que les ceél-lules amb la funcié centromérica
compromesa entrin en mitosi i originin de forma massiva cél-lules aneuploides (Maehara
et al., 2010).

La interacci6 de dBAF amb CENP-C depén de RNA i de l'estat de
fosforilacio de dBAF

En conjunt, els nostres resultats suggereixen que dBAF participa en la deposicio
i/o estabilitzaci6 de CENP-C en els centromers, independentment de CenH3‘®. No
obstant, el mecanisme concret pel qual dBAF intervé en aquest procés es desconeix. De
fet, el mecanisme de deposici6 de CENP-C no s’ha descrit en cap organisme. Tanmateix,
en cél-lules humanes s’ha vist que la localitzacié de CENP-C en el nucléol i en el
centromer depén d’'a-satel-lit RNA (Wong et al., 2007). En concret, segons el model
proposat per Wong et al 2007, hi hauria dues fraccions de CENP-C (Figura D.6). Una
fraccid estaria unida constitutivament a la cromatina centromérica. En canvi, l'altra
conjuntament amb altres proteines centromeériques i el RNA formaria un complex
nucleoproteic en el nucléol. En iniciar-se la mitosi, aquest complex seria alliberat al
nucleoplasma per unir-se als centromers dels cromosomes metafasics on permetria la

deposicié i posterior estabilitzacié de CENP-C.

Cromosoma
metafasic

Nucleoplasma

~~ ARNsatéllit alfa
® CENP-C Survivin

INCENP CENP-C no depenent d’ARN

Figura D.6. Model per la localitzaci6 del complex nucleoproteic integrat per proteines
centromériques durant el cicle cel-lular en cél-lules humanes. L'acumulacié nucleolar i centromerica de
CENP-C aixi com també INCENP i/o Survivin depén de la preséncia de RNA sateél-lit alfa. L'acumulacié en el
nucléol d'aquestes proteines podria servir com font d’emmagatzematge durant la interfase i alhora facilitar
I'assemblatge del complex nucleoproteic abans de ser alliberat al nucleoplasma. Un cop iniciada la mitosi,
aquest complex seria traslladat al centromer dels cromosomes mitotics. Aquesta imatge ha sigut extreta de
Wong et al., 2007.

En aquest sentit, els nostres experiments de co-immunoprecipitacié suggereixen

que dBAF i CENP-C formarien part d’'un mateix complex nucleoproteic, donat que la
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interaccié entre aquestes dues proteines en els extractes nuclears solubles depén de
RNA. Aquesta interaccié també depén de l'estat de fosforilaci6 de dBAF ja que es va
observar que CENP-C interacciona preferentment amb dBAF no fosforilat, indicant que
aquest complex podria interaccionar amb la cromatina. A més, de forma similar que en
cél-lules humanes (Wong et al., 2007), I'assemblatge-estabilitzaci6 de CENP-C en els
centromers de Drosophila també depén de RNA ja que al tractar les cél-lules amb RNasa
els nivells de CENP-C en els centromers es veuen greument reduits, sense afectar els
nivells de CenH3®P. Aixi doncs, en conjunt les nostres observacions suggereixen que
dBAF podria formar part d'un complex nucleoproteic que permet la deposicié i/o posterior
estabilitzacié de CENP-C en els centromers.

En un futur, caldria determinar quin és el patrd de localitzacié d’aquest complex al
llarg de cicle. Es a dir, determinar si aquest es troba soluble en el nucleoplasma i
puntualment es localitza en els centromers o bé es troba constitutivament associat al
centromer. També seria molt interessant determinar en quin dels dos mecanismes de
deposicié de CENP-C participa, ja que s’ha vist que en cél-lules de Drosophila, aquesta es
produeix en dos moments del cicle, en interfase al final de la fase S i G2, i durant la
metafase (Lidsky et al., 2013; Mellone et al., 2011).

Ppa regula I’estabilitat de CenH3™® a Drosophila

L'observacié que dBAF intervé en el procés d'assemblatge i/o estabilitzacié de
CENP-C en els centromers és molt rellevant perqué fins al moment no es coneixia cap
dels factors implicats en la deposicié de CENP-C per cap organisme.

En canvi, per CenH3, en els darrers anys, s’han fet avencos molt importants en la
descripcié dels mecanismes i dels factors implicats en la seva deposicid, aixi com dels
mecanismes que eviten la seva deposicid en llocs ectopics. Al respecte, previament, en el
nostre laboratori s’havia identificat un d’aquests mecanismes, la degradacio proteolitica
via proteosoma de CenH3“P deslocalitzada en l’eucromatina (Moreno-Moreno et al.,
2006).

En aquest treball, s'ha fet un pas important en la descripcid molecular d'aquest
mecanisme, ja que s’ha demostrat que la proteina Ppa (Partner of Paired) regula
I'estabilitat de CenH3°®. Ppa és una proteina F-box que forma part del complex SCF
(Skp1-Cullin-F-box-protein), complex amb activitat ubiquitina-lligasa E3 que incorpora
diferents proteines F-box en funcié del substrat a reconeixer.

Concretament, la deplecié de Ppa incrementa els nivells de CenH3“® i n‘indueix la
seva deslocalitzacié per tota la cromatina. A més, la sobreexpressié de CenH3“°-YFP en
abséncia de Ppa també indueix la deslocalitzacié d’aquesta proteina de fusié per tota
I’eucromatina, ocasionant problemes en la proliferacié cel-lular. Aquests defectes poden

ser deguts a diversos motius. Tal i com s’ha esmentat anteriorment en aquesta memoria,
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la deslocalitzacié de CenH3“!® en llocs no centromérics indueix la formacié de cinetocors
ectopics (Heun et al., 2006), generat problemes de segregacioé que afectarien la viabilitat
de la cél-lula. Una altra possibilitat seria que la preséncia dels nucleosomes de CenH3¢P
en l'eucromatina estarien alterant processos essencials de la cromatina com ara la
transcripcio.

Per altra banda, mitjangant experiments de Pull-down s'ha observat que Ppa
interacciona preferentment amb els nucleosomes de CenH3%® que amb els de la histona
H3 canodnica. Per tant, els nostres resultats suggereixen que la subunitat Ppa del complex

3CID

SCF reconeix especificament CenH per tal d'induir la seva poliubiquitinacié i posterior

degradacio via proteosoma (Figura D.7).

Figura D.7. Esquema del mecanisme de poliubiquitinacié de CenH3°™®, E|l complex SCF (Skp1-Cullin-F-
box-protein) actua com a una Ubiquitina-lligasa E3, catalitzant la reaccié de transferéncia de I'ubiquitina des de
I'enzim de conjugacié E2 al substrat, CenH3“°. El substrat és poliubiquitinat i posteriorment degradat via
proteosoma.

Concretament, els nostres resultats mostren que el domini CATD!® és I'element
regulador de CenH3“® en la degradacié d’aquesta depenent de Ppa. De fet, en el llevat
S. cerevisiae també s’ha identificat una ubiquitina-lligasa E3, Psh1, que regula els nivells
de CenH3“®** mitjancant el reconeixement del domini CATD d’aquesta variant
(Hewawasam et al., 2010; Ranjitkar et al., 2010). Per tant, la regulacio de |'estabilitat de
CenH3 és una nova funcié conservada del domini CATD. A més, en aquest llevat s’ha
observat que la interaccié de CenH3“** amb la seva xaperona Smc3 la protegeix de la
degradacio depenent de Pshl (Hewawasam et al., 2010). Curiosament, en cél-lules

3CENPA amb la seva xaperona, HJURP, es déna

humanes on la interacci6 de CenH
mitjancant el domini CATD, la depleci6 de HJURP també indueix una disminucié dels
nivells intracel-lulars de CenH3“®"" (Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 2009). De forma
general, tenint en compte totes aquestes observacions, un possible model seria que
CenH3 unit a la seva xaperona és protegit de la degradacié i alhora és portat als
centromers on el cinetocor evita la seva degradacié. En canvi, CenH3 incorporada a
I’eucromatina al no ser protegida pel cinetocor és desallotjada i posteriorment degradada

via proteosoma (Figura D.8).
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Xaperona
de CenH3

© CenH3 4 / \

Figura D.8. Esquema del model proposat per la proteccié de la CenH3 unida a la seva xaperona. La
interaccié de CenH3 unida a la seva xaperona especifica la protegeix de la degradacié proteolitica per un doble
mecanisme. Per una banda, evita que la ubiquitina-lligasa E3 la reconegui i alhora, facilita la seva deposicié al
centromer on el cinetocor evita la seva degradacid. En canvi, CenH3 unida a altres regions de la cromatina no
és protegida pel cinetocor i conseqlientment és desallotjada de la cromatina per ser posteriorment degradada
via proteosoma.

El mecanisme concret pel qual CenH3 incorporada als centromers és protegida de
la degradacié proteolitica no es coneix. Per una banda, es considera que l'entorn
centromeéric d’alguna manera estabilitza la interaccié d’aquesta amb la cromatina o bé,
en limita l'accessibilitat de la maquinaria proteolitica. A favor d’aquesta hipotesi,
recentment, a Drosophila s’ha descrit el mecanisme pel qual la xaperona de CenH3¢°,
CAL1, estabilitza els nivells d’aquesta variant als centromers. En aquest mecanisme
també intervé una Ubiquitina-lligasa E3, CUL3/RDX, la qual reconeix CAL1 pero
ubiquitina CenH3®. En aquest context la ubiquitinacié de CenH3‘® no indueix la seva
degradacio sind que l'estabilitza i manté els seus nivells en els centromers (Bade et al.,
2014).

Una altra possibilitat és que la activitat del complex SCF estigui regulada al llarg
del cicle. De fet, aquest complex és inactiu en mitosi, just quan CenH3“® de nova sintesi
s'incorpora als centromers (Lidsky et al., 2013; Mellone et al., 2011). En cél-lules
humanes la deposicié de CenH3“t"** també es ddna a final de telofase i G1 (Hemmerich
et al., 2008; Jansen et al., 2007), suggerint que aquest mecanisme de regulacié dels
nivells de CenH3 pel complex SCF possiblement estigui conservat en els metazous. En
canvi, en el llevat S. cerevisiae on la deposicié de CenH3“*®** és depenent de la replicacié
s'ha identificat una altra ubiquitina-lligasa E3, Pshl. Aixi doncs, en cada organisme
podria actuar una ubiquitina-lligasa E3 diferent per regular els nivells de CenH3 en funcid
del moment del cicle en el qual CenH3 s’ha d’incorporar al centromer. Pero, també podria
ser que l'‘estabilitat de CenH3 fos regulada per diferents vies de degradacid
complementaries. A favor d'aquesta hipotesi, en el nostre treball s’ha observat que en
abséncia de Ppa s’incrementen els nivells d’expressié de la quimera H3:CATD®®, perd
continuen sent inferiors als de la histona H3, suggerint que hi ha altres mecanismes de

3CID

degradacié de CenH independents de Ppa que també reconeixen el domini CATD®®,
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Per altra banda, en S. cerevisiae la deleci6 de Pshl no estabilitza completament els
nivells de CenH3“*, indicant que aquesta variant també disposa de diferents vies de
degradacié. En un futur, seria interessant determinar els diferents mecanismes que
controlen l'estabilitat de CenH3, com aquests es complementen, com es regulen i si estan
conservats per intentar definir millor el complex procés d’establiment i manteniment de

la identitat centromerica.
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CONCLUSIONS

S’han identificat i caracteritzat dues proteines relacionades amb la cromatina

centromérica a Drosophila: |la proteina codificada pel gen CG8289 i dBAF.

En cromosomes politénics, la proteina codificada pel gen CG8289 es localitza
preferentment en les regions d’heterocromatina constitutiva, el cromocentre i els
telomers. D’altra banda, en cel-lules SL2 colocalitza amb HPla en regions
properes als clisters de CENP-C i en neuroblastos obtinguts a partir de larves en
tercer estadi forma petites acumulacions que tenen associades un o dos clisters
de CENP-C. En conjunt, aquests resultats suggereixen que la proteina CG8289 es

localitza a I'heterocromatina pericentromérica.

dBAF es localitza a I’heterocromatina de les cél-lules SL2 en interfase. Un cop
iniciada la mitosi aquesta es localitza exclusivament en els centromers dels
cromosomes metafasics. La interaccié de dBAF amb la cromatina centromérica
esta regulada pel seu estat de fosforilacid, essent la forma no fosforilada la que

interacciona amb el centromer.

La sobreexpressié de la proteina de fusid6 dBAF-YFP, que es comporta com a un
dominant negatiu, indueix una disminucié significativa dels nivells de CENP-C en
els centromers, sense afectar els nivells de CenH3“®, En canvi, la sobreexpressio
de la proteina de fusié YFP-dBAF, que és funcional, no afecta els nivells de CENP-C
ni de CenH3“® en els centromers. La deplecié de dBAF en cél-lules SL2 també
indueix una disminucio significativa dels nivells centromérics de CENP-C tot i que,

en aquest cas, també disminueixen els nivells de CenH3®,

dBAF interacciona amb CENP-C. Aquesta interaccié esta regulada per l'estat de
fosforilacié de dBAF, essent la forma no fosforilada la que té més afinitat per
CENP-C. A més, aquesta interaccié també depen del RNA, ja que és sensible al

tractament amb RNasa.

El reclutament ectdpic del domini N-terminal de CenH3“® davant d’un gen
reporter indueix el reclutament de BubR1 i consequentment el silenciament del

gen reporter.
Aquests efectes depenen d’un motiu conservat a les diferents espécies de

Drosophila, Bloc 3. Aquest motiu és ric en arginines les quals sdn necessaries pel

reclutament de BubR1 i el silenciament del gen reporter.
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8. Els dominis N-CenH3 de S. cerevisiae i de humans també indueixen el
silenciament del gen reporter, suggerint que la contribucié del N-CenH3 en el
reclutament de BubR1 esta evolutivament conservada.

€I ja que la depleci6 d’aquesta

9. La proteina F box Ppa regula |'estabilitat de CenH3
incrementa els nivells de CenH3® i n’indueix la deslocalitzacié per tota la

cromatina.

10. El domini CATD®® ubicat en el HFD de CenH3%® és necessari per la interaccié6 amb

Ppa.
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