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RESUMEN 

Los centrómeros son estructuras críticas en la división celular; la proteína CENP-B 
es la mejor caracterizada de las proteínas centroméricas y es reconocida por el 
suero de pacientes con esclerodermia. Se une a la heterocromatina centromérica 
con secuencias de 17 pb del DNA satélite alfa (designadas como CENP-B box). 

El estudio de la división en células vegetales tiene importancia en biología celular 
porque se desconocen muchos aspectos. Dada la importancia de CENP-B en la 
organización y ensamblaje de la región centrómero/cinetocoro, se realizó el 
presente trabajo para tratar de responder las siguientes preguntas: ¿Tiene la 
región centrómero/cinetocoro en las células vegetales una organización estructural 
semejante a la de células animales? ¿ Existe CENP-B o alguna proteína análoga 
en los vegetales? ¿Presenta funciones semejantes? 

Con este propósito, se estudiaron por inmunofiuorescencia indirecta 22 sueros de 
pacientes con esclerodermia identificando los sueros anti-centrómero. Por 
Western blot se realizó la especificidad contra la proteína CENP-B. Se seleccionó 
un suero para purificar anticuerpos de afinidad, el cual fue utilizado como sonda 
para la localización de centrómeros en frijol y cebolla. Adicionalmente extractos 
proteicos de plantas fueron sometidos a Western blot para definir su reactividad 
molecular. Se preparó un inmunoadsorvente para retener la proteína CENP-B y 
CENP-B box, los productos de este inmunoadsorvente se amplificaron por PCR con 
oligonucleátidos específicos para CENP-B box, utilizando extractos vegetales. 
Finalmente el cDNA del extremo amino terminal de CENP-B fue amplificado por 
PCR en células HEp-2 y vegetales utilizando oligonucleátidos específicos. 

Los principales resultados del presente estudio son los siguientes: 

1. Los anticuerpos humanos anti-CENP-B reconocen centrómeros vegetales en 
frijol y cebolla. 

2. Estos anticuerpos reconocen por Western blof una proteína con masa 
molecular cercana a 80 kD, similar a la de CENP-B. 

3. La proteína análoga a CENP-B en vegetales posee la habilidad de retener 
repeticiones de aDNA. 

4. Por hibridación in situ se demostró la región CENP-B box en diferentes células 
vegetales. 

5. Se obtuvo por PCR un amplificado de 365 pb correspondiente al extremo amino 
terminal de CENP-B en frijol, cebolla, papa y zanahoria. 

En conclusión nuestros resultados apoyan la idea de que las plantas poseen una 
proteína centromérica con masa molecular -80 kD similar a CENP-B, esta proteína 
retiene a DNA satélites, por lo que creemos que presenta una función similar en la 
organización y ensamble del complejo centrómero/cinetocoro. 



SUMMARY 

Centromeres are critical structures in cell division; CENP-B is the most important 
protein of the centromeric complex and is recognized by autoantibodies from 
patients with scleroderma. 

The studies of vegetal cell division are important in biology because many aspects 
are unknown. CENP-B is important in the organization and for the assembly of 
centromere/kinetochore complex, for this reason current studies were designed for 
answer the following questions: Has the plant centromere/kinetochore a region with 
structural organization similar to that found in animal cells? Is there a similar 
protein to CENP-B in plant cells? If so, arises the question if it has similar function? 

To accomplish our aim an immunofluorescent screening of 22 scleroderma sera 
was carried out for the identification of anti-centromeric sera. By Western blot was 
established the fine specificity against CENP-B protein, From this batch one serum 
was selected for affinity purified anti-CENP-B antibodies obtention, which were 
used as probes for plant centromere localization in bean, onion. Additionally plant 
extracts were used in Western blot to define its molecular reactivity. Additionally an 
immunoadsorbent was prepared to retain CENP-B protein and CENP-B box, 
immunoadsorbent products were PCR amplificated with specific oligonucleotides 
for CENP-B box was carried out in vegetal extracts. Finally the cDNA of the amino 
terminal from CENP-B was amplified by PCR in vegetal and HEp-2 cells using 
specific oligonucleotides. 

The principal results of current studies are the following: 

1. Human anti-CENP-B autoantibodies recognized vegetal centromeres in bean 
and onion. 

2. These antibodies recognized by Western blot a protein with molecular mass 
close to 80 kDa, which is similar to the animal CENP-B protein. 

3. The analog CENP-B protein in vegetals possesses the ability to retain aDNA 
repeats. 

4. it was able to demonstrate by ín situ hybridization assays, the CENP-B box in 
different vegetals cells. 

5. By PCR a cDNA with 365bp was amplificated, and this product corresponded to 
the amino terminal extreme of CENP-B from bean, onion, potato and carrot. 

In conclusion our results support the notion that the plants possesses a 
centromeric protein similar to CENP-B with a molecular mass 	kD, this protein 
has the ability to retain aDNA satellites, reason why we believe that it has similar 
function such as organization and assembly the centromere/kinetochore complex. 
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Introducción 

Ciclo celular 

El ciclo celular constituye una serie de fenómenos complejos, mediante los 
cuales todo el material celular se distribuye en las células hijas, y se divide 
en dos estadios: la interfase y la división celular (mitosis, meiosis). 

La interfase es el periodo que existe entre una división y la siguiente. La 
célula está en "reposo aparente", el DNA se encuentra formando una madeja 
denominada cromatina, que en la fase de división se condensa para 
constituir los cromosomas, estos presentan sus brazos unidos en un punto 
central llamado centrómero. La mitosis sólo representa una pequeña fracción 
del tiempo vital de la célula, y puede considerarse como la separación final 
de las unidades moleculares previamente duplicadas'''. 

Interfase 

Es una etapa de intensa actividad biosintética, durante la cual la célula 
duplica su tamaño y el complemento cromosómico. Comprende más del 90% 
del ciclo celular, dividido en los siguientes períodos G1, S y G2 

Fase G1. Es un intervalo entre la división celular y la síntesis de DNA, es el 
periodo más variable del ciclo, ya que de acuerdo con la condición fisiológica 
de la célula, puede durar días, meses e incluso años, dependiendo del tipo 
de tejido, especie y etapa de desarrollo embrionario en que se encuentre. 

Si las condiciones del medio son favorables para el desarrollo, la célula 
crece y alcanza el tamaño que le permita avanzar en las siguientes etapas 
del ciclo; el primer punto de control para la progresión es el tamaño celular, y 
si no es adecuado, la célula detiene su avance en el ciclo, hasta que alcance 
el tamaño apropiado que le permita llegar a la división. En este punto la 
célula depende del aporte de nutrientes en el medio y de factores de 
crecimiento (como algunas hormonas y citocinas). La duración de la etapa 
de G es controlada por ciclinas C y D (CLN1 y CLN2 en levaduras), que 
aparecen de manera temprana en esta etapas'. 

El punto de control probablemente más importante en esta etapa es el 
"punto de restricción" (punto R), de inicio o "startn, en el que una vez que la 
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célula ha llegado a él, se compromete a cursar las siguientes etapas del 
ciclo. Desde que Arthur Pardee sugirió la existencia de este punto, las 
observaciones subsecuentes, realizadas sobre todo en los últimos años, han 
permitido relacionar el control fisiológico del punto R, a través de los ciclos 
de fosforilación, como ocurre en la proteína de retinoblastoma (pRb), en la 
que su hipofosforilación induce una señal inhibidora de crecimiento, en tanto 
que la hiperfosforilación de pRb favorece la progresión del ciclo. De tal 
manera que las señales de transducción que gobiernan el punto de 
restricción dependen del estado de fosforilación de pRb. Este evento 
involucra varios pasos de fosforilación, iniciados por los complejos CDK4/6-
ciclina D y son terminados por CDK2-ciclina E, ya que este complejo es 
activado al tiempo en que la célula pasa a través del punto R8. 

En el caso de aquellas células que no reúnen las condiciones requeridas 
para su crecimiento, salen del ciclo celular a una etapa de reposo o 
quiescencía denominada Go, en la cual la célula permanece de manera 
temporal o definitiva. Bajo ciertos estímulos y dependiendo del tipo celular de 
que se trate, puede regresar al ciclo, para concluir la etapa de G1. En Go las 
células disminuyen de tamaño rápidamente, las proteínas y RNA se 
degradan y su velocidad de síntesis disminuye a un tercio del de las células 
en proliferación. 

En condiciones favorables de crecimiento, el contenido total de proteínas se 
incrementa regularmente en forma continua a través del ciclo, esto indica 
que la síntesis de RNA ocurre a una velocidad constante. Sin embargo, en la 
fase M se ha encontrado que se suprime la síntesis de RNA, debido a que la 
condensación de cromosomas impide it transcripción, por lo que la síntesis 
protéica también se reduce. 

En G1 se sintetizan otras proteínas denominadas ciclinas: la ciclina A 
controla la transición G1/S, y forma un complejo con Cdk2, que es requerido 
para para activar la maquinaria de replicación del DNA°. La ciclina B participa 
en el disparo de la fase M (mitosis) formando un complejo con Cdc 2 para 
integrar el factor promotor de la mitosis (PMF)6. 

Fase S . Se lleva a cabo la síntesis o replicación de DNA, su duración es 
relativamente constante para cada tipo celular. Esta fase se inicia con una 
serie de señales extracelulares, llevadas al núcleo de la célula, para que se 
inicie la replicación en la que participa un factor llamado "activador de la 
fase S" (probablemente ciclina A), el cual limita la fase G1 °. 

2 
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La replicación opera bajo un estricto control, los eventos de iniciación son 
coordinados de tal manera que el genoma es duplicado una sola vez por 
ciclo, un factor permisivo se une al DNA en los futuros sitios de iniciación, 
cuando el material genético se encuentra en el citoplasma, este factor per se 
es capaz de soportar un evento de iniciación, que al comenzar se separa del 
DNA y sale al citoplasma a través de la envoltura nuclear, evitando una re-
replicación". 

La replicación en las células eucarióticas es bidireccional y no hay 
evidencias que sugieran la necesidad de secuencias específicas para 
terminarla. Esta fase finaliza cuando dos horquillas de replicación se 
encuentran o cuando se alcanza el final del cromosoma'''. 

En la etapa tardía de S, los sátelites repetidos de DNA centroméricos se 
replican, al tiempo que un factor citoplasmático retarda la entrada celular a la 
mitosis, hasta que termina la replicación"-". 

Fase G2. Es la etapa de preparación para la mitosis, en esta fase la célula se 
detiene para concluir la síntesis de DNA, pausa que también permite se 
corrijan los errores que pudieran ocurrir en la replicación. Además, se 
producen los factores necesarios para la condensación de los cromosomas y 
los que participan en todos los eventos implicados en la división celular. 

La velocidad de síntesis protéica disminuye en un 75%, y G2 es el periodo de 
producción de proteínas y RNA's requeridos para la división celular. En esta 
fase se producen los factores que disparan la mitosis, como la ciclina B, que 
posteriormente formará un complejo con Cdc 2, para producir el factor 
promotor de la mitosis, responsable del inicio de todos los eventos de la 
mitosis, paralelamente se inhiben los factores de retardo mitótico1415. 

Existe un punto de control al finalizar la etapa, en donde la célula antes de 
pasar a mitosis debe verificar si terminó de replicar el DNA, y si se 
corrigieron los posibles errores ocurridos en la replicación. 

División Celular 

La mitosis es un mecanismo que permite a la célula distribuir en equivalencia 
los componentes duplicados durante la interfase; en consecuencia, la 
división celular es la separación final de las unidades macromoleculares, 
previamente sintetizadas. 

3 
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Los eventos fisiológicos permiten dividirla en dos etapas: 1) Aquella que 
engloba la preparación para la segregación de cromátidas, la condensación 
de los cromosomas, el ensamblaje del huso bipolar mitótico y la unión de los 
cromosomas a éste por medio del cinetocoro, lo que comprende la profase, 
prometafase y metafase. 2) La etapa que corresponde a la separación de las 
cromátidas y su movimiento migratorio a través de los microtúbulos del huso 
y la citocinesis, correspondiendo a la anafase, telofase y citocinesis". 

Se conocen dos tipos de mitosis: La mitosis cerrada en la que el huso se 
forma dentro del núcleo y la membrana nuclear permanece intacta durante la 
mitosis, ésta se presenta en muchos hongos y protozoarios. La mitosis 
abierta es aquella donde el huso se forma en el citoplasma y la membrana 
nuclear se rompe durante la profase, ocurre en todos los vertebrados y 
plantas superiores. 

Profase. Es la fase de la mitosis, donde los cromosomas aparecen como 
delgados filamentos que se condensan por enrollamiento y plegamiento o 
espiralización, con lo que se acortan haciéndose más gruesos. Cada uno 
está consttuído por dos cromátidas que resultan de la duplicación del DNA 
durante el periodo S. La condenzación de cada cromátida, permite visualizar 
su constricción primaria que corresponde al centrómero/cinetocoro. Hay 
proteínas que se, asocian al centrómero permitiendo la unión adecuada de 
microtúbulos para la migración correcta de las cromátidas hermanas hacia 
los polos opuestos. 

En esta fase el nucleolo tiende a desintegrarse y desaparece al finalizar la 
profase. En el citoplasma se forma el huso, evento que es iniciando por el 
desplazamiento de uno de los dos pares de centriolos (previamente 
duplicados en fase S). La mitad del éster original alrededor del núcleo, 
describe una trayectoria de 180°, hasta alcanzar el polo opuesto, lo cual se 
produce por la polimerización de los microtúbulos que finalmente forman el 
huso mitótico. 

Prometafase. Es un periodo muy corto durante el cuál se desintegra la 
envoltura nuclear, los cromosomas quedan en aparente desorden, el 
centrómero ya maduro captura a los microtúbulos del huso, que al estar 
creciendo se desplazan alrededor del núcleo, así quedan accesibles y son 
atrapados por la región centrómero/cinetocoro. En este punto el 
nucleoplasma se mezcla con el citoplasma. Los eventos de estas dos 
primeras etapas se presentan debido a la acción directa de fosforilación del 
PMF sobre las Histonas 1, las láminas nucleares y proteínas asociadas a 
microtúbulos. 

4 
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Metafase Los cromosomas sufren movimientos oscilatorios hasta que se 
ordenan o alinean en el centro de la célula, donde se orientan para formar la 
placa ecuatorial, en preparación para la separación de las cromátidas. Existe 
un punto de control en el ensamble del huso, que detecta defectos en la 
estructura y alineamiento de los cromosomas, éste retarda la segregación de 
los cromosomas (anafase), hasta que se corrigen las alteraciones. Los 
cinetocoros que no se unen al huso, generan una señal inhibitoria que altera 
el ciclo celular, se han identificado los componentes protéicos responsables 
de esta señal, algunos se localizan en el cinetocoro (MAD2), razón por la 
que la interacción microtúbulo-cinetocoro es relevante para activar este 
punto de control'''. 

Anafase. La transición metafase-anafase es un proceso altamente regulado 
por la actividad del complejo promotor de la anafase (APC), que promueve la 
degradación de proteínas, dentro de las que se incluyen las ciclinas mitóticas 
e inhibidores de la anafase, a través de proteolisis dependiente de 
ubiquitina'8. 

La separación de los centrómeros en todos los cromosomas y la migración 
de las cromátidas hacia los polos ocurre simultáneamente. El centrómero 
precede al resto del cromosoma hijo, aparentemente traccionado por las 
fibras del huso. Este mecanismo no está totalmente definido, pero se ha 
propuesto que existe un complejo de fuerzas que actúan a lo largo del 
microtúbulo, y que derivan de su polimerización y de las proteínas motoras 
dependientes de microtúbulos. Otras proteínas citoplasmáticas como la 
dineína, dinactina, cinesina, y las relacionadas a la cinesina como la Eg5 y 
NuMA, que se localizan en la región centrómero/cinetocoro, facilitan el 
desplazamiento de las cromátidas". 

Las fibras cromosómicas del huso se acortan hasta alcanzar la tercera o 
quinta parte de su longitud original, en tanto que las fibras continuas se 
alargan ampliando la zona de transiape en la región media de la célula, y 
sirve para reacomodar las fibras de actina, las cuales son desplazadas de la 
periferia celular a la placa ecuatorial, formado el anillo de constricción que 
dirigirá la citocinesis. Esta separación es perfecta y nunca migran dos 
cromátidas hermanas (procedentes del mismo cromosoma) al mismo polo, 
invariablemente quedan en grupos diferentes. 

Telofase. El final de la migración polar de los cromosomas hijos señala el 
principio de la telofase, el cromosoma comienza a desenrollarse o 
descondensarse, agrupándose en masas de cromatina rodeada por 
segmentos discontinuos de envoltura nuclear, que son cisternas de retículo 
endoplásmico dispuestas alrededor de los cromosomas, las cuales 

5 
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finalmente se fusionan para formar una sola envoltura nuclear; al 
descondensarse la cromatina se inicia la formación del nucléolo. Los 
cambios en esta etapa, son un proceso contrario al presentado en la 
profaseia. 

La citocinesis. En células animales la citocinesis puede dividirse en cinco 
sub-fases: 1) El huso mitótico en anafase indicará el sitio en el que se 
formará el surco de clivaje. 2) El ensamble del anillo contráctil formado por 
actina y miosina. 3) La constricción del anillo. 4) La formación del cuerpo 
medio donde se separan los remanentes del huso mitótico y 5) La 
constricción se profundiza hasta lograr la separación de las dos células hijas. 
El citoplasma celular disminuye su viscocidad, los ásteres son menos 
aparentes y tienden a desaparecer. Los distintos componentes 
citoplasmáticos se distribuyen en ambas células hijas'. 

Cromosomas La arquitectura de los cromosomas eucarióticos, juega un 
papel importante en los procesos de transcripción y replicación, asi como en 
la segregación de las cromátidas hermanas durante la división celular. 
Algunas proteínas nucleares conocidas como "pasajeros cromósomales" se 
unen a los cromosomas, ya que requieren un vehículo para su redistribución 
en las células hijas'. Tradicionalmente a los cromosomas se les ha definido 
como los hilos asociados a los microtúbulos del huso mitótico de células en 
división22. 

Uno de los sucesos más importantes en la mitosis y meiosis, es la 
segregación del material hereditario entre las dos células hijas, proceso en el 
cual los cromosomas se unen a los microtúbulos del aparato mitótico por 
medio del complejo centrómeroicinetocoro, el que varía en magnitud 
dependiendo de la especie, así, su tamaño depende del número de 
microtúbulos que se les unirán en prometafase23. 

Los estudios en mamíferos han proporcionado información detallada en 
cuanto a estructura, composición y función del cinetocoro. Los centrómeros 
de cromosomas eucarióticos son regiones específicas de las fibras de 
cromatina, que integran un dominio de DNA distinto, el cual al microscopio 
aparece como una constricción primaria, y puede ser identificada en los 
cromosomas en metafase. La región del centrómero media la interacción 
entre cromátidas hermanas y nuclea el ensamble del cinetocoro. 

El cinetocoro es una región de diferenciación estructural, que está 
compuesta de DNA centromérico y proteínas, por microscopía electrónica es 
visualizado como una placa o disco trilaminar en la superficie de los 
cromosomas. El centrómero, por lo tanto, es responsable de delinear un 
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dominio cromosomal accesible al aparato de segregación, que proporciona 
las bases estructurales para el ensamble de los componentes del 
cinetocoro22, 24-26. 

El centrómero tiene la secuencia de DNA requerida para el apareamiento 
entre las cromátidas hermanas, en tanto que el cinetocoro posee la 
maquinaria y fuerza necesarias para la unión a los microtúbulos del huso, a 
través de los motores mitóticos como la dineína, para llevar a cabo la 
separación y migración de las cromátidas a los polos opuestos. La región 
centromérica de los cromosomas mitóticos se divide en dos partes, de 
acuerdo a las características inmunológicas de las proteínas centroméricas: 
la región externa corresponde a la placa del cinetocoro y la interna a la 
cromatina. A su vez, el cinetocoro se subdivide en dos dominios altamente 
organizados que están compuestos por la placa trilaminar y la corona 
fibrosa". Figura 1. 

Características del complejo centrómero/cinetocoro 

La región interna del centrómero es un segmento lineal de DNA satélite no 
codificable, representa aproximadamente el 5% del genoma humano, y 
contiene la información que determina la posición del centrómero', las 
características de apareamiento del cromosoma y los patrones de 
segregación de las cromátidas hermanas durante la mitosis y meiosis"i 29. 

Un subgrupo de aDNA satélite humano (satélite alfa o DNA alfoide) está 
compuesto de segmentos repetidos de 170 pb, organizados en grupos de 
~eras y pentámeros, formando una unidad que se repite de 100 a 150 
veces a lo largo del centrómero, varía en cantidad y secuencia de 
cromosoma a cromosoma. 	• 

Estudios recientes sugieren que el DNA centromérico en cromosomas de 
eucariontes superiores, está constituido por un segmento simple y continuo 
de 500 — 5000 kb, con bloques repetitivos de DNA satélite, que actúan como 
determinantes primarios en la estructura del cinetocoro". Existen segmentos 
cortos de DNA centromérico que están intercalados alternando con el DNA 
satélite alfa, los que unen a los microtúbulos. 

La región externa del centrómero es un disco trilaminar, localizado en la 
superficie de cada cromátida. El disco interior es contiguo a la 
heterocromatina centromérica, mientras que el disco externo y su corona 
asociada parecen ser el sitio de unión a los microtúbulos del huso. Figura 1. 
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Barbosa-Cisneros OY: CIiNP•13 en vegdales. 

Figura 1. Primer modelo propuesto para la organización de la región del cinetocoro, donde 
se considera la formación de una estructura trilaminar, compuesta por tres láminas, una 
interna, que que está contigua a la cromatina centromérica, la externa donde se localiza la 
corona fibrosa, lugar de unión a microtúbulos del huso mitótico. 

Función del centrómero 

1) Sirve como punto de unión de los cromosomas al huso mitótico. Unión 
que ocurre en una estructura especializada semejante a un botón 
denominada "el cinetocoro". 

2) Es el sitio de regulación del par de cromátidas hermanas. En la transición 
metafase/anafase algunas señales actúan en el centrómero para liberar el 
punto de adhesión de las crómatidas hermanas. 

3) El centrómero es el lugar de ubicación de algunos motores que mueven 
los cromosomas durante la mitosis. Varias proteínas motoras han sido 
localizadas en la región centromérica. 

4) Sitio de unión de las proteínas nucleares que se redistribuyen en la placa 
ecuatorial del huso mitótico21.'33 . 

8 



ihrbosa•Cisneros OY: CENP-I3 en vcgdalcs. 

Autoanticuerpos: sondas moleculares para el centrómero 

Un avance significativo en la biología celular y molecular del complejo 
centrómero/cinetocoro, se ha derivado del hecho de que algunos 
autoanticuerpos de pacientes con esclerodermia, particularmente los que 
tienen la variable CREST (Calcinosis, Raynaud, Esclerodactilia y 
Talangiectasias), reaccionan contra elementos del complejo. Los 
autoanticuerpos reconocen especificamente diversas proteínas del 
cinetocoro, que hasta el momento se han clasificado en: 

1. Las que forman la placa trilaminar (CENP). 
2. Proteínas accesorias como la tubulina y dineína, que se localizan en la 

corona". 33. 36  . 
3. Proteínas pasajeros cromosomales: 

A. Internas (INCENP), que se asocian temporalmente a la región 
centromérica. 
B. Proteínas de unión a las cromátidas (CUPO, se detectan después de 
que ha ocurrido la separación de estas, casi al final de la división celular. 
C. Proteínas que se unen transitoriamente a los cromosomas en la región 
centrómero/cinetocoro. 

CENP-A. Tiene una masa molecular de 17 kD y es parecida a la histona H3, 
con la cual comparte un alto grado de similitud, particularmente en la región 
del carboxilo terminal. CENP-A se asocia predominantemente a los 
mononucteosomas. Tentativamente parece participar en el empaquetamiento 
del DNA centromérico3146. 

CENP-B. Con un peso molecular de aproximadamente 80 kD, es la mejor 
caracterizada de las proteínas centroméricas, se localiza en la 
heterocromatina centromérica en el dominio central del cinetocoro, se asocia 
con algunas secuencias de 17 pb del DNA satélite alfa (designadas como 
CENP-B box). El DNA alfoide es una secuencia repetitiva de 170 pb 
agrupadas en pocas megabases de la región centromérica; es importante 
señalar que la interacción del DNA con las proteínas en la región 
centromérica, se realiza mediante el reconocimiento de secuencias 
específicas de CENP-B box y una región comprendida entre los 158 
aminoácidos de la región amino terminal de la proteína, formando lo que se 
conoce como complejo A37. El reconocimiento es de vital importancia en la 
formación de la región del centrómerofcinetocoro, ya que la secuencia de 
«DNA por sí sola puede ser la determinante primaria de la estructura y 
función del centrómero; este dominio tiene un alto grado de conservación 
filogenética, está absolutamente conservado en los humanos, roedores y 
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otros mamíferos, El dominio tiene un "motivo" o sitio de unión al DNA 
característico de la familia de proteínas hélice-asa-hélice". 

La secuencia de amino ácidos de CENP-B38  indica que tiene cuatro dominios 
separados por tres regiones (dos de ellas Al y A2) con altas 
concentraciones de ácido aspártico y glutámico, que aparentemente son 
criticas para la interacción; además de las interacciones DNA-proteínas, en 
el ensamblaje de CENP-B dentro del centrómero podrían ser importantes las 
interacciones proteína-proteína, pues, según Yoda (1992) y Kitagawa (1995), 
CENP-B sufre un proceso de dimerización, en el cual uno de los 
componentes del homodlmero se une a la región amino terminal de la otra, 
que a su vez reconoce el extremo carboxilo terminal de su contraparte, y a 
su vez cada una de ellas está unida a un segmento de ccDNA37' 39. 

La distribución de CENP-B varia entre diferentes cromosomas y se 
correlaciona con la cantidad de DNA alfoide por cromosoma" (figura 1), En 
tanto que la región del DNA alfoide al cual se une (CENP-B box) se ha 
encontrado en todos los cromosomas (excepto el Y) de humanos, 
chimpancés, gorilas y orangutanes40 . 

Se ha estudiado la expresión del gen que codifica para CENP-B durante 
diferentes etapas del ciclo celular, encontrándose que su síntesis es 
relativamente continua durante todas las fases del ciclo, pero que alcanza el 
nivel más alto en G2 y el nivel más bajo en S 41. 

CENP-B es uno de los principales antígenos del centrómero, y es reconocido 
por la mayoría de los sueros autoinmunes con especificidad anti-centrómero. 
Antigénicamente está formado por tres epitopos, de los cuales sólo uno es 
reconocido por todos los sueros con anticuerpos anticentrómero38. 

CENP-C. Tiene peso molecular de 140 kD y se desconocen muchas de sus 
características; sin embargo, hay evidencias que sugieren un importante 
papel en el ensamble y función del cinetocoro, y además su participación es 
esencial para una mitosis normal42. 

CENP-D. Es otra proteína identificada por sueros de CREST; tiene una masa 
molecular 47 kD y la secuencia de uno de sus péptidos ha permitido deducir 
que la secuencia de nucleótidos corresponde exactamente a la encontrada 
en las regiones reguladoras de la condensación del cromosoma (RCC1)30; 
está relacionada con el control del ciclo celular. 
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Pasajeros cromosomales 

INCENP. Tienen una masa molecular que varia de 133 a 145 kD. Son las 
proteínas internas del centrómero cuya función se cree que es estructural, 
debido a que transitoriamente se localizan en el núcleo durante la interfase, 
en cromosomas en prometafase, en el centrómero de cromosomas en 
metafase, en la zona media del huso en la transición de metafase a telofase, 
y en el surco de separación entre anafase y telofase, flanqueando el cuerpo 
medio en el puente intercelular32. 

CENNE. Tiene una masa molecular de 250-300 kD, y es una de las 
proteínas centroméricas que sufre una drástica redistribución durante el ciclo 
celular, ya que no se le detecta en la interfase, en tanto que en la profase y 
metafase se localiza unida a la región centromérica, mas en anafase se 
encuentra en la zona media, de donde posiblemente se descarta después de 
la citocinesis. Es probable que ésta también sea una proteína motor parecida 
a la quinesina35. 

CENPI.F o p330. Es una nueva proteína nuclear reguladora del ciclo celular, 
designada provisionalmente como p330 (doblete de 330 kD). Se expresa y 
se distribuye intracelularmente durante todo el ciclo celular. Se observa sólo 
en células en proliferación; comienza a acumularse en el núcleo durante la 
fase S temprana, alcanzando su máxima expresión durante la transición de 
G2 a mitosis. Se concentra en el cinetocoro durante la profase pero se 
relocaliza en la zona media del huso al principio de la anafase. En la telofase 
tardía se localiza predominantemente en la región del cuerpo medio, 
flanqueando la región extracelular y desaparece gradualmente con la 
separación de las células hijas. Su posible función "in vivo" se relaciona con 
la fuerza, maduración y ensamble del complejo centrómero/cinetocoro; con 
la segregación de cromosomas, y con la estabilización del eje central 
durante la citocinesis". 

MSA-36. Su masa molecular es de 36 kD y su función es desconocida; como 
es una proteína transitoria su ubicación varia en las diferentes fases del ciclo 
celular. Se localiza en el núcleo en G2 tardía, en la prometafase se 
encuentra en los cromosomas, en la metafase en el centrómero de los 
cromosomas, y en la anafase-telofase en la zona media del huso y 
flanqueando el cuerpo medio del puente intercelular. 

JB. Con una masa molecular de 38 kD; su función aún es desconocida y al 
igual que la anterior varia su localización durante el ciclo celular. Está 
ausente o enmascarada en interfase y profase. En los cromosomas de 
algunas células se localiza en el centrómero durante prometafase, en el 
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centrómero de cromosomas en la metafase, en la zona media del huso en la 
transición de anafase-telofase y flanqueando el cuerpo medio en el puente 
de separación intercelular. 

TD-60. Tiene una masa molecular 60 kD; probablemente participa en la 
citocinesis. Debido a que es una proteína transitoria, no se localiza en 
interfase, o tal vez se encuentre enmascarada; se ubica en el centrómero en 
la prometafase y anafase temprana, en la zona media del huso en la mitad 
de anafase-telofase, en el surco de separación en mitad de anafase-telofase 
y flanqueando el cuerpo medio en el anillo de constricción intercelular. 

37A5. Es una proteína con peso molecular que varia de 140 a 155 kD; su 
función es desconocida, se encuentra oculta hasta la profase; 
localizándosele en el centrómero de los cromosomas en metafase, en la 
zona media del huso en anafase-telofase, y en ambos lados del cuerpo 
medio en la constricción intercelularu. (Tabla 1) 

En relación al ciclo celular, las proteínas no histonas asociadas al 
centrómero pueden clasificarse dentro de dos categorías: 

A) Aquellas que están presentes en el centrómero a lo largo de todo el ciclo 
celular (A, B, C, y D) y 

8) Las que se unen de manera ciclo dependiente como las INCENP, CLIP, 
CENP-E y CENP-F o r, este grupo está considerado dentro de la creciente 
familia de "pasajeros cromosomales". 

Debido a la redistribución de las proteínas "pasajeros cromosomales" 
durante el ciclo, se ha sugerido que pudieran estar involucradas en las 
siguientes funciones: 

-Regulación en el apareamiento de las cromátidas hermanas, 

-Integración estructural de las dos mitades del huso. 

-Función motora durante la elongación del huso (anafase B). 

-Estabilización del extremo plus y microtúbulos en el huso central. 

-En la fase temprana del movimiento cromosomal hacia los polos del 
huso (anafase A) 
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Tabla 1 

PRINCIPALES PROTEINAS DEL CENTRÓMERO/CINETOCORO (Earnshaw. JCB,1994) 

Proteína CÉNP- 	. :CENE- , CENP- CEt1P.D ‘. 	
, 

 CE NP-E 	̀ .CENP-F .INCEN-A INCEN-B 

Masa 
molecular 

17 80 140 47 
_._. 

250-300 330-400 133-135 145-155 

Función Empaqueta 
el 	DNA 
centromórico 

Organiza el 
Centromero 
cinetocoro 

Necesaria 
para 	una 
mitosis 
normal 

Condensa 
cromosomas 

Semejante 
a cinesina 

_ 

Regula el 
ciclo 
celular 

Proteína 
estructural 

Induce 
citocinesis 

Ubicación 
en el 
Centrómero 

. 

Todo el 
ciclo 

Todo el 
ciclo 

.. 

Todo el 
ciclo 

Todo el 
ciclo 

Metafase Profase y 
Anafase 
zona 
media 
(huso) 

Profase y 
Anafase 
zona 
media 
(huso) 

Profase y 
Anafase 
zona media 
(huso) 

Modelos propuestos para la organización del centrómeroicinetocoro 

El análisis histoqulmico indica que el cinetocoro está compuesto de DNA", 
proteínas y posiblemente RNA; sin embargo, no se conoce de manera total 
la relación que existe entre estas moléculas para constituir la ultraestructura 
del centrómero/cinetocoro. Se ha propuesto el modelo de subunidad 
repetida", el cual considera que el centrómero/cinetocoro es una fibra de 30 
nm, constituida por múltiples "elementos" agrupados, capaces de unir los 
microtúbulos vía tubulina, las unidades a su vez están separadas por 
segmentos de DNA (linkers) de largo indeterminado. 

Cuando los cromosomas en metafase se condensan, estos "elementos" 
repetitivos de unión son doblados y alineados en forma paralela para integrar 
la capa externa del cinetocoro; ésta contiene la corona fibrosa asociada a la 
tubulina y la dineina (consideradas proteínas accesorias). La dineína se 
localiza en la región dista! de los cinetocoros; se ha propuesto que ésta 
constituye el motor que dirige los movimientos de los cromosomas hacia los 
polos opuestos2145.4a . 
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Participación de CENP en el ensamble del centrómerolcinetocoro. 
Existen dos características del ensamblaje del centrómero, que los hace 
indistinguibles de otras regiones de la heterocromatina: 1) Los centrómeros 
permanecen condensados durante la interfase corno otras regiones de 
heterocromatina; 2) El análisis de células en diferentes fases del ciclo celular 
con anticuerpos anticentrómero, revela que en fase Gj existe un solo 
centrómero, y como dos discretos centrómeros desde la fase G2 tardía, 
hasta la metafase47, después de esta etapa la mayoría de las proteínas 
CENP permanecen unidas al centrómero de cada cromátida y sólo una 
pequeña parte, las correspondientes a CENP-E y probablemente las 
INCENP, CLiPs, CENP-F "pasajeros cromosomales" se redistribuyen en la 
zona media, para luego perderse durante la citocinesis24. 

Los antígenos CENP, aparentemente, participan en dos estados del 
ensamblaje de la región centrómero/cinetocoro. El bloqueo de CENP tres 
horas antes de la mitosis, inhibe el ensamble de la estructura trilaminar del 
cinetocoro en la mitosis, los cromosomas se unen a microtúbulos pero son 
incapaces de realizar el desplazamiento hacia los polos. Por otro lado, si se 
bloquean las CENP dos horas antes de la mitosis, el efecto es diferente, 
pues a pesar de que se realiza el ensamblaje del cinetocoro, es inestable; 
esto es paralelo a un defecto de la condensación de la cromatina en la 
región interna de la placa del cinetocoro, lo cual causa un arresto de las 
células en metafase". 49. 

Los centrómeros y el ciclo celular en vegetales 

Los centrómeros de las células vegetales y animales unen docenas de 
microtúbulos (15-25), que resulta en un aumento de su eficiencia. La 
diferenciación del centrómero/cinetocoro en eucariontes superiores 
representa unidades múltiples, que pudieron haber evolucionado como 
agrupaciones de unidades repetidas, ya que al comparar las secuencias de 
nucleótidos de la región centromérica de S. cervisiae, S. pombe y el DNA 
satélite de mamíferos, muestra que existen algunos dominios conservados 
entre estas especies22. 

Los eventos cruciales en células eucariontes, como la replicación del DNA y 
la mitosis, son reguladas por una cascada de fosforilación de proteínas. Los 
estudios genéticos de las células animales han conducido a la identificación 
de muchos de los componentes de esta cascada; desafortunadamente en 
las células vegetales no se ha logrado avanzar y sólo se han aplicado 
analogías respecto a otras céulas eucariontes. Sin embargo, algunas de las 
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herramientas utilizadas para el estudio de células animales empiezan a ser 
aplicadas en vegetales. Con la ventaja de que la mayoría de las proteínas 
regulatorias del ciclo celular son altamente conservadas entre eucariontes no 
vegetales, se puede utilizar la información de los genes que controlan el ciclo 
celular en dichas células y algunas secuencias conservadas pueden 
utilizarse como sondas de hibridación. De esta manera están siendo 
identificados los principales genes que controlan el ciclo celular (u 
homólogos), como es el caso de las cinasas dependientes de ciclinas, 
ciclinas y fosfatasas".". 

Si bien a nivel celular, las plantas muestran muchas características mitóticas 
de las células animales y de hongos, también presentan diferencias 
significativas, una de ellas es que las células diferenciadas tienen la 
capacidad de re-entrar al ciclo celular y dividirse, en coordinación con las 
células que las rodean. Las células vegetales, a pesar de no poseer 
centrosomas o centros organizadores de microtúbulos, como ocurre en las 
células animales, su ausencia no tiene efecto aparente en la división celular, 
pero si origina un dilema conceptual de acuerdo con el papel exacto de los 
centrosomas; surge así el concepto de "centrosomas flexibles", donde la 
nucleación de microtúbulos se acompaña de material pericentriolar amorfo; 
de ahí que la nucleación de los microtúbulos en las plantas sea 
generalmente dispersa; esto incluye microtúbulos asociados a la corteza 
nuclear en la interfase, a la banda de preprofase en G2 y al uso mitótico y a 
los microtúbulos del fragmentoplasto5 .55. 

En las plantas, las proteínas que co-localizan con los centros organizadores 
de microtúbulos incluyen fosfoproteínas que reaccionan con el anticuerpo 
MPM-2 (el cual reconoce proteínas fosforiladas asociadas con centrosomas). 
Además, existen epítopos que reaccionan con otros anticuerpos, como el 
suero autoinmune 5051, que reconoce el material pericentriolar en células 
animales y el monoclonal 6C6, que reconoce una proteína vegetal de 180 
kD, además de los centrosomas de ternera. Finalmente, la centrina es una 
fosfoproteina que une calcio y que co-localiza en ciertos centros 
organizadores de microtúbulos en plantas'. 
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Justificación 

El estudio de la división celular en células vegetales tiene importancia en 
biología celular porque se desconocen muchos aspectos, pues la mayoría de 
los estudios se han enfocado a determinar aspectos de la mitosis en células 
animales o en procariontes. Además, explorar los aspectos moleculares que 
intervienen en la división celular en plantas está justificado por la importancia 
que este reino tiene como abastecedor de alimentos en la cadena 
alimenticia. En el momento que se disponga de una amplia información de 
los mecanismos de reproducción y división celular en vegetales, estos 
conocimientos en ciencia básica, podrían ser aplicados para producir más y 
mejores alimentos. 

Por otro lado, es importante definir desde el punto de vista evolutivo, si 
algunas secuencias de la proteína CENP-B están conservadas 
filogenéticamente y se localizan también en los vegetales superiores. Dada 
lla importancia de CENP-B en la organización y ensamblaje de la región 
centrómero/cinetocoro, se realizó el presente trabajo para tratar de 
responder las siguientes preguntas, que nos permitan profundizar en el 
conocimiento de la región centrómero/cinetocoro en los vegetales: 

1. ¿Tiene la región centrómerolcinetocoro en las células vegetales una 
organización estructural semejante a la de las células animales? 

2. ¿Existe homologla entre las proteínas de origen animal y vegetal? 

3. ¿Existe CENP-B o alguna proteína análoga en los vegetales, que pudiera 
cumplir funciones de interacción con CENP-B Box, como ocurre en las 
células animales? 
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Hipótesis 

El mecanismo molecular de la división celular está conservado 
filogenéticamente, por lo que la proteína CENP-B o una proteína análoga 
está presente en las células vegetales y probablemente tenga funciones 
semejantes. 
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Objetivo general 

Determinar si en vegetales existe una proteína centromérica CENP-B o una 
proteína análoga a la de los mamíferos, 

Objetivos específicos 

A. Determinar la presencia de la proteína CENP-B en extractos totales de 
proteínas vegetales; 

B. La caracterización molecular de la proteína CENP-B en vegetales; 

C. Determinar si existen analogías o diferencias inmunológicas entre las 
proteínas CENP-B animales y vegetales; 

D. Determinar la interacción de la proteína CENP-B con el DNA alfoide; 

E. Localizar segmentos de DNA alfoide en células animales y vegetales, 
para establecer el lugar de interacción de las proteínas con la 
heterocromatina centromérica; 

F. Amplificar el segmento aminoterminal del gen que codifica para la proteína 
CENP-B, ya que es la región más importante para la función de esta 
proteína. 
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Material y métodos 

Caracterización de sueros anti-centrómero. Se estudió un lote de 50 
sueros de pacientes con esclerodermia, obtenidos del Centro Médico 
Nacional Siglo XXI, del Centro Médico la Raza y del Centro de Biología 
Experimental. Los pacientes reunían los criterios del ACR para clasificación 
de esclerodermia. Se incluyeron sueros de 50 controles sanos y 3 sueros 
tipo, positivos para anticuerpos anticentrómero proporcionados gentilmente 
por el Dr. Carlos Casiano (The Scripps Foundation, La Jolla, CA). Los sueros 
se caracterizaron por inmunofluorescencia indirecta utilizando células HEp-2. 

Cultivos celulares. Las células HEp-2 obtenidas del American Type Culture 
Collection (pase número 364) y cultivadas en medio DMEM suplementado 
con 10% de suero fetal de ternera (FBS, Gibco), fueron disociadas de 
cultivos confluentes con tripsina al 0.5% preparada en EDTA 1.25 mM; ya 
disociadas fueron cultivadas en laminillas para la obtención de preparaciones 
en monocapa. Posteriormente fueron permeabilizadas con Triton X-100 al 
1%, fijadas en acetona fría y mantenidas a —20°C, hasta su uso. Las células 
vegetales fueron obtenidas de semillas de frijol, zanahoria, cebolla y papa, 
cultivadas en medio de Murashige-Skoog. Después de dos semanas se 
colectaron las raíces, que se disociaron con HCI 0.5 M, se fijaron en 
laminillas y se permeabilizaron como se describió, y se utilizaron para 
ensayos de inmunofluorescencia indirecta e hibridación in situ. 

Localización de los centrómeros por inmunofluorescencia indirecta. 
Para la inmunolocalización de los centrómeros se usaron, células HEp-2 y 
células vegetales disociadas. Los sueros marcadores del centrómero fueron 
diluidos progresivamente, iniciando con la dilución 1:40 en amortiguador 
salino de fosfato a pH de 7.2 (PBS), Las preparaciones celulares se 
incubaron con los sueros por 30 min a temperatura ambiente y en una 
cámara húmeda, y posteriormente se lavaron tres veces por 10 min en PBS, 
e incubaron 30 min con un suero de cabra anti-inmunoglobulina humana, 
marcado con fluoresceína (CLB, Amsterdam), en una dilución 1:80. Después 
de tres lavados en PBS, las laminillas fueron montadas en glicerol-PBS 1:9 y 
evaluadas por dos observadores independientes en un microscopio de 
epifluorescencia (Olympus B-Max). 

Aislamiento de las proteínas centroméricas a partir de extractos 
celulares crudos. Las proteínas de células HEp-2, o de células vegetales, 
fueron extraídas por sonicación en amortiguador de extracción (SDS al 1%, 
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EDTA 0.25 mM, 2-mercaptoetanol 2 M, Tris 1 mM, pH 7.5 y PMSF 5 mM). Las 
células se sonicaron 5 veces, durante 30 seg, usando el 50% de potencia; 
después, las muestras se sometieron a ebullición durante 3-5 min, se 
centrifugaron para separar los detritus celulares, se tomó el sobrenadante 
como fuente cruda de CENP, en el que se determinó la concentración de 
proteínas totales por el coeficiente de extinción a 280 nm. En la 
caracterización espectrofotométrica se utilizó una curva tipo trazada con 
albúmina sérica bovina. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE). Se realizó en minigeles 
en condiciones reductoras, utilizando el procedimiento descrito por Laemmli 
y Favre5'. La concentración de acrilamida fue del 11%; él tiempo de 
corrimiento de 60 min a 100 V. Al término de la electroforesis algunos geles 
se tiñeron con azul de Coomassie y otros sin teñir fueron electrotransferidos 
a hojas de nitrocelulosa por el procedimiento descrito por Towbin". Las 
proteínas transferidas se probaron con anticuerpos anticentrómero y las 
bandas inmunoreactivas fueron detectadas con Proteína A de Staphylococus 
aureus marcado con 1125, seguida de autorradiografía con películas X OMAT 
en cassetes con pantalla intensificadora". 

Purificación de anticuerpos de afinidad CENP-B. Para este propósito se 
corrieron extractos de células HEp-2 en geles preparativos al 11%; estos 
fueron electrotransferidos como se describió previamente. Las tiras de 
nitrocelulosa se tiñeron con "East green", después se cortaron 
horizontalmente aislando la banda de 80 kDa; ésta fue desteñida con agua 
destilada, y se incubó con un suero de CREST, que tenía títulos altos de 
anticuerpos anti centrómero y reconocía por réplica tipo Western blot la 
banda correspondiente a CENP-B de 80 kDa. El suero diluido 1:50, fue 
incubado toda la noche con la tira de nitrocelulosa de CENP-B, en agitación 
en balancín; al término de la incubación, fue exahustivamente lavada con GB 
(Tritón X-100 0,5M, trietanolamina 50 mM pH 7.4, NaCI 100 mM, EDTA 1 mM 
pH 7.4, SDS 0.1%) y los anticuerpos anti-CENP-B fueron eluidos de la tira de 
nitrocelulosa con glicina-HCI 0.2M, pH 2.5. El eluido fue neutralizado con Tris 
0.1 M pH 9.6, después dializado contra agua destilada y finalmente 
liofilizado. Los anticuerpos de afinidad anti-CENP-B se utilizaron para 
caracterizar en Western biot los extractos vegetales, así como para preparar 
un inmunoadsorbente para los ensayos de interacción de CENP-B con DNA 
alfoide. 

Síntesis de oligonucleótidos para usarlos como sondas y para 
amplificación por PCR. El diseño de los oligonucleótidos complementarios 
para la región conservada de CENP-B fue realizado en un procesador 
Pentium II MMX, utilizando el programa PRIMER, tomando en cuenta la 
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secuencia de CENP-B humana, reportada por Eamshaw Et atm. Los primeros 
439 nucleótidos que corresponden a 158 residuos de amino ácidos de la 
región amino terminal. La síntesis de nucleótidos fue realizada en un 
sintetizador de DNA (Applied Biosystems). La secuencia del oligonucleótido 
del extremo 5' de CENP-B fue: 5'-ACAGCTGACGTTCCGGGAGA-3' y el 
oligonucleótido 3' fue: 5'-GTTGGAGGCGGTGAAGTCGT-3'. Los oligómeros 
para CENP-B box fueron diseñados de acuerdo con la secuencia de CENP-B 
box humana reportada por Wayne and Willard6°. La secuencia 5' fue: 5'- 
CMCGTTGGAAACGGGA-3', y la secuencia 3' fue: 5'- 
GAAAGCAACCMGCCCT-3". 

Digestión con nucleasas. Para probar la protección que CENFLB le confiere 
al interactuar con el DNA alfoide, las laminillas de células HEp-2 se digirieron 
con 0.25%de DNasa tipo I, o nucleasa de Aspergillus, actividad 1:10,000 
(Sigma). Alternativamente las células fueron incubadas con enzimas de 
restricción como Eco Rl, Bam Hl y Hind III (Promega Biotech), Se incluyeron 
controles que no habían sido sometidos a ningún tratamiento. Ademas se 
incluyó un control sometido a la acción de tripsina-EDTA 1:250 (Gibco). Las 
laminillas con monocapas de células HEp-2 fueron incubadas con las 
nucleasas a 37°C por 60 min, posteriormente lavadas tres veces con PBS, al 
término de lo cual se utilizaron para ensayos de inmunofluorescencia 
indirecta, con sueros anticentrómero. Adicionalmente, las monocapas 
celulares se despegaron del frasco de cultivo por tripsinización suave 
(tripsina 0.4%-EDTA, por 2 min); las células en suspensión fueron 
exhaustivamente lavadas, después permeabilizadas y digeridas en 
suspensión con nucleasas como se describió previamente; finalmente fueron 
fijadas a laminillas con citocentrifuga para ser utilizadas en 
inmunofluorescencia indirecta. 

Ensayos de interacción de «DNA y CENP-B. La proteína CENP-B fue 
purificada de extractos de células HEp-2 ó de vegetales por cromatografía de 
afinidad. El inmunoadsorbente se preparó utilizando la IgG anti-CENP-B de 
afinidad, eluida de la banda CENP-B con glicina como ya se describió. La 
IgG-anti-CENP-B fue acoplada a Sefarosa-4B activada con bromuro de 
cianógeno. 

El inmunoadsorbente-anti-CENP-B se incubó con extractos de proteínas 
animales o vegetales que contenían CENP-B; después de lavar 
exhaustivamente con PBS, el complejo Sefarosa-anti-CENP-B/CENP-B fue 
incubado toda la noche con DNA genómico de células HEp-2, o de vegetales 
(extraído con fenol/cloroformo/isopropanol). Después de la incubación se 
centrifugó a 10,000 rpm y los precipitados fueron utilizados como templados 
para amplificación de la caja CENP-B, con oligonucleótidos específicos. Los 
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productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1%, y se tiñeron con 
bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta. Se incluyeron controles 
negativos para PCR, que no tenían la proteína CENP-B o sin templados de 
DNA. 

Marcaje de oligonucleótidos para CENNB box por oligo•tailing. Las 
sondas de CENP-B box fueron ajustadas a 10 ng/ml a 260 nm, y después 
marcadas con Fluoresceina-11 dUTP utilizando la reacción de transferasa 
terminal (Oligocolor kit RPN-3400, Amersham). Los oligonucleótidos 
conjugados con F11-dUTP se incubaron a 37°C por 90 min, posteriormente 
las sondas marcadas fueron utilizadas para hibridación in situ. 

Hibridación in situ y visualización de a DNA. Las células vegetales y HEp- 
2 se pre-hibridaron con HCI 0.02M, permeabilizadas con Triton X-100 al 
0.01% en PBS, y después lavadas en acido acético frío al 20%. Las sondas 
se diluyeron en amortiguador de hibridación/formamida (1:1) y ajustadas a 
50 ng/ml. Las preparaciones celulares fueron cubiertas con la sonda e 
incubadas a 90°C durante tres mino  posteriormente las laminillas se 
incubaron a 37°C por dos h, y al final de la incubación fueron lavadas con 
amortiguador SSC (NaCI 3M, Citrato de sodio 0.3M, pH 7). Para la detección 
de color las laminillas fueron lavadas en TBS y tratadas con la solución 
bloqueadora; después de un nuevo lavado con TBS, se incubaron una hora 
con anticuerpos anti-fluoresceina conjugados con fosfatasa alcalina. 
Después de lavadas con TBS, la reacción de color fue inducida con sustrato 
NBT; las laminillas fueron incubadas en oscuridad por 15 h, finalmente 
enjuagadas, montadas y evaluadas en microscopio de luz". Las imágenes 
fueron transferidas a un digitalizador de imágenes Kodak 40, y procesadas 
en los programas Photoenhancer y el analizador de imagen 1.53 del NIH. 

Reacción en cadena de polimerasa/reverso transcriptasa (rtPCR). El 
RNA total fue extraído de tejido vegetal y células HEp-2 por el método de 
ácido guanidinina-tiocianato-fenol-cloroformo (TRizol, Gibco BRL), y 
cuantificado a 260 nm. Para la síntesis del DNA se utilizaron 250 ng de RNA 
total y 200 prd de dNTP, 0.75 1.044 del primer 3' y 5U/20 µI de rTth/DNA 
polimerasa (Gene Amp "PCR System 9600). La reacción de transcriptasa 
inversa se realizó a 70°C por 10 min y fue detenida mediante una breve 
Incubación en hielo. Después, la amplificación del cDNA de CENP-B fue 
realizada por PCR, agregando 0.15 littl del primer 5'. Los tubos con 100 pl de 
reacción fueron cubiertos con 50 pl de aceite mineral. La amplificación por 
PCR se efectuó con 50 ciclos bajo las siguientes condiciones: 94°C por 2 
min, 48°C por 2 min y 72 °C por 1.4 mino  en un termociclador (COY Temp 
Cycler). 
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Por otro lado el DNA utilizado para amplificación por PCR fue extraído con 
una mezcla de fenol:cloroformo:alcohollsoamilico", posteriormente sometido 
a la reacción de polimerasa en cadena en presencia de Taq polimerasa. Al 
final de las reacciones las muestras fueron sometidas a electroforesis en un 
gel de agarosa al 0.8% conteniendo 0.5 mg/ml de bomuro de etidio. Los 
productos se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta. 
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Resultados 

Caracterización de los sueros. Al estudiar por inmunofluorescencia 
indirecta los sueros de pacientes con esclerodermia, como fuentes tentativas 
de anticuerpos anti-CENP-B, se pudieron detectar anticuerpos anti- 
centrómero en 16 de los 50 sueros, los sueros restantes produjeron patrones 
fluorescentes distintos, como nucleolares o nucleosomales, por lo que se 
eliminaron del estudio. Los sueros de individuos sanos resultaron negativos. 

Con la finalidad de conocer la especificidad fina de estos '16 sueros a 
proteínas CENP, se estudiaron por Western Mg usando tiras de 
nitrocelulosa con proteínas de células HEp-2 como un tamiz inicial. Quince 
sueros reconocieron proteínas centroméricas, que fueron identificadas con 
base en su peso molecular y tomando en cuenta la reactividad de los sueros 
tipo proporcionados gentilmente por el Dr. Casiano, solamente uno resultó 
negativo. La reactividad más frecuente resultó contra la protreina CENP-A en 
asociación con cualquiera de las otras proteínas CENP-B o CENP-C. (Tabla 2 
y Figura 2) 

Tabla 2 

ESPECIFICIDAD FINA DE ANTICUERPOS ANTI-CENTRÓMERO 

Suero AAN Titulo Western blof Proteína 

1 Centrómero 1:160 17/40/140  CENP-A,B,C 
2 Centrómero ' 1:160 n  17 	• ' CENP-A 
3 Centrómero 1:160 17,80  CENP-A, 8 

- 4 Centrómero a-  1:80 17  CENP-A 
- 	5 Centrómero 4  1:80 ' 17 CENP-A 

6 Centrómero 1:80  17 CENP-A 
7  Centrómero  1:40 17,80 CENP-A 
8 Centrómero ' 1:40 .P-Neg Neg 
9 Centrómero 1:80 17,80 CENP-A,B 
10 Centrómero  1:80  17 - CENP-A 
11 Centrómero  1:80 17 ' CENP-A 
12 Centrómero 1:80 80 n  CENP-B 
13 Centrómero 1:80  80  CENP-B 
14 Centrómero 1:160 17 CENP-A 
15 Centrómero ' 	1:160 17 CENP-A 
16  Centrómero 1:320  17  CENP-A 

24 



Barbosa-Cisneros OY: CENP-I3 en vegetales. 

Figura 2. Reactividad anticentrómero de sueros de pacientes con CREST. A. 
Inmunofluorescencia. B.Inmunorreplica tipo Western usando extractos de células HEp-2. 
Izquierda marcadores de peso molecular (Novagen). 1)PAGE al 11%. 2) Anti-CENP-B (80 kD). 
3) Anti-CENP-A (doblete de 17 kD). 4) Anti-CENP-A y B. 5) Anti-CENP-A, B y C(140 kD). 

Caracterización de centrómeros vegetales por inmunofluorescencia e 
inmunorréplica tipo Western. De los sueros que presentaron patrón 
centromérico, solamente dos fueron monoespecíficos para CENP-B y 
reconocieron una sola banda con una masa molecular de 80 kD (sueros # 12 
y 13). Esta misma banda fue reconocida por un suero control anti-CENP-B. 
Uno de los sueros monoespecíficos se utilizó para obtener anticuerpos 
purificados por afinidad. Los anticuerpos anti-CENP-B, fueron usados en 
ensayos de inmunofluorescencia e inmunorréplica tipo Western en células o 
extractos proteicos de vegetales. 

Fue posible visualizar centrómeros mediante pruebas de 
inmunofluorescencia en células de Phaseolus vulgaris disociadas y células 
de cebolla, en tanto que en las células de papa y zanahoria no fue posible 
visualizar estructuras centroméricas. En las preparaciones vegetales, el 
patrón de fluorescencia fue similar al observado en células HEp-2, sólo que 
el número de centrómeros fue menor. Por otro lado, los anticuerpos 
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purificados por afinidad anti-CENP-B reaccionaron intensamente con una 
banda de 80 kDa en extractos de diferentes vegetales, siendo más intensa la 
de frijol y la de cebolla. Los ensayos de precipitación en agar usando estos 
extractos demostraron que las proteínas vegetales resultaron 
inmunológicamente idénticas a CENP-B de células HEp-2. (Figura 4) 

Figura 3. A. Inmunofluorescencia representativa de centrómeros de frijol, probados con 
anticuerpos de afinidad anti-CENP-B. B. Autorradiografla que muestra la reactividad de estos 
anticuerpos a una banda de aproximadamente 80 kD en diferentes extractos celulares 

La interacción centrómero-cinetocoro es mantenida por CENP.B. Para 
definir la importancia de la proteína CENP-B en la formación del centrómero, 
se realizaron ensayos en células HEp-2 digeridas con nucleasas o tripsina; 
todos los sueros anticentrómero fueron probados en células pre-digeridas, y 
los títulos de anticuerpos y el patrón fueron comparados con aquellos 
obtenidos en células HEp-2 sin ningún tratamiento. Como puede observarse 
en la Figura 4, el tratamiento con DNasa no eliminó el patrón centromérico ni 
modificó el titulo de anticuerpos. En algunos sueros, sin embargo, el título de 
anticuerpos disminuyó en 80% de los sueros después del tratamiento con la 
endonucleasa de restricción Hind III. La nucleasa de' Aspergillus no tuvo 
ningún efecto en el patrón de fluorescencia; tampoco las otras 
endonucleasas de restrición Eco Rl y Bam Hl alteraron el patrón ni el titulo 
como puede observarse en la Tabla 4. La digestión con nucleasas en células 
en suspensión produjo resultados similares a los obtenidos en células en 
monocapas. La digestión con tripsina abolió el patrón centromérico 
producido por todos sueros, indicando que las proteínas centroméricas 
constituyen el eje organizador del complejo centrómero-cinetocoro. 
Resultados similares fueron obtenidos con células de frijol. 
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Figura 5. Anticuerpos anticentrómero por inmunofluorescencia indirecta. En células digeridas 
con: A) DNasa. B) Eco Rl. C) Tripsina. 

Tabla 4 

Las proteínas centroméricas protegen de la digestión al DNA alfoide 

Suero Intactas DNAsa Nuclesa Bam Hl Eco RI Hind III Tripsina 

1  160  160 160 160 160 40 0 	, 
2 160 160 160 160 160 80 0 
3 160 160 80 160 160 40 0 
4 80 80 80 80 80 0 0 
5 80 80 80 80 	— 80 0 0 
6 80 80 80 80 80 40 0 
7 40 80 80 80 80 20 0 
8 40 40 40 40 40 0 0 
9 80 80 80 80 80 40 0 
10 80 80 80 80 80 80 0 
11 80 80 80 80 80  80 0 
12 80 80 80 80 80 40 0 
13 80 80 80 80 80 20 0 
14 160 160 160  80 160 80 0 
15 160  160 160 80 160 80 0 
16 320 320 320 320 320 160 0 

La proteína CENP-B retiene satélites de .DNA. Con la evidencia que las 
proteínas centroméricas conferían protección al DNA alfoide evitando su 
digestión con diversas nucleasas, se preparó un inmunoadsorbente para 
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purificar la proteína CENP-B, con la cual se inmunoprecipitaron satélites de 
alfa DNA; a partir de este complejo se amplificaron secuencias de CENP-B 
box por PCR, utilizando oligonucleótidos específicos sentido y antisentido. La 
presencia de proteína CENP-B en el inmunoadsorbente permitió la 
amplificación por PCR de CENP-B box, en tanto que la ausencia de CENP-B 
o de DNA en la inmunoprecipitación previa a la PCR, resultó negativo para la 
amplificación de DNA alfoide (CENP-B box). Estos resultados fueron 
análogos en pruebas de interacción-amplificación-PCR con extractos 
proteicos y DNA de origen animal y vegetal, (Figura 5) 

Figura 5, A) Carril 1: inmunoprecipitación de CENP-B por un suero anti-CENP-B (H, cadenas 
pesadas; L, cadenas ligeras, proteína CENP-B). Carril 2: Proteína CENP-B eluida del 
inmunoabsorbente usando 0.1 mM de glicina a phi 2.8. 8) Secuencias de CENP-box 
amplificadas usando PCR con el inmunoabsorbente conteniendo los satélites de DNNCENP-
B como un templado. Los productos de PCR fueron resueltos en agarosa y teñidos con 
bromuro de etidio. Carril 1: Marcadores de tamaño (pb) de DNA. Carril 2: Amplificación 
negativa en ausencia de CENP-B. Carril 3: Amplificación de CENP-B box en presencia de 
templados CENP-B/Alfa DNA 

Amplificación del cDNA que codifica para el extremo amino-terminal de 
CENP-I3 de células vegetales. Se utilizó RNA total obtenido mediante 
TRizol, de frijol, zanahoria, cebolla, papa y de células HEp-2. Después de la 
reacción de transcriptasa reversa, se amplificó el extremo amino-terminal de 
CENP-B, vía PCR con oligonucleótidos específicos sentido y anti-sentido 
para CENP-B. El producto de PCR fue un segmento de aproximadamente 
365 nucleótidos. Los amplificados de células animales y vegetales 
presentaron una logitud similar. La amplificación del extremo amino-terminal 
de CENP-B a partir de DNA genómico vegetal y de células HEp-2, presentó 
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el mismo comportamiento electroforético, que los amplificados obtenidos vía 
RT-PCR. (Figura 6) 

Figura 6. Amplificación del extremo amino terminal del gene humano para CENP-B, por RT-
PCR. 1) cDNA de células HEp-2. 2) cDNA de Phaseolus vulgaris. 

Por otro lado se pudo demostrar vía PCR, la presencia de CENP-B box en 
las células vegetales estudiadas, en todos los casos el producto amplificado 
con oligonucleótidos específicos, generó un fragmento de DNA de 
aproximadamente 150 pb, 

Hibridación in situ de CENP-B box en vegetales. Se demostraron los 
complejos del centrómero/cinetocoro en células HEp-2 y en células 
vegetales, con sondas específicas para CENP-B box; estas fueron marcadas 
por "digo tailing", utilizando la reacción de desoxinucleotidil transferasa 
terminal, que cataliza la adición de una cola de Fl-dUTP en el extremo 3' del 
oligonucleótido. Las sondas marcadas fueron utilizadas en células HEp-2, en 
Phaseolus vulgaris así como en células de cebolla y de zanahoria, para 
hibridar las unidades de alfa DNA que unen a las moléculas de la proteína 
CENP-B. 

Las sondas para CENP-B box humano hibridaron con repeticiones de alfa 
DNA en el núcleo de células de Phaseolus vulgaris, de cebolla y de células 
HEp-2. Los patrones de hibridación de oligómeros de CENP-B box fueron 
similares a los patrones anticentrómero observados por inmunofluorescencia 
Figura 7 
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Figura 7. Hibridación in situ de células Hep-2 y células de Phaseolus vulgaris. A) Imagen 
digitalizada de células HEp-2 tratadas con oligómeros contra alfa DNA; muestran una 
hibridación positiva a lo largo del complejo centrómero/cinetocoro. B) Imágenes digitalizadas 
de células de Phaseolus vulgaris tratadas con oligómeros contra alfa DNA; muestran una 
hibridación positiva en la región del complejo centrómerolcinetocoro. 
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Discusión 

El presente estudio fue diseñado para demostrar la presencia de proteínas 
centroméricas en células de vegetales superiores, en particular CENP-B. 
Para este propósito se utilizaron como sondas moleculares los sueros 
autoinmunes de pacientes con la variante de esclerodermia CREST, los que 
fueron probados por inmunofluorescencia indirecta en células disociadas de 
diversos vegetales. Se realizaron extracciones de proteínas a partir de los 
tejidos vegetales, fueron caracterizadas por, electroforesis y probadas en 
Western blot. 

Se pudo demostrar por inmunofluorescencia indirecta la presencia de 
centrómeros en células de frijol y de cebolla, las cuales claramente 
exhibieron estructuras correspondientes a centrómeros,. que tienen menor 
tamaño a las observadas en células tumorales humanas I-IEp-2. Además, el 
número de centrómeros también fue menor, con un promedio de 8-10 por 
célula. Resultó evidente la negatividad de la inmunofluorescencia en células 
de papa y de zanahoria. Este resultado probablemente es debido a que la 
inmunofluorescencia en células disociadas de zanahoria y papa no tienen 
suficiente sensibilidad, porque el tamaño de los centrómeros es menor que 
en los otros tejiidos estudiados, este problema técnico, también ha sido 
reportado por otros autores". La especificidad fina que los sueros 
anticentrómero reconcieron en Western blot con mayor frecuencia, fueron 
CENP-A con 17 kD y CENP-B con 80 kD; estos resultados en células 
humanas, son comparables a los que otros autores han reportado". A partir 
de la caracterización fina, se seleccionaron dos sueros que presentaban los 
títulos mayores de anti-centrómero y fuerte reactividad contra la banda de 80 
kD; de estos fueron purificados anticuerpos de afinidad, los cuales se 
utilizaron en la caracterización molecular en extractos vegetales. En todos 
los extractos, los anticuerpos anti-CENP-B reconocieron una banda de 
aproximadamente 80 kD, que corresponde a una proteína vegetal análoga a 
CENP-B animal, en ensayos preparativos los extractos vegetales y animales 
se enfrentaron a los anticuerpos anti-CENP-B concentrados, en pruebas de 
doble difusión en agar y los extractos vegetales reaccionaron en bandas de 
inmunoprecipitado con identidad total; es por ello que se les consideró 
inmunológicamente análogas. 

Por otro lado, se utilizaron los anticuerpos anti-CENP-B para purificar por 
afinidad a la proteína CENP-B, cuya habilidad de retener satélites alfa se 
demostró en ensayos de interacción con DNA genómico; la interacción fue 
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seguida de inmunoprecipitación y amplificación de secuencias específicas de 
CENP-B box. Con estos experimentos logró demostrarse la importancia de la 
proteína CENP-B para retener satélites alfa; la ausencia de proteína resultó 
en la ausencia de DNA alfoide; este sistema funcional opera tanto para 
células animales como para vegetales, ya que los ensayos de interacción 
con proteína CENP-B y DNA de frijol, produjo resultados similares. Además, 
la interacción de las proteínas centroméricas protege al DNA alfoide de ser 
digerido con nucleasas. Los resultados aquí presentados son similares a los 
que Wrong y Rattner demostraron previamente'', de igual forma, la 
interacción de CENP-B y CENP-B box había sido reportada previamente por 
Muro y Matsurnoto33. El presente estudio amplía estas observaciones y 
aporta un paso extra vía PCR, para amplificar secuencias específicas de 
DNA centromérico. 

La presencia de secuencias especificas de CENP-B box se confirmó por 
pruebas de hibridación in situ, las cuales exhibieron correspondencia total 
con los patrones de fluorescencia de la proteína CENP-B y aquellos 
producidos por las sondas marcadas para CENP-B box. Este resultado era 
esperado, ya que ambos elementos interactúan y sirven de interfase para el 
ensamble de otros componentes que permiten la segregación del material 
hereditario. 

El diseño de oligonucleótidos específicos para CENP-B y/o para CENP-B 
box, tomando como base las secuencias de los genes de mamíferos, produjo 
resultados favorables, ya que fue posible amplificar vía PCR el extremo 
amino terminal de CENP-B, el cual está altamente conservado en la escala 
filogenética22,23,40,50, este dominio permite la interacción con las secuencias 
nucleotidicas de CENP-B box; y desarrolla la, correcta función de la proteína. 
En todos los vegetales examinados por RT-PCR, fue posible obtener 
amplificados de aproximadamente 365 pb; estos y los de células HEp-2 
presentaron tamaño similar. 

Los centrómeros vegetales se detectaron inicialmente por otros 
investigadores, con sueros de esclerodermia en tejidos vegetales de la 
monocotiledónea Hemantus catarinae; estas observaciones fueron 
complementadas con la caracterización molecular en diversos extractos 
vegetales, por Western blof'''. La presencia de CENP-B en frijol no había sido 
reportada previamente; parte de los hallazgos del presente estudio han sido 
publicados, en ellos se demuestra la existencia de esta proteína CENP-B en 
frijol", por inmunofluorescencia, Western blof y amplificación por PCR del 
extremo aminoterminal de CENP-B. Estas observaciones se han ampliado a 
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otros vegetales, los que aparentemente presentan una organización a nivel 
del centrómero, similar a la encontrada en el frijol. 

En la revisión de la literatura, puede percibirse la escasa información 
respecto a la organización molecular de los centrómeros vegetales; sólo se 
habían reportado secuencias similares a CENP-B box en algunos cereales", 
lo que nos permitió inferir la presencia de CENP-B como contraparte proteica 
para la interacción del alfa DNA. 

La importancia del presente estudio radica en la demostración de que 
proteínas centroméricas en diversos vegetales comparten epítopes comunes 
con los centrómeros de mamíferos, En vegetales, los centrómeros son 
reconocidos por un limitado número de sueros de CREST, ya que en 
pruebas tamiz solamente 2 de 50 sueros con anticuerpos anticentrómero 
presentaron reactividad molecular al centrómero/cinetocoro vegetal, esto ha 
sido enfatizado por Houben" y coincide con nuestras observaciones. Tal 
hallazgo sugiere que probablemente las proteínas de la región nucleo-
proteica no son idénticas, sin embargo, pueden tener algún grado de 
homología, o bién los autoanticuerpos humanos podrían tener una reacción 
cruzada que les permite reconocer proteínas del centrómero vegetal, así, los 
autoanticuerpos de CREST constituyen una poderosa herramienta para la 
caracterización molecular del complejo centrómero/cinetocoro, su utilidad ha 
sido demostrada por otros investigadores. 

Desde el punto de vista morfológico, los estudios de inmunofluorescencia no 
proporcionaron la resolución necesaria para definir si el 
centrómero/cinetocoro del frijol y cebolla, tienen los dos dominios descritos 
en centrómeros de mamíferos reconocidos por los autoanticuerpos, no 
obstante, en el Western blot de extractos vegetales reconocieron una 
proteína -80 kDa que presentó identidad imunológica con CENP-B humana. 

La presencia de CENP-B en el centrómero, obedece a su interacción con la 
región de unión al DNA altamente conservada, denominada CENP-B box, 
ésta tiene un alto grado de homología con mamíferos" y parte de su 
secuencia está presente en levaduras" y en el cromosoma B del maíz, 
donde se denomina Zm180knob7°; la secuencia tiene múltiples repeticiones, 
que están también presentes en otras especies vegetales como la 
Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, Zea maiz, Oryza sativa, Triticeae, 
Lycopersicum esculentum71 ". 

Es sorprendente que tanto el tamaño de las repeticiones de DNA 
centromérico vegetal como el de Arabidopsis (180 pb)" y el del arroz 
(168pb)75  es muy cercano a CENP-B box humano (170pb), estos datos 
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sugieren que la longitud y probable organización genómica de la región 
centromérica entre algunos vegetales y mamíferos es más parecida de lo 
que se esperaba, por otro lado, se ha descrito un grado significativo de 
homología entre CENP-B box humano, repeticiones de DNA centromérico 
del tomate' y de la caña de azúcar'. Los resultados del presente estudio en 
frijol, sugieren que CENP-B box tiene un tamaño aproximado de —150 pb, se 
desconoce su grado de homologia con CENP-B box de mamíferos. A pesar 
de que pudiera existir poca conservación en la secuencia de las repeticiones 
con otras plantas, la secuencia primaria del DNA puede proporcionar sólo 
parte de la información necesaria para especificar la función del centrómero. 

Aunado a lo anterior, se han descrito diversas proteínas centroméricas con 
un alto grado de conservación filogenética, este es el caso de la proteína 
ZW10', la que está presente en humanos, en Drosophila melanogaster, en 
Caenorliabditis elegans y Arabidopsis thaliana, Otras proteínas que tienen 
un grado significativo de homología son la gamma tubulina, centrina, 
pericentrina y proteínas fosforiladas relacionadas con centros organizadores 
de microtúbulos de centrosomas de mamíferos y de endomembranas o 
envolturas nucleares de vegetales"-"; estos hallazgos sugieren que los 
mecanismos de nucleación/organización de microtúbulos de plantas y 
animales son similares 

A pesar de que el genoma de Arabidopsis thaliana está explorado en un 
60%, las secuencias de CENP-B no han sido descritas como tales o como 
secuencias correspondientes a las regiones centroméricas de cromosomas 
vegetales, sin embargo, el extremo amino terminal de CENP-B tiene 
aproximadamente un 20% de homologia con algunas secuencias de 
Arabidopsis thaliana, un 30% con la secuencia del maíz, 35% 
Saccharomyces cervisiae, en C. elegans del 38%, Drosophila meianogaster 
35% y de Xenopus laevis cerca del 90%. Estos datos son alentadores ya 
que en un futuro la caracterización de las regiones centrómero cinetocoro en 
vegetales será completa y permitirá establecer con precisión el grado de 
cercanía filogenética de estas moléculas que aparentemente son 
conservadas. 

Llama la atención que otras moléculas relacionadas con el proceso de 
división celular, como es el caso de la gamma tubulina, que forma parte del 
aparato mitótico, el grado de homología entre las gamma tubulinas 1 y 2 de 
Arabidopsis thaliana, animales y hongos coinciden en un 70% en la 
secuencia de aminoácidos, esto sugiere la presencia de secuencias 
géneticas altamente conservadas. 
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Finalmente, la evidencia experimental de varios grupos de investigadores, y 
por los datos obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que existe 
una proteína centromérica análoga a CENP-B en diversas especies 
vegetales, por su localización, tamaño y capacidad de unir satélites de DNA; 
es probable que tenga funciones similares a CENP-B de células animales, 
como son la de formar y organizar la región del complejo centrómero-
cinetocoro. 

Las perspectivas que ofrece esta linea de investigación son: 1. Determinar el 
grado de homologia entre CENP-B de vegetales y mamíferos, para confirmar 
que se trata de una proteína filogenéticamente conservada. 2. Demostrar 
mediante estudios funcionales el papel de esta proteína en la organización 
del complejo centrómero/cinetocoro vegetal. 3. Demostrar mediante ensayos 
de mutagénesis y/o microinyección de anticuerpos anti-CENP-B si la 
proteína es indispensable para la segregación del material hereditario. 4. 
Explorar con técnicas moleculares, como hibridación in silu, la expresión de 
ésta y otras proteínas centroméricas en diversas especies vegetales; lo cual 
ayudará a conocer su papel en la fisiología de mitosis vegetal. 5. Definir la 
secuencia de CENP-B box para compararla con otras repeticiones de DNA 
de diversas especies vegetales. 6. Usar autoanticuerpos humanos para la 
inmunolocalización de otros componentes del aparato de segregación del 
material hereditario. 
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CENP-B AUTOANTIGEN IS A CONSERVED PROTEIN FROM HUMANS TO 
HIGIJER PLANTS : IDENTIFICATION OF THE AMINOTERMINAÉ. DOMAIN IN 

PHASEOLUS VULGARIS* 

Olga BARBOSA-CiStiEROS , Saül FRAIRE-VELÁZQUI71, Jose MORENO'. Rafael IIERRERA.E.SPARZA' 

SUMMARY. Centromeres are critical struc-
tures in cell division, and CENP-B is the most 
important protein of the centromeric complex 
recognized by autoantibodies from patients with 
scleroderma. Our mejor aim MIS to demonstrate 
whether CENP-B is a conservad protein along 
the phylogenic scale including the higher plants. 
Vegetal and human cell proteins were extractad 
from Phaseolus vulgaris and 11Ep-2 cells and 
were characterized by PACE, Western blot, arad 
human antoimmune sera containing anti-
CENP-B autoantibodies. The aminoterminus of 
the gene cncoding for CENP-B from HEp-2 cells 
and Phaseolus vulgaris Mas isolated by reverse 
transcriptase-PCR using complementary oligo-
nucleotides to the human CENP-B gene. Also, iu 
situ hybridization ovas performed on vegetal tis-
sues and HEp-2 cells using human CENP-B box 
probes. Our main results mere as follows : 1) 
Autoinimune sera were reactive to a vegetal pro-
tein of80 Lila. 2) Affinity-purified anti-CENP-B 
antibodies recognized a protein from Phaseolus 
vulgaris with molecular mass similar to that 
round in human cells. Vegetal and 11Ep-2 eells 
CENP-B proteins were immunologieally identi-
cal. 3) Using RT-PCK, sise mere ahle to amplify a 
eDNA eneoding for the amineterntinus doinain 
(pf CENP-B from PlauseohiA rulgaris that liad the 
same molecular behasiour :as the el)NA from 

,r•If -1„ry  Contitkohl (»V: t>.1.9(1  

RÉSUM É. - L'auto-antigéne CENP-B est une 
protéine conservé( de respéce humaine 
jusqu'aux végétaux supérieurs: identifica:ion du 
dornaine amino-terminal dans Phaseolus vulgo-
ris. - Les centroméres jouent un rale cié dans la 
division cellulaire et le CENP-B est la protéine 
principale du complexe centromérique. Des 
auto-antieorps sériques dirigés contre le CENP- 

s'nbservent dans la sclérodermic. Le but pre-
mier de la préscntc élude était de déterminer si 
le CENP-B est une protéine conservée d'un 
échelon Pautre de la phylogenése et notam-
ment, si elle est encore préseute chez les végé-
taus supérieurs. Des protéines nimbes de 
Phaseolus vulgaris et de cellules ilEp-2 ont, été 
caractérisées par électrophorése sur gel de poly-
acrylamide et Western blot et leur réaetivité asee 
un sérum humain contenant des antieorps anti-
CENP-B a été déterminée. • Lestrémité alumno-
terminale du gine CENP-B des «Hules 11Ep-2 et 
de Phaseolus vulgaris a été bolée aprés conver-
sion par la transeriptase réserse et amplifieation 
génique in vitro réalisée au moyen d'oligonu-
eléotides du géne CENP-13 humain. Une hybri-
dation in situ a été faite sur les tissus ségilaus 
les «hules 11E11-2 raide de sondes formées 
d'unc séquenee du géne humain CENP-11. Les 
résultats principaux paisent 	résumés 
comme suit. (1) 1.es sérums liumains contenant 
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cells. 4) Complementar} oligonucleotides 
for human CENP-B hoz kbridized a DNA 
sequence from Phaseolus vulgaris. In conclusion, 
CENP-B protein is a consert ed protein along the 
phylogenic scale from humus to higher plants. 

Anua» erld 

un anti-CENP-B ont réagi avec une protéine 
végétale de $0 Mb. (2) Les anticorps anti-
CENP-B purifiés par affinité ont recoanu une 
protéine de Phasealus vulgaris dont la masse 
moléculaire était voisine de celle du CENP-B 
humain. Les prntéines CENP-B humaine et 
végétalc étaient immunologiquement identiques. 
(3) Nous ;mins pu amplifier un ADN complé-
rnectairc codant le domaine amino-terminal du 
CENP-K de PhaNeolus vulgaris. Le comporte-
ment électrophorétique de cet ADN était iden-
fique á celui de l'ADN complémentaire des 
cellules IlEp-2. (4) Les oligonucléotides compk-
mentaires de la séquence humaine CENP-B se 
sont hydridés avec une séquence d'ADN de 
Phaseolus vulgaris. En conclusion, la protéine 
CENP-B se conserve le long de la phylogenése, 
de l'espéce humaine jusqu'ata végétaux supé-
rieurs. 

.M•I•1 •••• ••~1. 

Key words: Anticentromere autibodics -CENIP-B Mois clés : Anticorps anti-centrontlre - CENP- 
- Sclerndermia - Crest. 	 Sclérodermle - Crest (synkonte). 
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Centromeres are speciallud domains of euka-
ryotic chromosomes that play a critical role in the 
appropriate segregation of ebromatin during rucio-
sis and mitosis. Centromeres are componed of 
rcpeats a DNA assembled to centromeric proteins 
called CENP, INCENP. and `.1APS [I]. Of the 
various CENP proteins CENP-B binds lo the cen-
trometric DNA through a specific 17 bp sequence 
ca:led the CENP-E3 bo\ and present in some satel-
lites [2). The CENP-13 bt determines the degree of 
interaction with CENP-13. Molecular studies of 
CENP-B protein demonstrated that the ominoter-
minus domain is a domain of 15S residues that per-
:11ns interaction with centromeric chronwin (3I. 

Centromeric roteins hose been characterited 
kising autoimmune sera fiorn ratients with sclero-
derrito as molecular probes. in particular sem from 
¡latieras with the CREST %une,  y of scleroderma 
1.calcinosis. Raynaudis phenomenon, esophageal 
dismotility, sclerodactyly, and telangiectasia) [4]. 

CENP-B is the key prutein for positioning of the 
centromeric complot. and severa) studies have 
demonstrated its presence in differem eukaryotic 
cells. Our main goal was thfrefore tu determine 
"hether the CENP-B autoantigen was a conservzd 
'rotein present in the vegetal kingdom. Using 
-.,mtroinere aryibodies from scleroderma patients  

and complemebtary oligonucleotides for the ami-
uoterminus domain ofCENP-B gene, this issue was 
addressed, and the results demonstrated that higher 
piaras possess the CENP-13 protein. 

MATERIAL AND METHODS 

Sources and specificity of the sera 

Samples were obtained from leieroderma 
patients of the outpaticnt facilities ot the 
Inuntinotechnology unir and of !he departmenr of 
Rhuumatologv of Centro Médico Sigo Y.I. A 
total of 50 patients fulfi11in tlie American Col!ege 
of Rhetimatology criterio for se lerodemia ‘<ere 
included in ibis studv(5). Negati‘e controls were 
t'roin tiU health inclividuals. l'ositive controls for 
anti-centrotnere antitx)dies were kindly pro ided hv 
C. Casiano (The Scripps Foundation, E.a Jolla, CA). 
Sera were characterized by indireet imintinotluo-
rescenee using llEp-2 cells and vegetal cells ohtai-
ned from Phascolus 

Cell cultores 

1) 1-1Ep"-2 cells were obtained from the American 
Type Culture Collection (pass number 364) and 
cubre(' in IDMEM supplemented with 10% fetal 



— 370 — Olga 13.488014-CISNEROS ET 
Rt 	KIIUM TISkif 

(Isági 141 

JuNE 1997 

bovino serum ( FBS, Gibco). Cells dissociated from 
confluent cultures by 0.5% trypsin and 1.25 mM 
EDTA were grcwn on slides until a monolayer was 
obtained. Cells were then permeabilized with 1% 
Triton X-100, fixed in cold acetone, and kept at • 
20° C until used. 2) Vegetal cultures. Phaseolus 
vulgaris seeds were Brown in Murashige-Skoog gel 
media. Afta 2 %Ceks, roots of the plants were col-
lected and cells viere dissociated by 0.5M HCI, then 
tixed un slides and petmeabilized as previousl) 
described, and final') used for indirect immuno-
fluorescense and for in situ hybridization assays. 

Indircct immundluorescence (19 

HEp-2 and plant cells were prepared as descri-
bed aboye and used as the antigenic, source. Sera 
were diluted progressively from an initial 1:40 dilu-
tion in phosphAte buffered salive (PUS), pH 7.2, 
and were incubated on the HEp-2 cell preparations 
for 30 minutes at room temperature in humidity. 
Cells were washed three times for 10 minutes in 
PBS incubated for 30 minutes with a 1:80 dilution 
of goat anti-human immunoglobulin (CLB, 
Amsterdam). After three more washes in P135, 
slides were mouuted in glycerol-PBS 9: i and eva-
luated by two independent observcrs under an epi-
fluorescence microscope (Olympus B-Max). 

Polyacrytamide gel electroohoresis (PAGE) and 
~Cern biot 

SUS-PAGE was performed under reducing 
conditions on minigels according to the technique 
described by Laettmli and Favre in 11% polyacry-
lamide gels [6]. The unstained gels were electro-
transferred onto nitrocellulose sheets (NC) using 
the procedure described by Towbin [7]. The blotted 
proteins were probed with affinity-purified anti-
CENP-B antibodies. Bound antibodies were deve-
loped with 125 Staphylococcus protein A, followed 
by autoradioerarhv with X OMAT AR film and 
cassettes with interisifying screens (8). 

Affinity-putitication antibodies 

Anti-CENP-B antihodies were isolated from 
human CENP-B protein irnmobilized onto nitrocel-
lulose. The sheets were incubated overnight with 
undiluted anti-centromere serum. Nonspecific 
bound antibodies removed by Five washings with 
PTX. Specific bound antibodies were eluted from 
the NC sheets by 0.2M glvcine-HC1, p11 2.8, and 
neutrillized immediately with 1M tris, pH 9.5 19]. 
Thc eluted antibodies were concentrated by 
Centricon and then used as probes for vegetal 
CENP-B detection by indirect immunofluores-
unce or by Western blot. 

Ofigonucieotide ()robes 

Complementary oligonucleotides were designa 
using the PRIMER program. Oligomer synthesis 
was performed in a DNA synthesizer (Applied 
Biosystems). The probes were deprotected and 
cleaved, then purified by cartridges with ammo-
nium hidroxide, HPLC grade aceionitile, trifluo-
roacetic acid, and acetonitrile buffers. 

Oligonucleotides for the conservad domain from 
CENP-B were synthesizeci taking in account the 
first 439 nucleotides, which correspond to 158 mi-
dues of aminoterminus domain of the human 
sequence reponed by Earnshaw et al [ 1O]. Thc 5' 
oligonuclentide sequence was 5'-CGACAGCT-
GACGTTCCGGGA-3' and 3' oligonucleotide 
sequence was 5'-CCGCACCACACAG-
GACGTCGCCGCACC-3'. The CENP-B box oil-
gorneres were designed according to the sequence 
for human CENP-B box reponed by Wayne and 
Willard [1 I]. The upstream sequence was 
CTTCGTTGGAAACGGGA-3' and the downs- 
tream 	sequence 	was 	5'-GAAG- 
CAACCMGCCCT-3'. 

0!igonucleotide labaling by oligo-tailing 

CENP-B box probes were adjusted to 10 ng/ml at 
260 nm by OD and labeled with fluorescein-1 1 
dUPT (Fl-dUPT) using a terminal transferase reac-
tion (Oligocolor Kit, RPN-3400, Amersham). 
Oligonucleotides and FI-dUPT were incubated at 
37°C for 90 minutes, then labeled probes were used 
for hybridization. 

In situ hybridization of CENP-8 Box 

Vegetal and HEp-2 cells were pre-hybridized 
with 0.02 Ni HC1, permeabilized with 0.01% 
Triton-X WO,PBS, and washed in cold 20% acetic 
acid. Probes were diluted in hybridization 
bufferiformatuide (1:1) and adjusted to 50 ng/ml. 
Prehybridized cells were covered with the probes 
and incubated at 90°C during 3 minutes. The slides 
were then incubated at 37°C for two hours and 
washed in SSC buffer. For detection, the slides were 
washed in TBS, treated with blocking soltition. 
again washed in TBS, and incubated for 1 hour with 
anti-fluorescein antibodies conjugated with alka-
line phosphatase. After new washings with TBS, 
the color reaction was induced by N IIT substrato, 
and the slides were incubated in the dark for i 5 
hours. Thc slides were rinsed, anounted, and evalua-
ted microscopically [12]. Images were transferred 
to a digital 40 Kodak camera and proccssed by the 
Photoenhancer and the Nill 1.53 image anal) zer 
program. 
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Reverse-transcriptase/polymerasa chain reaction 

Total RNA was extracted from vegetal tissues or 
from 114-2 cells using the acid guanidinium thio-
cyanate-phenol-chloroform method (TR1zol, Gifco 
13RL). RNA was quantitated at 260 nm by OD. For 
cDNA synthesis, 250 ng of the total RNA, 200 »M 
of dNTP, and 0.7501i44 of the downstream primer 
were mixed with 5 U/20p1orrTth/DNA polymerase 
(Gene Any TmPCR System 9600). The RT reac-
tion was performed at 70°C for 10 man stopped by 
brief incubatiun on ice beads. After reserve trans-
cription, cDNA amplification of CENP-B was car-
ried out by PCR, afier addition of 0.150M of the 
upstrcam primer (131. The reaction tubes contai-
ning 100 pl of sample mixture were overlaid with 
50µl of mineral oil. PCR mixtures were amplified 
in a thermal cycler (COY TempCycler), using 50 
cycles under the following conditions: 94°C for 2 
man, 48°C for 2 man, and 72° for 1.4 min. At the 
end of the PCR reaction the samples were electro-
phoresed in 0.8% agarose gels containing 0.5 
mg/m1 ethidiurn bromide. The PCR products were 
visualized under 11V light. 

RESULTS 

Sera Specitkity 

Of the 50 sera of scleroderma patients, sixteen 
showed a centromeric path-pm by 1F on HEp-2 cells. 
Sera with other fluorescent patterns were excluded. 
Centromeric sera were screened by Western bloc to 
establish molecular soecificity. Fifteen sera reco-
gnized one or more binds corresponding to CENP 
proteins. and one serum was negativa. The protein 
muss frequently recognized was CENP-B (44%), 
followed by CENP-A of 17 kDA (18%) and CENP-
C (12%). Other sera exhibited ill-defined bands. 
Negative controls were unreactive. 

Atfinity-purified anti-CENP-8 antibodies 
recogniza a vegetal protein of 80 kDa 

Of the anti-centromere sera, onty 1%“) were 
monl)specific for CENP-B and recognized a single 
batid with a molecular mass of 80 kDa correspnn-
ding tu CENP-B. This band was also recognized by 
the control serum. Monóspecific anti-CENP-B sera 
were used to obtain affinity-purified antibodies. 
For this purpose, HEp-2 cell extracts containing 
CENP-B protein were ran in preparative electro-
phoresis Chen electrutrar.sfered onto iiitrocellulose 
sheets. The 80 kDa band was cut off, and the nitro-
cellulose strips were incubated ovcrnight with undi-
Usted CENP-B serum. After extensive washings 
'3. 

 
ith GB, the itnmobilized monospecific antibodies 

eluted by 0.05M glycine, Chen neutralized 

with Tris, and finally used in IF and Western blot 
assays against Phaseolus tulgaris extracts. 

Human affinity-purified anti-CENP-B antibo-
dies recognized centromeres from dissociated 
Phaseolus vulgaris cells by indirect immunofitho-
rescence. The fluorescent pattern was similar to 
that observad on HEp-2 cells. Affinity-purified 
antibodies were reactive la a single 80 kat band 
from Phaseolus vulgaris extracts. This protein was 
immunologically identical to CENP-B from 11Ep-2 
cells (fig. 1). 

Identification of a CONA CENP-8 from Phaseohn 
vuOgaris by PCR-reversa transuiption 

Using RT-PCR, we were *Me to amplify pan of 
the cDNA encoding for the aminotenninus CENP-
B domain from HEp-2 cells. The amplification had 
365 nucleotides and fragrnent bound the aDNA at 
the CENP-B box levet. A similar fragment was 
amplified by PCR using genomic DNA from 
Phaseolus vulgaris. Both the HEp-2 cell and the 
vegetal PCR products exhibtted similar electropha-
rctic behaviors (fig. 1). 

Probas again3t human CENP-8 box In sttu 
hybridized centromere-Idnetochore complexes 
from HEp-2 caes and Phasaolus vulgaris 

Probes were labeled by using terminal deoxinu-
cleotidyl transferase to catalyze attachment d'a tail 
of FI-dUTP onto the 3' end oligonucleotide. nese 
labeled probes were used on Phaseolus vulgaris 
and HEp-2 cells to hybridize the aDNA repeats that 
join CENP-B molecutes and ensure the cuhesion of 
the centromere-kinetochore complex. Probes for 
the human CENP-I3 box hybridized aDNA repeats 
in the nucleus of dissociated Phaseolus vulgaris 
cells and also from HEp-2 cells. 	hybridization 
patterns of CENP-B box oligomeres were similar tu 
the anti-centromere pattern observad by immuno-
fluorescence (fig. 1). 

DtSCUSSION 

We addreSsed the issue of whether or not centro-
meric proteins are present in higher ptants. A largo 
body of evidence indicates that CENP-B is une of 
the most important proteins of the ceritromcre-kine-
tochore complex. We used human anti-CENP-13 
autoantibodies from sclerodeima patients to detect 
CENP-B in human and vegetal cells. 

lndirect immunufluorescence showed centro-
mere - like structures in Phaseolus vulgaris 
However the numbers of centromeric dots were 
lourr than in HEp-2 cells. Our rusults are specific 
since affinity-purified anti-CENP-I3 antibodies 
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(1 DNA ()robes 	 Anti-CENP-8 

- In situ hytwiduaton and Ind.rtct invntriolk,orescance of 14E41-2 ond ~moka ~gua MIL N Digitized image» from 
HEp-2 ce11s treated %vitt oCgonie« s &gane e IDNA, coh:Vt positivo hybridiration done the contrornsre~t)chomcont lsk. B) 
HEp-2 Mis show centrorneric flucorscent partem induced by a CREST ser". C)Digaiard imalas from F71131014 ruiyans ceits 
tmated with oiloinwirs aga:ut .:DN& show Positiva hybridizabon atoen the contrownoralkinelochort compies. O) Phaseolus 
runa cites show a contromenc nuorescent partem induced by affinity-purificed hurnat arib•CENP-B ontibodas• Western 
blot from enti-CENP•6 anbbod9es tnat reacted nainst a 80 DA bard from Phaseolus irukarrs. 9 RT•PCS4 ampieriratiun by uligo- 
~MI against the anwrIterninus rudnain from n'unan CENP-B geno : 1 -cDNA from HEp-2 ceda. 2-cDNA from 	seolus vulga- 

re-cognized on Western blot a k ‘,.! et a 1 protein with a 
molecular niass of Mi 	firting the description of 
human CENP-13. Another indication of the pre-
sence of CENP-13 ia planta «las the cDNA obtained 
by RT-PCR amplifica:ion. The primers amplified 
the sequence encojing for the aminoterminal 
doniain. and the PCR produ:: Has similar to that 
obtained from 	 l. ,nally.complenti.intarv 
laheled oligonticleot:, 4.es 	hadízed 	frocii 
Phdveohi.: 	1:. itro 

Autoarnibol, 	 as moleallar 
probes tu charact::i..2 	 panwles. far 
example in plants. 	",:leroderina patients 
have been us:d tu 	 the presence and 
function of Topoisonierase 1 or Sc1-11)antigen in 
.4 rabidopsis 	k:orn. srinach. an.l wheat gerni 
I 14]. Additionally cell proliferation markers 
as PCNA havelNeen idenüried in toca ineristein rea 
cells using monoclonal antibodies 1151. Another 
molecule charactertied b‘ autoantibodies in the 
higher plant .-filiara: i.epa 	the R..\ polynierase 1 
transcription 	 hla ‘ka:• isulated usinu 

an anti-NOR SCr.:!11 :r1 /4 1:113ratient 1111111..n autoim-
mune disea,.: 

The recognition of centrumere kinetochore anti-
gens by human anti-centromere autoantibodies was 
reponed by Mole-Bajer ef. .J1 [171. who used the 
serum from a patient with the CREST tu immunos-
tain kinetochores from see‘.'. cells from the monocot 
Ilamuznthus katerinae and found al centromeric 
protein %vitt' a molecular mass close tu 68 kDA, 
llowever diese investil!at07, did nut specifx. which 
CENP protein was 	\\e idenufied 

protein from higher plan!, using atTinity-purified 
anti-CENP-11 human 

Evolving knowleklue ...b.)tit the oppnization of 
L hioinosomes in higher r!:Ints indicate that it is 
similar than those of' inantmaiian alas. Therefare. 

postulated that CENP-Ei or a moiectile with 
similar function may he r:esent in plants. Tu ¡m'es-
tigate Chis hypothesis, we designed sev eral oligonu-
cleotides tbr PCR amplifieation of the CUNA that 
ericodes for the aminotermintis domain ofCEN1)-13 
in Phaseolus vulearis. We were able tu amplify a 
sequence oí 365 hp with a similar eleetrophoretic 
inobility tu that of 	P-13 from 	cells. Our 
data confirin that (1NP•B autoantwen is widelv 
distributed along the 
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Another example of conserved protcins from 
humans to planes are the chaperons (1 K], w hich in 
some cases are also recognized by human autoanti-
bodies 119]• Since the targcts of autoantibodies in 
conneLtive tissuc distases are intracellular conser-
ved molecules involved in basic events of cell phy-
siology, such as CENP-13, the possibility ariscs that 
the production of autoantibodies is the result of a 
primary insuit, sub as a viral infeetion or physical 
eell damage, and is thus a consequence nithet tltail 
a cause ol a prcvious event (20J. Although it is dif-
ficult to speculate how our findings may be of cli-
nical or pathological relevance, mapping of 

EL AUTOANTÍGENOCENP-B ES UNA PROTEÍNA PRE-
SERVADA DESDE LA ESPECIE HUMANA HASTA LOS 

VEGETALES SUPERIORES: IDENTIFICACION DEL 
DOMINIO AMINO-TERMINAL EN EL PHASEOLUS 

VULGARIS 

El centrimero juega un papel clave en la división ccluliir, y el 
CENP-B es la proteína principal del complejo centromenco. 
En la eselerodermia se han dernostrado la existencia de ami• 
cuerpos dirigidos centra el CENP-B. El ohjeivo priroardial de 
e›te estudió fue determinar si el CENP-Il es una proteína que 

,.,errnartecido en la escala Elogénica. y especialmerre si est 
todavía presente en los %neta les superiores. Para ello. se extra• 
jeron proteínas del fhaseolus vu:garis v de las zilulas Hcp-2 
que fueron caracterizad.” mcdiarte efectroforesis en gel de 
Nliacrilamida y Western bit* y se determinó su rvactividad 
con sarro humano que contenía anticuerpos anti-CENP-13. El 
cremo amino-terminal de: gen CENP-B de las células Ilep.2 

del "aseo:Lis yulgaris fue aislado tras la conversion por la 
transcr;ptasa y la amplificación por la relcciOn en cadena de la 
ro!irnerasa (PCR) 	tando oligonueleotidos del un humano 
CE \P-B. Se llevó a cabo una hi5rilición in situ en los tejidos 
‘e.;etales y las células Ilep-: con la ayuda de sondas formadas 
de uta t:ccnencia del gen hum.ino CENP-II. Los resultados 
principales se pueden resumir como sigue: 1) Los sueros 
humanos conteniendo anti-CENP-B reaccionaron con una pro. 
tema 5egetal de SO k Da. 2) Los anticuerpos anti-CENP-B puri-
ficados por afinidad reconocieron una proteína del Phaseolus 
%ulearis cuya masa molecular es muy similar a la dcl CENP.11 
t:aromo. Las proteínas CENP-I3 Wumanas y vegetales eran 
ir,nunoiogiczamente identicas. 31 Hemos pedido amplificar un 
[)\.A complementario coditicancki el dominic amino-temiinal 

CENP-11 del phascolus 5ulans. El comportamiento clec-
v-,1,-,Iret.co de este DNA era idjrui:c al del 1)NA compleinen• 

de las Mulas IlEp•2 41 Los olitzonueic.alidos 
co-irlenientari.is de la secuencia hU111:1113 	h:ni sido 

con tina secuencia de Dls.-5 del Phaskolu. 5uluari, 
E • resumen. la prtltritu CF. 1'41 tu sido preservada a lobrgo 
C: 	1111.1011C• 1S, de la espece tudnana hasta Los segetale, 

conserved molecules is a gond example of how 
human autoimmune sera can be used in basic 
science as a powerful tool for defining molecular 
structures of autoantigen along ewlution. 
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DAS AUTOAN fIGEN CENP.B1ST EIN PROTE/N, DAS 
VOM MENSCHEN BIS ZU DEN H5HEREN PFLAN/EN 
ERHALTEN BLEIBT: IDENT1FIZIERUNG DES AMINO-
TERMINALEN BEREICHS BEl PI IASEOLIJS VULGARIS 

Dic Centromeren sind von zentrater Bedeutung (lir die 
Zellieilung, und das wichtigste Protein im Centromer-
Komplex ist CENA-E3. lin Sertim von Sklenxkrmie-Patienten 
werden gegen CENP-B gerichtete Antikórper ~hect Die 
hier belehrn,bene Snrdiu befaCie sich von Allem mit der Frage, 
itlt CENP-13 durch die Phylcsence hindurch erhalten bleibt 
und auch bci dea Witeren Ptianzen vurkommt. Die Proteine, 
die wir aus Phascobis vulgaris 	 extrahierten, 
wuiden durch Eleks.rophorese ate; Polvacrvlamidgel und mit 
dem Western-13101 charakeerisiert. Ihre geaktionsiihigkeit 
wurdc an Humanserum bestimmt. das Anti-CENP-13. 
Antikürper cnthielt. Das aminotenninale Ende des CENP.B. 
Gens der IlEp-2-Zcilen und von Phaseolus vulgans wurie 
N'eh Konversion mit Reverse Transcriptase und Amplifikation 
durch die Kettcnreaktion von Polymerise mit 
Oligontieleotiden des humanen CENP-B-Ciens isolien. An den 
pilanzliehen (ieweben und den IlEp-2-Zellen !latir:len wir cine 
in-sitti-ilvbridisiening mit Sonden vor. Bei diesen handchl es 
sich un; Scqucnren des humanen CliNP-11-Gens. 
Zusammenfassung der wiehtigsten Ergelmisse: 1) Dic 
Ilumanseren. die CENP-13-Antigen enthielten, reagierten mil 
einem ptlanzlichen 80-kDa-Prolcin: 2) die durch Affinitit 
gereinigten CENP-13-Antigene erkannien ein Proteir von 
Phaseolus vulg,aris mit eincr Molekülmasse ihnlich dem 
humanen CENP.B, wobei das humane und das idlanzliche 
CENP-11-Paitein immunoloy.isch identisch waren: 3) es konntc 
eine komplenientire 1)NA amplitiziert %verde% die den auto- 
tenni nalen 	on 	N1).11 'sur l'ha SCOIUN vulpris 
codierte und 	in der riektrophorew gcnau wtc Jic kumple- 
inentáre UNA der 	 %atilde; 4) die kixtiplementi• 
reit Oligorrieleonde kiei humanen CENP-11.Sequeni wurden 
nue eiticr DNA-Sequen: 'oit 111;3.4.01u% vullaris hybrediert 
Sonia bkihe das l'toteni 	1'.13 1. 13in Menschen bis zu den 
hik.eren 	durc ti the I'lly101:etie tundan:1i chuleen 
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LOCALIZATION OF THE CENTROMERE PROTEIN CENP-B 
USING SCLERODERMA SERA AND EVIDENCE FOR A ROLE IN 

CENTROMERE SURVIVAL* 

Olga BARHOSA-CISNEROSI, Esperanza AVALOS-DIAZ1 , Olga VERAZ, José MOREN02, Rafael HERRERA-ESPARZA:  

SUNIMARY. Objectke. To determine whether 
centromeric CENP A, 13 and C proteins play a 
role in centromere survival. Methods. Sixteen 
anti-centromere sera from scleroderma patients 
were used. The most common reactivitv demons-
trated by Western blot was anti-CENP-A, folio-
wed by inti-CENP-13 and -C, in that orden The 
reactivity uf thesc sera with HEp-2 cells was stu-
died using an indirect immunaluorescence 
assay with and without prior digestion by a 
DNase, Aspergillus nuc!ease and the restriction 
cndonucleascs Bam 111, Hind III, and Eco R1, 
CENP-13 was purified using affinity chromato-
graphv and anti-CENP-13 antibodv. The interac-
(ion berreen CENP-13 and the CENP-13 box mas 
e% a I uated using immunoprecipitation. 
I'recipitates containing alphaDNA were ampli-
fied using a PCR method with specific primers 
for the CENP-B box. Reáults. None of the 
MICICaSCS altered the liuoreseence pattern. PCR 
amplification shoned that CENP-B adsorbed un 
a Sepharose-4B/anti-CENP-B antibody  column 
retained alphaDNA satellites. No reten don mas 
seen in the absence of CENP-B. Conclusiuns. 
CENP-B protects alphaDNA from digestion by 
nueleases and presents DNase or restriction 
eniyme digestion from a ffecting the morphology 
and location uf eentrorneres. CENP-B may pro-
mide and maintain jffining of DNA satellites in 
the eentrotnere.  

RÉSUMÉ. - Mise en évidence de la protéine cen. 
tromérique CENP-B par des sérums de 'noticias 
sclérodermiques el arguments en farm- de son 
role dans la survie du centromére. -Ohjectsf: Le 
but de cette étude ¿tau( de déterminer si les pro-
téines centromériques CENP A, I3 ct C jouent un 
role dans la survie du centronicre. lifétbodes. 
Sebe sérums de malades sclérodermiques conte-
nata des anti-centrumére ont été étudiés par 
immunolluorescence indirecte sur cellu!es HEp-
2. L'analyse par Western btot a muniré que la 
réactivité la plus fréquente était dirigéecontre le 
CENP-A, suivi du CENP-13 puis du CENP-C. 
L'immunoiluorcscence indirecte a été réalisée en 
présence et en l'absence d'ADNase et des 
enzymes de restriction Bam 111, Hind III ou Eco 
R1. -La protéine CENP-B a été purifiée par aro-
matographie d'affinité avec un sérum anti-
CENP-13. L'interaction entre cette protéine 
cenit ontérique et la séquente CENP-B a été mire 
en évidenee par immunoprécipitation. Les pré-
eipitats cuntenant de l'alphaADN ont été ampli-
fiés gráce á une amplification génique in vitro 
(PCR) ntenée il Palde d'amorces spécifiques 
Hour la séquence CENP-B. Résultuts. La digo 
tion par les enzymes de restriction étudiés n'a ea 
aucun effet sur l'aspect des centrontéres en 
immunolluoreseence. Le CENP-B contenu dans 
une culmine d'immunoadsorption Sépharose-
411/aiiiieorps anti-CENP-B a retenu des satel-
lites d'alphaAl)N, qui ont pu are mis en 
évidence par amplification génique. En l'ab- 
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unce de CENP-B, l'amplification s'est avérée 
négative. Conclusion. La liaison au CENP-B 
protége l'alphaADN de la digestion par les 
nucléases, préservaat ainsi matutes la structure 
et la localisation nucléaire des centroméres. Le 
CENP-B pourrait favoriser et maintenir les liai-
son: entre les satellites d'ADN dans le centro-
mére. 

Key words: CENP-B protein Selerodermia - Altas clés : CENP-13 Sclérodermie - 
Centromerr. 	 Centromére. 

The centromere is a specialized region in the 
chromosomes of cukaryotic cells that cnsures 
appropriate segregation of chromosomcs during 
mitosis. They are componed by a compact network 
of heterochromatin containing repeats of satellite 
DNA that assemble proteins to form the centro- 
mere-kinetochore cumniex.p 	Centromeric DNA is 
two to three megabases in length [1]. 

A number aceraron:ere antigens, named CENP 
(centromcric proteins), INCENP (internal pro-
teins), and MAPS (tnicrotubules associated pro-
teins) (2), have been characterized using, sera from 
patients with scleroderma. especially in its CREST 
variety (calcinosis, Raynaud's pheimmenon, eso-
phagea: motility abnormalities, sclerodaetyly, and 
teiangiectasia). The best known CENP protein is 
CENP-B[3]. an 80-kDa protein that binds to a spe-
cific 17 bp sequence present in some satellites [4]. 
This sequence, called the CENP-B hox, determines 
the amount of CENP-B protein in the centromere 
[5]. Also, CENP-B itselfparticipates actively in the 
molecular interaction: the amino-terminus of 
CENP-I3 is a single 158-residue domain that allows 
the protein to assemble with centromeric hetero-
chrnmatin [6]. 

Studies involving rnicroinjections of anti-CENP-
suggest that assembly of CENP-B with satellite 

DNA occurs between the S and the G2 phase of the 
cell cycle [7]. Microinjection of anti-CENP-B luto 
living cells causes an arrest in mitosis at the meta-
phase, suggesting that interactions between CENP-
13 and alphaDNA are required for appropriate 
location of the centromere within the chromosome 
and for completion of mitosis. 

We conducted a series of experimcnts to deter-
mine whether CENP can be demonstrated in cell 
nuclei in the absence of intact DNA, and whcther 
the alphaDNA-CENP-13 interaction is a protective 
inechanism that plays a role in joining the centro-
mere tu the chromosome in the appropriate loca- 

tion. We used anticentrontere-positive sera from 
scleroderma patients as molecular probos for 
immunofluorescence and immunoprecipitation 
assays followed by CENP-B box PCR amplifica-
tion. 

MATERIAL AND METHODS 

Sera 

Sera from 50 patients fulfilling American 
College of Rheumatology criteria for scleroderma 
[8] werc studied,-as well as negative control sera 
from 50 healthy subjects. Positive contrMs for anti-
centromere antibodies were kindly provided by Dr. 
C. Casiano (The Scripps Foundation, La Mia, CA, 
USA): 

Cell cultures 

HEp-2 cells from the American Type Culture 
Collection (pass number 364) were cultured in 
Dulbecco's Modified Minimal Essential Medium 
(DMEM) supplemented with 10% fetal hovine 
serum (FBS, Gibco). Celis dissociated from 
confluent cultures using 0.5% trypsin and 1.25 niM 
EDTA were grown on glass slides unta a monolayer 
was obtained. The cclls were Chen permeabilized 
with 1% Triton X-100, fixed in cold acetone, and 
stored at -20°C unza use, 

Indirect immunofluorescence 

HEp-2 cells preparcd as described aboye were 
used as the antigen source. Sera diluted gradually 
starting at an initial 1:40 dilution in phosphate buf-
fered satine (PBS), pH 7.2, were incubated with the 
HEp-2 cclls for 30 minutes, at room temperature in 
high humidity. The rens were washed three times 
for 10 minutos in PDS and incubated for 30 minutes 
with a 1:80 Alution of goat anti-human imtnuno- 
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Fig. 1. MIkentreinece reactivity el CRFST tara is delanedNad ewlrto 
kernunolluareseerrce In and Weetent Id« PI Mes HE0-2 cal %Pa-
cta and anticentromere sera. Lett: molecular ~Int midiere 
(Neeseen). 1) 11% SDS-PAGE with NE9-2 upa extrema. 2) Aatl- 
CENP-a .10 kDe). 3) Anti-CENP-A (I? Mi tkeddet). q Mem-CES/-A 
end -i3. Anti-CENP-A, -8, and -C1140 Web 

globulin (CBL, Amsterdam). After three more 
washings in PBS, the slides were mounted in glyce-
rol-PBS (9:1) then evaluated by two indepcndent 
observers undei• an apifluoreseence microscope 
(Olympus 13-Max). 

Nuclease digestion 

1lEp-2 ce!l monolayers were digested with 
0.2591) type 1 DNase or Aspergillus nuclease with 
an activity of 1:10 000 (both from Sigma Chemical 
Cu,. St. Louis, /5.10, USA), or with the restliction 
endonucleases ECO IZI, Bam 111, and Hind 111 
(Promega Biotech). The slides bearing the }lEp-2 
cell monolavers were incubatcd with the nucleases 
for 60 mintiíes at 37°C, washed three times in PBS, 
and examined using an indirect fluorescent 
bodv. Untreated controls and controls digested with 
tryp*sin-F.DTA 1:250 (Gibco) were includcd in an 
experiments. Tryrsinized celis were extensively 
washed. and the ce!l suspension thus ohtained was 
pernieabilized and digested hv nueleases as descri-
bed aboye. fixed to slides by cytuspin. and exami-
ned using an indirect immunonsuoreseent antibody. 

Antigen extraction 

11Ep-2 ct.'lls from contluent cultuFes ‘yere exten-
siyelv washed then restispended in lysis buffer cern-
posed' of 1% sodium dodecvl sulfate, 0.25 inM 
FDTA. 2 rata 2-mercuptoetli.anul, 1 ruM Tris pI-1 
7.5. and 5 rnM PMSF. Cell lysates were sonicated 
live times and centrifugad at 10 000 rpm for 20 
mintites. The supernatant was eollected and the 
protein content estimated hased un the Optical den-

at 2M) itin. Extracts ‘k ere tested using deuble 
datision ni altar against reference sera. Specificity 
s% deterauned as described by. Ouchterlonv  

Polyacrylamide gel electrophoreds (PAGE), 
Western blot, and autoradiography 

Gcls containing I I% acrylamide wcre uscd. 
Samples wcre run under reducing conditions in 
minigels as describcd by Laemmli and Favre [10]. 
Unstained gels werc clectrotransferred to nitnxcl-
lulose shcets as describcd by Toubin [1 I]. 
Transferred proteins were probed with anticentro-
mere-positive sera diluted 1:50 with PTX buffer 
(0.01 M phosphate, pH 7.5, 0.2% Triton X-I00, 
0.15 M NaCI, and I mM EGTA). Bound antibodies 
wcre developed using 125I Staphylococcas aureus 
protein A followed by autoradiography with inten-
sifying screens [12]. Positive and negative controls 
were the same as described aboye. 

AlphaDNA-CENP-B interaction assay 

CENP-I3 was purified from HEp-2 cela extracts 
using affinity chromatography with an anti-CENP-
B Ig linked to a Sepharose 4-13 column. Adsorbed 
CENP-13 was incubated ovcrnight with genomic 
DNA extracte( from HF.p-2 cells by a mixture uf 
phencl, chloroform, and isopropanol. Negativo 
controls without CENP-I3 or withuut DNA tem-
piales wat: also nm. After incubation, the, CENE`-
13-DNA mixture was spur at 10 000 rima. The 
precipitates were used as templates for PCR ampii-
fication with the following oligonucleotides speci-
fic for the CENP-B box: upstream, 5' 
CTTCGTTGGAAACGGGA 3'; downstrcam, 5' 
GAAGCAACCMGCCCT 3' [13]. PCR products 
were resolved in 1% agarose gels, stained with ethi-
dium bromide, and visualizad under ultraviolet 

RESULTS 

Antinuclear antibody screening 

Sixteen of the 50 scleroderma sera wep.: positivo 
for anti-centromere antibody by indirect immuno-
fluorescence, whereas all the sera from healthy 
indiyiduals were negative. Specificity of the anti. 
centromece antibodies vas determined by 'Western 
hiot un nitrocellulose sheets bearing proteins trans-
t'erre(' from polyacrylamide gels loaded with 
nuclear extracts. CENP-A, -13, and -C have ditre-
rent molecular weights (17, 80,' and 140 kDa, res-
pectively), which allows them to be readily 
differentiated by Western blot. The most frequent 
reactivity was anti-CENP-A combined with anti-
CENP-13 or anti-CENP-C (Figure 1 and Tabla 11. 

Nuclease treatment did not affect fluorescence 
patterns 

The purpose of the experinients involying 
nuc lease digestion was te determine whether the 
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1 160 160 160 160 160 40 17/m3140 
2 160 160 160 160 160 60 17 
3 160 lao 80 160 	160 40 17.80 
4 SO 80 80 60 	SO 1; 

5 80 80 80 so 17 

6 80 80 80 se 	so 40 17 

7 80 80 80 so 	so 20 1:ZO 
8 40 40 40 4o 	44 reg 
9 80 80 80 so 	80 SZ 

10 60 80 80 80 	80 80 1. 
11 150 80 so ao 	80 80 • •• 
12 80 00 80 60 	so 40 
13 en 80 80 60 	so 20 61:1 
14 160 160 160 80 60 80 17 
15 160 160 isn 60 SO 80 17 
16 320 120 320 320 320 260 :7 

Fig. 2. Anbconbonwrio antibody rinctivity by Indino! inionunolliso• 
'esconce. A) Dkao•-•digested cola. S) Eco 011-dlgosted collo. C) 
Trypsin-doested C•111. 
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TABLE I. - noactivity of erikentrumere miro and offoct of nudoso@ digootion 
on anbcooilronwerse 

presence of intact DNA is ata important factor in 
maintenance of the centromeric architecture as eva-
ivated based on the tluorescence pattcrn observed 
using a fluorescent anticentromere antibody. No 
changes in the pattern of tluorescence werc seen 
after exposure lo DNase. Aspergillus nucicase. or 
the retrictiori endonu:leases Feo kl ur Ilani R1. 
!lira! 111 diminished the anticentromere antihodv 
titer in SW.,  of the sera Jable 1), The effect seas the 
sam:. rcgardless of the CENP spe.cificity. Exposure 
of permeabilized HEp-2 	to DNase or 
Aspergillus nuclease abolished anti-double-stran-
ded DNA reactivity of a serum from a systcmic 
lupus erythematosus patient (data not shows). 
Nuelease digestion of eell suspensions produced 
similar effects to fflose seen with eell tnonolayers. 
Trypsin digestion abolishcd the tluorescence pro-
duced by anticentremere antibodies. 

AlphaDNA/CENP-B interaction 

CENP-13 obtained bv adsorption on anti-CENP-
13 was responsible for retention of alphz!DNA satel- 

Fig. 3. Lane 1, immunoprecipitation of CENP-13 by enb-4 ENP-13 
asna' (He hay chaina; Ledight chainsl. Lane 2 in e» co4P4 pro-
tein Mutad from the immunoadsorbent cokunn using 0.1 rttAi glycin, 
pH 2.8. SI CENP•boit se iones were amplifted using PCI4 with the 
immunoadscebent column conteining the CENP4i/elphsONA eatel 
Mes as tne templete. PCR products liervre resolved in eigeruee gel& 
by ethidium brumide staining. Lane 1: DNA merkers. Lane 2: no 
empiefication occurred en the absence ot CENP-R. Lane 3 ionotifica-
twn os CENP-box in the presence of CENP-IVA1phallNA templetes. 

lites. In the presence of 	1'C1t 
using oligonucleotides specifte For the CENP- 

l3 box amplified a equence corresponding tu 
alphaDNA (Figure 3 ). No such 
occurred in the absence ofCEN1)-15. 

DISCUSSION 

We found evidence sugl..!estirig that CENP pia> s a 
role in maintaining ti/e architccture of the centro-
mere. Stable Binding of CENP-13 tu ;..lphaDNA 
rlays a vital role in chi omosorne segregation during 
cytokinesis by ensuriug that the centromere is 
appropriatcly positioned on the ehronlusuriie. 
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Studies uf CENP-B/alphaDNA intcractions can be 
expected to shed new light on the mechanisms 
underlying mitosis, meiosis, and chromosomal 
abnormalities such as trisomies. In 1987, Wong and 
'huna developed the first technique for isolating 
fractions enriched in centromeric DNA. This tech-
nique was bised on the poor digestibiiity of centro-
meric heterochromatin bv Micrococcus nuclease 
(14]. Two years lata, Matsumoto et al. took advan-
tage of the same charaeteristic to done copies of 
minor satellites of mouse centromeric DNA [4] 
Further studies demonstrated that alphaDNA satel-
lites are composed of 170 bp repeats, and that only 
17 bp are rcquired to forro the centromere/kineto-
chore compiex. This scquence of 17 bp is called the 
CENP-box [15]. Two molecuies of alphaDNA are 
needed for the CENP-13/CENP-B box interaction to 
occur (16]. 

The apparent strcngth uf CENP-B binding to 
DNA satellites prompted us to investigate whether 

simple indirect immunofluorescence assay is 
capahie of localizing centromere proteins in the 
nucleus. Nuclease digestion tailed lo alter the 

PUESTA EN EVIDENCIA DE LA PROTEINA CENTRO- 
MERIOCA CENP-I3 EN LOS SUEROS DE LOS 

PACIENTES CON ESCLERODERMIA Y ARGUMENTOS 
A t'A VOR DE SU PAPEL EN LA SUPERVIVENCIA DEL 

CENTROMERO 

Objetivo: El objetivo de este estudio fue detenuinar si el CENP 
juega un papel en la supervivencia del eentrémero. 
Dieciseis sueros de pacientes con esclerodennia positivos para 
el anticuerpo anticentrómero fueron estudiados por inmune- 
fluorescencia indirecta en células Hep-2 	estudio por 
Westeni bloc demostró que la reactividad mas frecuente estaba 
dirigida contra el CENP-A, sei:ida de la del CENP-E3 y final-
mente de la del CENP-C, La inniunolluorescencia itidirecta fue 
llevada a cabo en presencta y en ausencia de ADNasa y de 
enzinias de restricción ilam Hl. Ilind III o Eco IR. La proteiria 
CENP-Il fue purificada por crornatografia de afinidad coa un 
.tiero ;Int CEP-Ii La interacci,'In estro esta preoteina centro-
::lerica y la secuencia CENP-i3 fue puesta en evidencia por 
ri nunoprecipitación Los precipitados que contenían el alfa 
-113\ itieron aniplitiQados por PCR con la ayuda de fragmen-

cyecificos para la secuencia CENP-Ii. Resaltadas: La 
dit.!ests in por los enzimas de restrn:cion utilizados la) ll:Vo 

efe to .54.-41(0 el aspecto de los centrórneros en la itimu- 
!iolluorescenciz. 	CENP-1.1 contenido en una columna de 

sefarola413antieuerpos anti CENP-13 
N:tu% o !Os utdites de alfa AUN que pudieron ser puestos en 

idencia lux PCR. En ausencia de CENP-I3 PCR fue nega-
tiva Conclusiones: El CENP-B protege al alfa AUN de la 

it",n pu: las nucleasas. preservando intacta la estructura y 
la 	 nuclear de los centrórneros. El CIiNP-B pedria 
tavorecet y mantener la unión entre los satelites de ADN en los 
‘entroineros 

immunofluorescence pattern produced by anticen-
tromere antibodies, suggesting that centromeric 
DNA is resistant te nuclease digestion in intact 
cells. The centromere was undetectable afier tryp-
sin digestion. Our in vitro CEBNP-B/alphaDNA 
interaction assays and PCR amplification studies 
confirmed that CENP-B played a role in alphaDNA 
survival. Our data support the hypothesis pus fur-
ward Matsumoto et al. [4] that CENP plays a key 
role in joining DNA satellites. 

Antibody to CENP-I3 would be expected lo 
result in chromosomal instability, an abnormatity 
that has been reponed in patients with sclerodenna. 
HOWCVCf, experimental findings cannot be cxtrapo-
lated to the clinical situation for the time being, 
since it is difficult to conceive how autoantibodie 
located in the extracellular space could come poto 
contact with the chromosomes. 
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NACHWEIS DES ZENTROMERPROTEINS CENP-13 MIT 
SKLERODERMIE-SEREN UND ARGUMENTE Fa DES- 

SEN EINFLU8 AUF DIE LEBENSDAUER DES 
ZFNTROMERS 

Ziel der Studie: Prüfung, ob CENP die Lebensdauer des 
Zer.tromers beeinflunt. Methoden: 16 Anti-Zentromeren-
Antikikper-positive Sklerodennie-Seren »urden mit indirekier 
lininuntluoreszenz auf IlEp-2-Zellen untersucht. Die Analyse 
mit dem Westcni-Blo: crgab, daB die cociste Reaktivitát in ers-
ter Unir gegen CENP-A, in zweiter gegen CENP-B und in 
dritier gegen CENP-C gerichtet wat. Die indirekte 
Immunfluoreszen¿ wurde mit und ohne ADNase und den 
Restriktionsenzymen Bam III, klind 111 und Eco R1 durch-
gel15bn. Das Protein CENP-E3 wurdc mil 
Affmitátschromatographie mit Anti-CENP-B gereinigt Dic 
Interaktion zwischen dieseis Zcntromerprotein und der 
Sequenz CENP-B wurde durch lmmunoprázipintIon nachge. 
wi?sen. Dic Alplia-ADN enthaltenden Prázipitate »urden mit 
einer Kettenreaktion von Polymerase mit llilfe von spezati-
schen Primern fiir die Sequenz CENP-B arnplifiziert 
Lrgcbnisse: Die Digestion mit den untersuchten 
nestriktionsenzymen hattc keine N'irkung auf das Nuselten 
der Zentromeren in der Intmunfluoreszenz. Das in einer 
Sepharose-41.1/Anti-CENP-B-Antikerper-Sáule Yortiandene 
CENP-I3 hiele Satellilell von Alpha-AUN zurück, die dann mit 
Genamplitikation nachgewiesen werden konnten. Wo ken 
CENP-B vorhanden war, fi el die Amplilikation mgativ aus. 
Zusammenfassung: Die Bindang an CENP-!3 schützt die 
Alpha-ADN tirar der Digestion durch Nukleasen; auf diese 
Weisc bleibl die Struktur und die Lar, des Zcntromcren atoe-
ten. Maglichenveise fórdert CENP-lidie Bitiduniten zwischen 
den ADN-Satelliten in den Zentrorneren und untertaiii sic. 
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