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Reslimen

tonalli (tna) es un gen trithorax requerido para la correcta expresion de genes homeoticos.
tna interacciona genéticamente con los genes brm, osa y mor que codifican para
componentes del complejo remodelador de la cromatina Brahma (Brm). Brm es la
subunidad catalitica del complejo y tiene actividad de ATPasa. tna también interacciona
con Kis un gen que codifica para otra ATPasa (Kismet) asi como con skuld que codifica
para la sub-unidad MED13 (TRAP240) del Mediador, entre otros genes. Existen al
menos dos isoformas de Tonalli, una isoforma larga (TnaA) y una isoforma corta (TnaB).
La proteina TnaA presenta un dedo de zinc tipo SP-RING caracteristico de algunas E3
ligasas involucradas en la via de la sumoilacion. Hemos etiquetado a TnaA con GST y
hemos llevado a cabo experimentos tipo “pull down” en extractos nucleares de embriones
de 3 a 21 h donde hemos identificado a la ATPasa Brm. Esta evidencia indica que Brm y
TnaA podrian interaccionar fisicamente in vivo. También hemos agregado la etiqueta
FLAG a TnaA en su extremo amino y carboxilo de manera independiente, y se han
generado lineas de moscas transgénicas con cada una de las versiones etiquetadas. Dichas
moscas pueden expresar a TnaA-FLAG 6 FLAG-TnaA en etapas del desarrollo y/6

tejidos especificos utilizando distintos “drivers” de expresion.

Abstract

tonalli (tna) is a trithorax gene required for the adequate expression of homeotic genes.
tna interacts genetically with brm, osa and mor genes which encode subunits of the
Brahma (Brm) chromatin remodeling complex. Brm is the catalytic subunit of the
complex and it has ATPase activity. tna also interacts with kis which encodes another
ATPase (Kismet) and with skuld which encodes the MED13 (TRAP240) subunit of the
Mediator, among other genes. There are at least two isoforms of Tonalli, a long one
(TnaA) and a short one (TnaB). TnaA has an SP-RING Zn finger, which is characteristic
of some E3 ligases involved in the sumoylation of proteins. We have tagged TnaA with
GST and we have performed GST-TnaA pull downs in 3-21 h embryonic nuclear extracts
where we have identified Brm. This evidence suggests that TnaA and Brm can physically
interact in vivo. We have also tagged TnaA with FLAG in its amino- and carboxi-termini
independently, and we have established transgenic fly lines with these two tagged
versions. These flies can express FLAG-TnaA and TnaA-FLAG at different stages of

development and/or in different tissues using different GAL4 drivers.



INTRODUCCION

La regulacion de la expresion génica en eucariontes es un area de investigacion que ha
ido ganando importancia en las Gltimas décadas. En la era post-gendmica sabemos que la
secuencia de DNA no es suficiente para determinar los caracteres de un organismo sino
que es necesario un mecanismo muy fino de regulacion de su transcripcion que permite
dirigirla espacial, temporal y cuantitativamente. Dicha regulaciéon es la que permite por
ejemplo, que células con la misma secuencia de DNA sean diferentes.

En los ultimos afios, se ha descubierto la importancia de la remodelacion de la cromatina
en la regulacion transcripcional, es decir, la secuencia de DNA debe ser accesible a la
maquinaria de transcripcion para poder expresarse en tiempo y espacio adecuados. Los
procesos de remodelacion de la cromatina los llevan a cabo los complejos remodeladores
y las enzimas modificadoras de la cromatina.

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar la expresion del genoma
eucarionte y para esto utilizamos a los genes homedticos de Drosophila melanogaster

(D. melanogaster) como reporteros.

Los genes homedticos
Los genes homedticos (HOX) forman parte del grupo de genes encargado de dirigir el

desarrollo animal para formar las estructuras y los érganos caracteristicos de cada parte
del cuerpo. Esto lo hacen codificando para factores de transcripcion activos en diferentes
segmentos del organismo, donde controlan la activacion de genes blanco requeridos para
determinar la identidad de los mismos.

El nimero de genes homeodticos varia segun el animal. En D. melanogaster existen ocho
genes HOX: labial (lab), proboscipedia (Pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr),
Antennapedia (Antp), Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A), Abdominal-B (Abd-B),
y se encuentran agrupados en dos complejos; Antennapedia (ANTC) y bithorax (BXC)
(Kaufman et al., 1980; Sanchez-Herrero et al., 1985). Algo que resulta interesante es que
el orden de dichos genes en el cromosoma corresponde con el orden de las regiones sobre
las cuales influye, en el embridon y en el adulto, es decir, existe colinearidad entre éstas
(Lewis, 1978).

Cuando los genes HOX no se expresan de manera adecuada, se obtienen individuos con
transformaciones de un segmento en otro que se conocen como transformaciones
homedticas (revisado en Kennison, 2004), lo cual revela su gran importancia en el

desarrollo del organismo. De hecho, la pérdida total de la funcion de un gen homedtico es
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letal en el desarrollo temprano. Las mutaciones estudiadas surgen de pérdidas parciales
de funcion o dominantes en heterocigos. Estas transformaciones, con fenotipos tan
evidentes, permiten utilizar a los genes HOX como modelo para el estudio de la
expresion génica en eucariontes.

La expresion de los genes HOX se activa en el embrion a través de la accion de las
proteinas de segmentacion de los grupos "Gap" y "Pair Rule" (revisado en Lawrence y
Morata, 1994). Dichas proteinas desaparecen mas tarde en el desarrollo y la expresion o
represion de los genes HOX en las zonas y etapas correctas es mantenida por factores
especificos. En D. melanogaster dichos factores son codificados por dos grupos de genes:
los genes del grupo trithorax (trxG) son factores de regulacion positiva que mantienen la
expresion de los genes HOX en los sitios y tiempos correctos, y los genes del grupo

Polycomb (PcG) mantienen su represion (revisado en Lawrence y Morata, 1994).

Los complejos Brahma en D. melanogaster

Mientras que las proteinas del PcG tienen actividades altamente dirigidas a secuencias
especificas (PRE) en los genes, las proteinas del trxG emplean una mayor diversidad de
mecanismos para mantener la expresion de sus genes blanco.

Una manera mediante la cual los genes del trxG regulan la expresion de los genes
homeoticos es mediante la remodelacién de la cromatina, formando parte o regulando a
complejos remodeladores de cromatina (CRC) (Collins et al., 1999; Kal et al., 2000;
Papoulas et al., 1998, entre otras).

Los CRC se encuentran en todos los organismos eucariontes y estan muy conservados en
levadura, Drosophila y mamiferos. Estos complejos, utilizan la energia de hidrélisis de
ATP para actuar sobre la cromatina de diversas maneras, pueden cambiar la posicion de
los nucleosomas (Belikov et al.,, 2001, Fazzio y Tsukiyama, 2003), cambiar su
conformacion (Flaus y Owen-Hughes, 2001, Vignali et al., 2000), pueden disociar a las
histonas del DNA (Reinke y Horz, 2003) 6 intercambiar unas por otras (Kurgan et al.,
2003, Mizuguchi et al., 2003).

Todas estas acciones tienen el proposito de descubrir o cubrir zonas de DNA que estaban
previamente inaccesibles 6 accesibles para la maquinaria de transcripcion y es asi como
pueden regular la expresion o el silenciamiento de genes.

Ademads tanto las subunidades que forman a los complejos remodeladores como las

histonas que forman los nucleosomas pueden ser modificadas postraduccionalmente de



diversas formas. Esto constituye otro nivel de regulacion de la expresion génica (Berger
etal., 2007, Turner et al., 2007, Bourachot et al., 2003, Glaros et al., 2007).

Los CRC no solo estan involucrados en la regulacion de la transcripcion sino que su
accion también regula a la replicacion y a la reparacion de dafio al DNA y otros procesos

celulares.

Es evidente la importancia de los complejos remodeladores de la cromatina en procesos
esenciales de la célula. De hecho, hoy en dia, las alteraciones epigenéticas se consideran
tan importantes como las alteraciones en el DNA como factores determinantes de cancer.
Las mutaciones en algunas subunidades de los CRC en humanos, revelan la conexion
directa entre éstos y el cancer. Por ejemplo en el CRC Brahma (ver mas adelante) la
subunidad SNF5 es un supresor tumoral (Roberts y Orkin, 2004) y se ha encontrado
pérdida bialélica del gen en algunos tipos de cancer (Versteege, et al., 1998; Modena et
al., 2005). También algunas alteraciones en las ATPasas Brahma y BRGI de estos
complejos estdn involucradas en distintos tipos de cancer como el pancreatico, de
pulmon, de mama y de prostata (Roberts y Orkin, 2004; Reisman et al., 2003). Aunque
aun no se determina exactamente coémo es que los CRC participan en el desarrollo de

tumores, las evidencias que interrelacionan a ambos procesos contintan surgiendo.

En Drosophila, un CRC importante es el complejo Brahma (Armstrong, et al., 2002),
pues lleva a cabo la mayor parte de la remodelacion de cromatina. Este complejo
contiene una ATPasa de tipo SWI/SNF, llamada también Brahma (Tamkun et al., 2002).
La ATPasa Brahma, puede estar en al menos dos complejos, BAP ("Brahma Associated
Proteins") y PBAP (Mohrmann et al., 2004). El complejo BAP esta conformado por las
subunidades Brahma, Osa, Moira, BAP111, BAP60, BAP55 (ARP, Actin-Related
Protein), actina y Snrl. El complejo PBAP esta constituido por Brahma, Polybromo,
BAP170, Moira, BAP111, BAP60, BAP55 (ARP), actina, Snrl y SAYP (Mohrmann y
Verrijzer, 2005, Chalkley et al. 2008). Esta subdivision del CRC Brahma, existe también
en los complejos de tipo SWI/SNF de levaduras y de humanos (Mohrman et al., 2004).
Acorde con las evidencias genéticas (Kennison, J. A. and M. A. Russell 1987 y Vazquez
et al., 1999) estudios recientes revelan que aunque pueden existir estos dos complejos de
manera mayoritaria en la célula, existen también otros complejos donde las subunidades
exclusivas de los complejos BAP y PBAP (Osa y Polybromo y SAYP respectivamente)
co-existen (Ryme et al., 2009), asi como también pueden existir otras proteinas que
interaccionan con los complejos de manera mas transitoria (Armstrong et al., 1998, Sif et
al., 2001, entre otras) y/6 tejido- y etapa-especifica (Lessard, et al., 2007 entre otros).
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Estos datos reflejan el gran dinamismo que existe in vivo en la célula y que es quizas
requerido para dar especificidad al CRC.

Actualmente es de gran interés para diversos grupos de investigacion, conocer la
especificidad de estos complejos, como se ensamblan, como se reclutan a los sitios donde
se les requiere para la expresion génica, como se regula su actividad y como se integra su
funcion al resto de las sefiales celulares que se reciben en el nicleo para la determinacién
de la expresion génica.

La identificacion de algunas de las proteinas codificadas por los genes de los trxG y PcG,
revelaron que varios miembros de estos grupos son subunidades de complejos
remodeladores de la cromatina. En resumen, la remodelacion de la cromatina se requiere
para la expresion correcta de los genes HOX. Por ejemplo, brahma (brm), es un gen del
trxG (Tamkun et al., 1992) que codifica para la ATPasa Brahma. Asimismo, los genes
osa (0sa) y moira (mor) codifican para otras subunidades de estos complejos (Osa y
Moira) (Vazquez et al., 1999, y Brizuela et al., 1997) y se han identificado como genes
del trxG.

tonalli (tna) (Gutiérrez et al., 2004), el gen central del presente trabajo, es también un gen
del trxG ya que se identifico como un gen indispensable para la expresion correcta de

algunos genes homeoticos (Gutiérrez et al., 2003).

tonalli

En un andlisis disefiado para identificar genes que modifican la funcion de la ATPasa
Brahma en Drosophila, se identificé al gen tna (Gutiérrez et al., 2003), que presenta las
caracteristicas de un gen del trxG y es indispensable para la expresion de varios genes
HOX en Drosophila: Antp, Ubx, Scr, (Gutiérrez et al., 2003) y AbdB (J. A. Kennison,
datos no publicados) (Fig. 1). Los individuos homocigotos para mutaciones en tna no
sobreviven a estadio adulto y los individuos que llegan al estadio de farato presentan
transformaciones homeoticas. Los individuos con mutaciones en brm y tna
simultaneamente presentan un fenotipo de extension de alas (ver Fig. 1 A), resultado de
la expresion deficiente de uno de los promotores del gen Antp (Vazquez et al., 1999,

Gutiérrez et al., 2003).
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Fig. 1. Las mutaciones en genes que interaccionan con brm afectan la expresion de
los genes homedticos. Individuos y estructuras normales (izq.); individuos mutantes
(der.) A) Individuos con mutaciones en brm y tna presentan las alas extendidas que es un
fenotipo de baja expresion de AntpLos individuos con mutaciones en ambos alelos de tna
presentan los fenotipos homeo6ticos mostrados en B y C. B) La aparicion de quetas extra
indica la transformacion del halterio (estructura para balance) en ala. Implica baja
expresion del gen homeoético Ubx. C) Reduccion del niimero de peines sexuales del
primer par de patas del macho por expresion deficiente del gen homedtico Scr.

Ademas de interactuar genéticamente con brm, tna interactta con los genes que codifican
para las subunidades Osa y Moira del CRC Brahma asi como también con Kismet, la
ATPasa de otro complejo remodelador y con Skuld, un componente del complejo
Mediador, que es un coactivador de la RNA polimerasa II (Gutiérrez et al., 2003).
Recientemente se ha reportado que tna interactiia genéticamente también con uno de los
genes que codifican para gama-tubulina en Drosophila (Vazquez et al., 2008). tna
codifica para al menos dos isoformas; TnaA (1109 aminoacidos) y TnaB (610

aminodacidos) predichas a partir de los mRNA caracterizados (Fig. 2).
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Fig. 2 Las proteinas de tonalli. En la parte superior se muestra a TnaA (1109 aa) y en la
inferior a TnaB (610 aa). Sobre TnaA se indica el dominio XSPRING, el nucledtido 1708
es donde se encuentra el residuo afectado por el cambio hacia un codén de término en la
mutacién tna'. Se muestran también los dominios ricos en glutaminas (amarillo), el dedo
de zinc SP-RING (negro) y la sefial de localizacion nuclear (azul).

TnaA se divide en cuatro regiones: las regiones I y IV no presentan homologia a ninguna
otra proteina reportada en ningin organismo. La region I posee un dominio rico en
glutamina (Gutiérrez et al., 2003). La region III incluye un dedo de zinc del tipo SP-
RING (Siz/PIAS-RING) y una sefal de localizacion nuclear (NLS, de sus siglas en
inglés). El dedo de zinc es una estructura muy estable, compuesta por cisteinas e
histidinas coordinadas con un atomo de zinc. El dominio SP-RING es la firma de un
grupo de proteinas que se han descrito funcionalmente como E3 ligasas de SUMO
("Small Ubiquitin-related MOdifier") (ver mas adelante). Las Unicas otras proteinas con
el dominio SP-RING en Drosophila provienen del gen Su(var)2-10 (Hari et al., 2001).
Hasta el andlisis més reciente, existen varias proteinas con similitud a las regiones II ¢ III
de TnaA, pero hay muy pocas que presenten similitud a ambas regiones. En el humano y
en el raton existen dos proteinas (Zimp7 y Zimp10), que tienen un 60% de identidad a las
regiones Il y IIT de TnaA (Gutiérrez et al., 2004).

Zimp7 y Zimpl0 en humano son proteinas que interaccionan con los receptores de
androgenos y aumentan la transcripcion mediada por los mismos (Sharma et al., 2003,
Huang et al., 2005). Hay estudios que indican que hZimp10 incrementa la sumoilacion de
dichos receptores, y que ambas proteinas colocalizan con SUMO-1 en el nucleo en focos
de replicacion (Sharma et al., 2003, Huang et al., 2005). Los mismos autores reportan
que hZimp7 interacta fisicamente con la ATPasa Brgl del complejo humano, asi como
con la subunidad BAF57 del mismo y recientemente se ha identificado la interaccion

fisica de hZimp10 con el supresor tumoral p53 asi como el aumento de la transcripcion
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mediada por p53, en ensayos in vitro (Lee et al., 2007). Cabe destacar que tanto hZimp7
como hZimp10 tienen un dominio de transactivacion rico en prolinas que no estd presente
en TnaA (Lee et al., 2007, Huang et al., 2005).

Otro dato interesante sobre las proteinas Zimp en humanos es que se encuentran
distribuidas de manera tejido-especifica. hZimp7 se expresa mayoritariamente en el
testiculo y en menor nivel en el corazon, en el cerebro, en el pancreas, en la prostata y en
el ovario, con ausencia de expresion en el resto de tejidos (Huang et al., 2005). hZimp10
se expresa mayoritariamente en el ovario y en menor escala en la prostata, en el bazo y en
el testiculo (Sharma et al., 2003).

Estos resultados acerca de las proteinas que podrian ser las ortdlogas de TnaA en humano
concuerdan con nuestra hipotesis que considera a TnaA como una posible E3 ligasa de
SUMO y con su interaccidon genética con Brm y plantean un panorama muy interesante
sobre otras posibles interacciones de TnaA en la mosca.

Retomando el analisis molecular de tna, sabemos que la isoforma B posee las regiones I y
IT pero no contiene los dominios NLS ni SP-RING. TnaB no presenta homologia con
ninguna otra proteina.

Los transcritos A y B de tna se expresan de manera diferencial durante el desarrollo de
Drosophila (Gutiérrez et al., 2003) (Fig. 3). El transcrito de tnaA esta presente en todas
las etapas pero su expresion aumenta en el segundo instar larvario y alcanza su maxima
expresion en pupa, mientras que el transcrito de thaB se detecta por primera vez en el

tercer instar larvario pero es mas abundante en pupa y adulto (Gutiérrez et al., 2003).

Embryo Larva
ﬁ-ﬁ.’;-gﬂ 1 2 3
. L

P A
tnaA (6.1 kb)
“ [tnaB (4.2 kb)

- “ .k - | rp49

Fig. 3 Expresion de tnaA y tnaB durante el desarrollo de Drosophila.

Se detecta por Northern blot en extracto de RNA poly(a)+ de embriones de 0 a3 hy de 3
a 21 h, larvas de primero, segundo y tercer instar (L1, L2 y L3), pupa (P) y adulto (A) el

transcrito de tnaA en todas las etapas de desarrollo y el transcrito correspondiente a tnaB
a partir de L3.
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La sumoilacion.

La sumoilacion es una modificacion postraduccional en la cual SUMO, una proteina de
11 kDa similar a la ubiquitina, se une covalentemente a un residuo de lisina de la proteina
blanco. En los insectos existe Unicamente un tipo de SUMO, mientras que en los
vertebrados existen cuatro paralogos y en las plantas ocho (Kurepa et al., 2003; Saitoh y
Hinchey, 2000; Tatham et al., 2001; Rodriguez et al., 2001). La sumoilacion esta
involucrada en diversos procesos bioldgicos y es requerida para la viabilidad celular en
las levaduras, los nematodos y los eucariontes superiores (Fraser et al., 2000; Hayashi et
al.; 2002, Seufert et al., 1995).

La conjugacion de SUMO a sus blancos se lleva a cabo por una cascada enzimatica
analoga a la ubiquitinacion (Fig. 4); se requiere de una enzima activadora E1 que en la
sumoilacion consiste de un heterodimero y una enzima E2 conjugante (Ubc9). Las E3
ligasas confieren la especificidad de la via por sus blancos (Muller et al., 2001). La
sumoilacion es una modificacion reversible pues SUMO es removido por proteasas

especificas de SUMO ( Li y Hochstrasser, 1999).

Maduracion Activacion Conjugacion Ligacion

E1

Uba2 i SUMO-GG

SUMO-GG

ﬂ Aos1 Ubc9 l E3
SUMO-GGHSTV . —p | SUMO-GG L} suuo-acl Lp Ubc9

S

|

Uba2

Proteina
ATP w)‘o“ blanco

AMP + PP,

Fig. 4. Via de sumoilacion. En esta figura se indican los cuatro pasos necesarios para la
reaccion de sumoilacion y las enzimas involucradas en el proceso. Notese a la E3 ligasa
(pentadgono verde claro) involucrada en el proceso de transferencia de SUMO desde la E2
(Ubc9) a la proteina blanco (modificado de Hilgarth, 2004.).

Muchas de las proteinas sumoiladas presentan una secuencia consenso en donde se afiade
una 6 varias moléculas de SUMO: {-Lys-X-Glu donde ' es un aminoacido hidrofobico,
comunmente isoleucina o valina, y la X es cualquier residuo (Rodriguez et al., 2001). Sin

embargo, no todas las proteinas que contienen dicha secuencia son sumoiladas ni todas
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las proteinas sumoiladas la presentan, por lo cual deben de participar también otros
factores para determinar la especificidad de sustrato.

SUMO también puede unirse a proteinas de manera no covalente a traves de dominios
SIM (“SUMO Interacting Motifs”). Los dominios SIM se caracterizan por poseer de tres
a cuatro aminoacidos hidrofobicos seguidos o precedidos por aminoacidos cargados
(Kerscher, 2007). Muchas proteinas que se sumoilan presentan estos dominios asi como
también algunas E3 ligasas. Se ha reportado que el dominio SIM en las proteinas PIAS
("Protein Inhibitors of Activated STAT") (ver mas adelante) podria ayudar a su accion como
E3 ligasas de SUMO (Palvimo, 2007).

Otro dato importante es que la sumoilacion puede llevarse a cabo in vitro unicamente con
las enzimas E1 activadora y E2 conjugante. Esto se debe a la capacidad de Ubc9 de
reconocer directamente a sus sustratos, siempre y cuando éstos posean la secuencia
consenso (Rodriguez, et al., 2001; Bernier-Villamor et al., 2002). Sin embargo, en estas
condiciones, la reaccion es bastante ineficiente y generalmente son necesarias las E3
ligasas. Las ligasas de SUMO funcionan como moléculas adaptadoras, facilitando la
interaccion del complejo E2-SUMO con la proteina blanco. Las ligasas ayudan a
reconocer los distintos sitios de union presentes en sus blancos, aumentando asi la
especificidad y eficiencia de la reaccion. También se ha propuesto que pueden determinar
el sitio donde se lleva a cabo la sumoilacién al colocalizar al sustrato con la E2

conjugante (Kagey et al., 2003).

Se han descrito tres tipos de E3 ligasas de SUMO:

1) Proteinas que contienen un dominio SP-RING esencial para su funcion de E3 ligasa,
por ejemplo las proteinas PIAS (Hochstrasser, 2001), y hZimp10 (Sharma et al., 2003),
algunos de sus blancos son el supresor tumoral p53 y el receptor de andrégenos
respectivamente (Schmidt y Muller, 2002; Sharma et al., 2003).

2) La proteina RANBP2/Nup358 que es un componente del complejo del poro nuclear.
Tiene seis dedos de zinc. Algunos de sus sustratos son: la histona deacetilasa (HDAC4) y
la proteina PML (Kirsh et al., 2002; Pichler et al., 2002; Tatam et al., 2004).

3) La proteina Polycomb (Pc2) que esta involucrada en el silenciamiento de la expresion
génica en raton. No tiene dedos de zinc y uno de sus sustratos es CtBP ("C-terminal

Binding Protein") que es un corepresor transcripcional (Kagey et al., 2003).
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Recientemente se reporta a la enzima TOPORS como la primera E3 ligasa de SUMO que
posee también actividad de E3 ligasa de ubiquitina y que contiene un dominio RING

caracteristico de las E3 de ubiquitina. (Pungaliya et al., 2007).

Dentro de la gran cantidad de proteinas blanco de la sumoilaciéon podemos encontrar
desde factores de transcripcion, histonas, proteinas involucradas en la reparacion del dafio
al ADN, proteinas centroméricas y del cinetocoro, enzimas o proteinas virales, hasta
ribonucleoproteinas involucradas en el metabolismo del mRNA (Li et al., 2004) y hasta
receptores celulares como TGFp (Kang et al., 2008). A nivel molecular, la sumoilacion
puede enmascarar o agregar dominios de interaccién y/6 puede inducir cambios
conformacionales en las proteinas. Esto puede producir como consecuencia, cambios en
la localizacién intracelular, la funcion y/o la estabilidad de las proteinas. La sumoilacién
esta involucrada en multiples procesos vitales de la célula que una desregulacion de la via
puede derivar en varias enfermedades como distintos tipos de céancer, enfermedades
neurodegenerativas, diabetes, infecciones virales, problemas de desarrollo entre otras
(revisado en Zhao, 2007).

En base a los antecedentes de tna, donde 1) su indispensabilidad para la expresion
correcta de los genes homeoticos probados, 2) su interaccion genética con subunidades de
complejos remodeladores de la cromatina y con correguladores transcripcionales y 3) la
presencia del dominio SP-RING en TnaA que nos permite proponerla como una E3
ligasa en la via de sumoilaciéon. Por lo anterior es evidente que esta proteina esta
involucrada en uno o varios procesos vitales de la célula y consideramos entonces muy
importante investigar mas acerca de su(s) funcion(es), su localizacion sub-celular, sus

blancos, etc.
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Hipdtesis

Dado que TnaA puede ser una E3 ligasa de SUMO que se requiere para mantener la
expresion de los genes HOX Antp, Ubx, Scr y AbdB, y que interacciona genéticamente
con componentes de complejos remodeladores de cromatina y con subunidades del
Mediador, se propone que TnaA podria interactuar fisicamente con enzimas necesarias
para la sumoilacidon y/o con alguna(s) proteina(s) involucrada(s) en la transcripcion de los

genes HOX.

Objetivo General

Desarrollar herramientas que permitan identificar a la(s) proteina(s) que interactie(n)

fisicamente con TnaA.

Objetivos particulares:

1. Etiquetamiento molecular de TnaA, con el objeto de obtener una proteina
recombinante de TnaA que nos permita purificarla de extractos bacterianos y de moscas
transgénicas.

1.1. Construccion de la proteina de fusion GST-TnaA para expresion y
purificacion en E. coli.

1.2. Construccion de las fusiones FLAG-tnaA y tnaA-FLAG para la obtencion de

lineas de moscas transgénicas.

2. Obtencidn de lineas estables de moscas transgénicas que expresen TnaA etiquetada

con el epitope FLAG en sus extremos amino y carboxilo terminal.

3. Purificacion de GST-TnaA y ensayos de interaccidon con extractos nucleares de
embriones de Drosophila.
3.1 Obtencion de la fraccion nuclear de embriones de 3 a 21 h de Drosophila.

3.2 Ensayo tipo “pull down” de GST-TnaA.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivos 1y 3: Etiquetamiento molecular de TnaA y purificacion de GST-TnaA

Con la finalidad de poder estudiar a detalle a TnaA, decidimos -etiquetarla
molecularmente con la proteina glutation-S-transferasa (GST) y con el epitope FLAG.
Para la sobre-expresion y purificacion de TnaA recombinante de E. coli, se construy6 una
version de TnaA etiquetada con GST en su extremo amino-terminal, ya que GST es una
etiqueta grande y ampliamente utilizada para la obtencion de proteinas recombinantes
puras.

Para la generacion de moscas transgénicas se utilizé el epitope FLAG (DYKDDDDK)
fusionado tanto al extremo amino como al extremo carboxilo de TnaA, de manera
independiente. Esta etiqueta es ampliamente utilizada para marcar proteinas en
Drosophila y el tener construcciones de fusion en cada uno de los extremos de la proteina

nos brinda mayor versatilidad para los analisis posteriores.

Objetivo 2: Generacion de moscas transgénicas y expresion de las proteinas

recombinantes

Las lineas de moscas que expresen a TnaA etiquetada son una herramienta muy valiosa
para estudiar a TnaA en un contexto in vivo, ya que podemos rastrear a nuestra proteina
por medio de su etiqueta. La generacion de moscas transgénicas se basa en la naturaleza
del elemento P que es una secuencia transponible de DNA que se encuentra naturalmente
en Drosophila (Gilbert, 2003). Como se detalla mas adelante, el procedimiento consiste
esencialmente en la inyeccion de embriones con un pldsmido que contiene FLAG-tnaA o
tnaA-FLAG flanqueado por las secuencias invertidas repetidas del elemento P, lo cual
permite su insercion en el genoma de Drosophila. Para la generacion de moscas
transgénicas que expresen a thaA etiquetada con FLAG, se utilizo el vector pUAST. Este
vector nos permite controlar la expresion del transgen de manera muy fina, utilizando el
sistema UAS-GAL4 (Brand y Perrimon 1993). Dicho sistema utiliza el activador
transcripcional GAL4, proveniente de Saccharomyces cerevisiae y ausente en
Drosophila, y en las secuencias de union a GAL4, UAS (“Upstream Activating
Sequences”). El vector pUAST utilizado en este trabajo presenta la caracteristica de

poseer cinco secuencias UAS controlando la expresion del gen de interés de manera que
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su expresion serd dirigida por GAL4. Esto se logra cruzando a las moscas transgénicas
con moscas con diferentes “drivers” que expresan a GAL4 de manera tejido- y/o
temporalmente especificas. De dicha progenie solamente las moscas que posean a ambos
elementos del sistema (UAS-tnaA-FLAG y GAL4) expresaran al gen de interés en los

sitios ¢ etapas en los que se produzca el activador GALA4.

MATERIAL Y METODOS

1. Amplificacion por PCR
La reaccion en cadena de la polimerasa se llevé a cabo en un volumen final de 50 pl para

las reacciones de sintesis de un nuevo fragmento de thaA'y en 10 ul para las reacciones
de analisis de colonias positivas.

La reaccion se llevd a cabo en las siguientes condiciones: oligonucleotidos 300 nM,
dNTPs 200 uM, MgCl, 1.5 mM, 5 ul de buffer, 5 ng de DNA plasmidico y 5 U de Taq
polimerasa (Roche). Para las reacciones a 10 ul de volumen final, se escalaron los
volimenes a la cantidad correspondiente y se utilizo una Tm * de 65°C. Las condiciones

de amplificacion fueron las siguientes:

1 ciclo 2 min a 94°C,

30 ciclos 15 seg a 94°C,
30 seg a 58°C, Tm*
45 seg a 72°C,

1 ciclo 7 min a 72°C

Los oligonucleotidos utilizados en la realizacion de este trabajo se indican en la Tabla 1.

Oligonucledtidos Secuencia (5"- 3")

Sactna GGT GAG CTC AAC CAG CAG

Xho2tna AGG CTC GAG CTG CTC AAT

EFltnaA CAC GAA TTC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG AAC CAG
CAG GCG

KFltnaA GGT ACC CTA CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA ATC GTC GAA TAA
CGT GGC CAG

Flag5’ GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT

Flag3’ CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

cDNA tnaA
0 399 1297 2563 3213 3240 3270 3330
| : : : ——+——
s ® B B B B _x)
Sactna  £— *hotna
— XhoZtna B33 kFitnas

407)

Fig. 5 Esquema del cDNA de tnaA con la localizacion de los oligonucleétidos y los
principales sitios de restriccion utilizados en este trabajo. Los nimeros en la barra
indican los nucleotidos y los nimeros entre paréntesis, la posicion de la primera base de
cada oligonucledtido. X= Xhol, B= BamHI.

Los procedimientos usuales de Biologia Molecular como las extracciones con fenol-

cloroformo, la precipitacion de DNA con etanol y las digestiones con enzimas de

restriccion, entre otros, se llevaron a cabo de acuerdo a Sambrook et al., (1989).

2. Clonacién
Vectores utilizados

Vector Tamafio Caracteristicas Resistencia
pBluescriptll KS” 2.9 Kb Vector multicopia con lacZ | Ampicilina
(pKS) COmo gen reportero.
pUAST 9 Kb Vector de expresion inducida | Ampicilina
por Gal4 (sistema binario
UAS/Gal4) en D.
melanogaster, con promotor
Hsp70 y marcador w".

pGEX4T-1 4.9 Kb Vector de fusion a GST | Ampicilina
(Pharmacia)

Tabla 2. Vectores utilizados en este trabajo.

2.1 Preparacion del vector para clonacion.

Los vectores se digirieron con las enzimas de restriccion apropiadas, los fragmentos

producidos por los cortes se analizaron por electroforesis en geles de agarosa de 0.8 a
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1.5% dependiendo del tamafio del fragmento a analizar, para posteriormente purificar las
bandas de interés.

Para evitar la religacion de los extremos cohesivos de los vectores digeridos, éstos fueron
defosforilados con 5 U de la enzima fosfatasa alcalina de calamar (SAP, Roche), por 2 h

a 37°C. Posteriormente se inactivo la enzima por 30 min a 65°C.

2.2 Purificacion de fragmentos de DNA
Las muestras de DNA se cargaron en geles de agarosa al 0.8% (fragmentos mayores a
800 pb) y al 1.5% (fragmentos menores a 800 pb). Se cortaron las bandas del tamafio

esperado y se purificaron con el kit QTAGEN segtn las especificaciones del proveedor.

2.3 Ligaciones

Se llevaron a cabo ligaciones de los productos de PCR o de los fragmentos digeridos. Al
mismo tiempo en cada ensayo, se realizd una reaccion control de ligacion del vector
ligado sobre si mismo.

Las condiciones para estas ligaciones fueron: 25 ng de vector en una relacion molar
inserto/vector 3:1 y de 5:1. Se incubo la reaccion a 14°C durante 12 h y se utilizéo 1 U de
la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) en un volumen final de 20 ul. Posteriormente se

purifico el DNA con varios lavados con 1-butanol.

2.4 Transformacion por electroporacion en E. coli

Se electroporaron bacterias E. coli preparadas para el procedimiento (Sambrook et al.,
1989) de la cepa DHS5a con 12 ng del vector ligado dando 1 pulso de 1.8 kV durante 5.9
ms y se recuperaron a 37°C durante 1 h en 1 ml de medio SOC (Sambrook et. al., 1989).
Posteriormente se plaquearon en cajas con medio LB-agar y el antibiotico

correspondiente.

2.5 Transformacion por calor en E. coli.

Se transformaron bacterias E. coli de las cepa BL21 y M15 (pREP4) con 100 ng de
plasmido. Se mezclaron 0.5 ml de cultivo de E. coli BL21 (0.4 ODss0) con 0.5 ml de TSS
2X (NaCl 1%, triptona 1%, extracto de levadura, 0.5%, MgCl, 50 mM, PEG8000 20%,
DMSO 10%, pH: 6.5) A 100 uL de dicha mezcla se agregaron 100 ng de plasmido y se

incubd 30 min en hielo. Posteriormente se dio choque térmico a las bacterias durante 5
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min a 43°C incubando luego en hielo. Las bacterias se plaquearon por goteo en cajas LB-

agar y el antibiotico correspondiente.

2.6 Analisis de plasmidos recombinantes

Los plasmidos de las colonias recombinantes se extrajeron por el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989) y se analizaron por patrén de restriccion con las enzimas
apropiadas para verificar la clonacion del fragmento en turno.

Los plasmidos candidatos también se analizaron por PCR utilizando los oligonucle6tidos
especificos para cada fragmento clonado.

Para verificar que la clona obtenida estuviera en el marco de lectura correcto y/o que la
enzima Taq polimerasa no hubiera introducido mutaciones se secuenciaron varias de las
clonas obtenidas, en la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
Las secuencias de DNA fueron analizadas con los programas de analisis 4 Peaks, Enzyme

X (Griekspoor y Groothuis version 3.1) y DNA Strider (Mark, 1988).

3. Expresidn, solubilizacién y purificacion de GST-TnaA
Se partié de una dilucion 1:50 de un cultivo saturado de GST-TnaA, se incub6 a 37°C y

~250 rpm hasta alcanzar una D.Og de entre 0.5-0.7. Se adicion6 IPTG (IsoPropil-B-D-
TioGalactésido) a una concentracion final de 0.1 mM y se incub6 durante 6 h a 18°C y ~
250 rpm. Se recuperd la pastilla celular y se congel6 a -20°C.

La solubilizacion de la proteina recombinante GST-TnaA se realiz6 de acuerdo al
protocolo de solubilizacion de Frangioni et al., (1993) con algunas modificaciones. Se
resuspendi6 una pastilla celular de 250 ml de cultivo en 15 ml de STE frio (10 mM Tris-
HCI pH: 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA), lisozima a 100 pg/ml e inhibidor de proteasas
Complete (Roche). Se incub6 de 15-30 min a 4°C, luego se adicion6 5 mM de DTT-STE
y sarcosil-STE 1.5%, mezclandolo bien y se incubd 10 min a 4°C con agitacion suave.
Posteriormente la muestra se sonico con cuatro pulsos de 30 seg, con intervalos de 45 seg
a una amplitud de 35%, se agrego triton-STE al 2% final y se volvid a incubar a 4°C con
agitacion suave durante aproximadamente 30 min. Luego se centrifugd la muestra a
10,000 rpm durante 15 min a 4°C y se recupero la fraccion soluble. En las ocasiones en
que la fraccion soluble era imposible de separar de la fraccion “mucosa”, se incubd la
muestra a 4°C durante 3-4 dias.

Con la finalidad de enriquecer la fraccion soluble con la forma completa de la proteina

recombinante y eliminar los productos truncados o de degradacién de la misma, la
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fraccion soluble se filtré en una columna de centricon (Millipore) de 100 kDa siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Dicha fraccion soluble filtrada se llevé a 1M de NaCl para disminuir las interacciones
inespecificas y se incubd con 250 ul de perlas glutation-sefarosa 4B (GE Healthcare)
previamente equilibradas con PBS seglin indicaciones del proveedor, durante 1.5 h a 4°C
con agitacion suave. Posteriormente las perlas se lavaron 3-4 veces con 10 volumenes de
PBS, 1M de NaCl e inhibidor de proteasas (Complete Roche).

La elusion de GST-TnaA se realizé con glicina acida pH 2. Las perlas (250 pl) se
incubaron con 300 pl de glicina pH 2, durante 10 min, con agitacion suave y a 4°C.
Posteriormente se centrifugd la muestra y el sobrenadante se recuperd y neutralizé de

inmediato con 9 ul de Tris Base IM pH 8.5.

4. Obtencion de extracto nuclear de embriones de 3 a 21 h de Drosophila
Para la purificacion de la fraccion nuclear soluble, se cultivaron moscas D. melanogaster

silvestres OreR en dos jaulas grandes y se colectaron embriones cada 18 h en charolas
con medio agar-piloncillo y jugo de uva (300 ml agar-piloncillo, 75 ml de jugo de uva, 5
ml de Nipagin). Las charolas colectadas se dejaron 3 h a temperatura ambiente para
cumplir las 21 h de desarrollo y luego se guardaron a 4°C por un maximo de 3 dias.

Se colectaron aproximadamente 40 g de embriones de 3 a 21 h y se procesaron de
acuerdo a Kamakaka y Kadonaga (1994), para obtener las fracciones nuclear y

citoplasmica.

5. Obtencidn de extractos de proteinas totales de Drosophila
Se agregaron 100 pl de buffer de fraccionamiento celular (250 mM sacarosa, 50 mM Tris

pH 7.5, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5SmM EDTA, inhibidor de proteasas Complete
(Roche), para cada 10 individuos adultos y se homogenizo6 en hielo. La mezcla se llevé a
una concentracion de 1% final de SDS y se incub6 10 min en hielo. Se agregaron 25 ul
de buffer Laemmli (4X) con B-mercaptoetanol (Sambrook et al., 1989) y la muestra se
hirvié durante 10 min. Posteriormente se centrifugd durante 3 min a 10,000 rpm, se
recuperd el sobrenadante (fraccion soluble del extracto) y la pastilla se resuspendid en el

mismo volumen de buffer de fraccionamiento celular (fraccion insoluble del extracto).

6. Transferencia de proteinas y Western blot
Las muestras corridas electroforéticamente en geles SDS-PAGE se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa (Bio Rad 3 mm) en una camara de transferencia (Amersham)

21



durante 12 h a 80 mA y luego 1 h a 200 mA. La membrana se bloqued con solucion de
bloqueo (PBS, Tween 20 0.1%, leche Carnation 10%) durante toda la noche a 4°C, para
las muestras de extractos totales y de embrion y durante 2 h para las muestras para "pull
down". Los lavados se realizaron con PBS-T [PBS, (Sambrook et al., 1989) y Tween 20
0.05%]. Las diluciones de los anticuerpos utilizados debieron determinarse para cada
experimento realizado (ver resultados). El anticuerpo secundario utilizado se encuentra
conjugado a HRP (HorseRadish Peroxidase”). La deteccion se realizd con “ECL Plus

Kit” segtin indicaciones del proveedor (GE Heatlhcare).

7. Ensayo de interaccion “Pull Down”
El extracto nuclear (~90 ng) diluido en 225 pl de buffer de lisis B (Tris-HCI 20 mM pH:

7.5, NaCl 100 mM, NP-40 1%, MgCI2 5 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM, inhibidor de
proteasas Complete (Roche)), se pre-adsorbié con GST y 100 pl de resina de glutation
sefarosa durante 45 min a 4°C con agitacion suave. Se recupero el extracto nuclear pre-
adsorbido y se incubaron 250 pl del mismo con aproximadamente 20 pg de GST-TnaA
purificada previamente en 90 pl de resina de glutation sefarosa. Las condiciones de
incubacion fueron de 2 h a 4°C con agitacion suave. Posteriormente la resina se lavo
cuatro veces con el mismo buffer de lisis B utilizado para la interaccion.

Como control negativo se realizd el mismo procedimiento de pre-adsorcion del extracto
nuclear y posterior incubacion con aproximadamente 20 ng de GST sola acoplada a una
misma cantidad de resina.

Las proteinas se eluyeron en buffer Laemmli 4X, hervidas durante 10 min y corridas
electroforéticamente en un gel SDS-PAGE al 7.5%, para su posterior transferencia a una

membrana de nitrocelulosa y deteccion por la técnica de Western (ver mas adelante).

8. Obtencion y mapeo de inserciones en lineas de moscas transgenicas
La generacion de moscas transgénicas se basa en la utilizacion del elemento P que es una

secuencia transponible de DNA que se encuentra naturalmente en Drosophila y que se ha
modificado artificialmente para poder albergar secuencias de interés (Gilbert, 2003).
Como se detalla mas adelante, la obtencion de moscas transgénicas consiste en la

inyeccion de embriones con un plasmido que contiene al transgen de interés flanqueado
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por las secuencias invertidas repetidas del elemento P, lo cual permite su insercion en el

genoma de Drosophila.

8.1 Inyeccién de embriones

La inyeccion de los plasmidos pUAST con las respectivas construcciones de tnaA
fusionada a FLAG la llevo a cabo la compafiia Genetic Services, Inc.
( ). Consisitid en microinyectar embriones de la linea
w88 antes de la formacion de las células polares con los plasmidos pUAST::FLAG-
tnaA y pUAST::tnaA-FLAG.

El plasmido pUAST contiene el promotor fuerte del gen Hsp70 de Drosophila bajo la
regulacion de cinco secuencias de levadura UAS (Upstream Activator Sequences )
inducibles por GAL4 también de levadura. UAS y GAL4 no se encuentran en el genoma
de Drosophila. Bajo el promotor Hsp70 se clona el gen de interés (en este trabajo las
fusiones FLAG-tnaA 6 tnaA-FLAG). En la secuencia de insercion también se encuentra el
gen W* de Drosophila que permite la sintesis del pigmento que confiere el color rojo a los
ojos de las moscas. Por ser ésta una caracterisitica facilmente observable se utiliza como

marcador de transformacion de individuos w!&w!

, que al no poder sintetizar el
pigmento, presentan ojos blancos. La secuencia de insercion con todos estos elementos
estd flanqueada por las secuencias invertidas repetidas del elemento P, y entonces es
capaz de transponer en presencia de la enzima transposasa cotransformada durante la
inyeccion en otro plasmido, lo cual permite su insercion al azar en el genoma de
Drosophila. (Spradling, 1987).

Posteriormente se recuperan las larvas con inserciones (primero se recuperan todas las
larvas inyectadas, transformadas (W") y no transformadas (W) y después en la siguiente
generacion se seleccionan los adultos con ojos rojos (W*, que evidencia la presencia del
transgen) y se establecen lineas transgénicas independientes, siguiendo la expresion de

+

W .

8.2 Mapeo de la insercion

Para poder identificar el cromosoma en donde ocurrié la insercion, se seleccionaron
machos de cada linea transgénica que expresaran el gen marcador W' (0jos rojos)
asociado al transgen, y se cruzaron de manera independiente con hembras virgenes de

una linea que tiene marcados los cromosomas 2 y 3 con distintos marcadores dominantes
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(CyO para el cromosoma 2 (alas “curly”) y Sh' para el cromosoma 3 (quetas rasuradas y
gruesas) (ver Cruza 1).

Se evalué la progenie de todas las cruzas y se seleccionaron las moscas w*, CyO, Sh' para
cruzarlas con moscas de la linea Wlmlwms; +/+; +/+ (ver Cruza 2) Se cuantificéd el
niimero de individuos obtenidos para cada clase y se asoci6 la presencia del transgen (W)
a los marcadores de cada uno de los cromosomas. De esta manera se pudo discernir en
qué cromosoma ocurri6 la insercion del transgen.

A continuacién se presenta el esquema genético que se siguid, ejemplificado con el
genotipo de lineas UAS-Flag-tnaA. El mismo esquema se sigui6 para mapear y balancear

las lineas UAS-tnaA-FLAG.

Cruza 1 Marcado de cromosomas 2 y 3 de las lineas transgénicas con los

marcadores dominantes CyO y Sh.

FO & UAS-Flag-tnaA, w*'/+ x @Q virgenes CyO/Sp; MKRS, Sb/TM2, Ubx

|

F1

Ojos de color Ojos blancos

En esta generacion se puede distinguir lineas transgénicas con insercion en el cromosoma
X, ya que todas las hembras tendrian los ojos rojos y todos los machos los tendrian

blancos, obteniendo en este paso las lineas que tienen la insercion en el cromosoma X.

Genotipos de individuos F1 de la Cruza 1, con insercion del transgen (ejemplificado

como T, w") en el cromosoma X:

Ojos rojos, todas 9

T, w"/w’; CyO/+; T, w"/w’; CyO/+; T, wiw; T, w'/w’; Sp/+;
TM2/+ MKRS/+ Sp/+ ;TM2/+ MKRS/+

w7/Y; CyO/+; w/Y; CyO/+; w/Y ; Sp/+; w/Y ; Sp/+;
TM2/+ MKRS/+ TM2/+ MKRS/+

Ojos blancos,

todos &
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Genotipos de individuos con insercion del transgen en el cromosoma 2, en este caso

el genotipo del cromosoma X no se muestra:

Ojos rojos
CyO/ T,w'; TM2/+ | CyO/T,w"; MKRS/+ | Sp/Tw™; TM2/+ | Sp/T,w"; MKRS/+
CyO/+; TM2/+ CyO/+; MKRS/+ Sp/+; TM2/+ Sp/+; MKRS/+

Ojos blancos

Genotipos de individuos con insercidn del transgen en cromosoma 3, en este caso el
genotipo del cromosoma X no se muestra:

Ojos rojos

CyO/+; TM2/T,w" | CyO/+; MKRS/T,w" | Sp/+; TM2/T, w" Sp/+; MKRS/+

CyO/+; TM2/+ CyO/+; MKRS/+ Sp/+; TM2/+ Sp/+; MKRS/+

Ojos blancos

Cruza 2

Para el caso del mapeo de las inserciones del transgen en el cromosoma 2 6 3 se siguieron
los ligamientos del transgen (rastreado por la presencia de ojos de color, genotipo W")
con los marcadores CyO y Sb que indican la presencia de los cromosomas de prueba CyO
y MKRS respectivamente y que son muy faciles de observar (genotipos marcados con
recuadro negro en la tabla de progenie F1 con insercién en cromosoma 2 y cromosoma 3

respectivamente)

3 wH8Y; P{UAS-Flag-tnaA, w*}/CyO, +/MKRS, Sb x @@ virgenes w'*8/w!
6

IwHB/Y; +/Cy0; P{UAS-Flag-tnaA, w*}/ MKRS, Sb x Q9 virgenes w'8w!®

|

F2

Para el caso de las lineas que mapearon en cromosoma 2 los genotipos obtenidos serian

(en las tablas siguientes T, W' representa al transgen)

Ojos rojos Ojos blancos
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T, w'/+; MKRS/+ T, W/+; +/+ CyO/+; MKRS/+ CyO/+; ++

Fenotipo — todas los individuos con ojos rojos son silvestres o Sh. Ningun individuo con

alas “curly” tiene o0jos rojos.

Para el caso de las lineas que mapearon en cromosoma 3 los genotipos obtenidos serian:

Ojos rojos Ojos blancos

++; T, w/+ +/CyO; T, w*/+ +/+; +/MKRS +/Cy0; +/MKRS

Fenotipo — todos los individuos con ojos rojos tienen alas “curly” 6 son silvestres.

9. Estabilizacién de las lineas transgénicas
La estabilizacion de las lineas transgénicas consiste en obtener moscas que contengan un

cromosoma ‘“balanceador” marcado en el cromosoma homologo al que contiene al
transgen. El cromosoma “balanceador” se caracteriza por poseer fragmentos invertidos en
su secuencia en particular en la region de interés el transgen y asi imposibilitar la pérdida
de estas regiones por recombinacion homologa entre el cromosoma silvestre y el mutado.
Estos cromosomas también poseen mutaciones letales recesivas que impiden que
sobrevivan individuos homdcigos para el cromosoma balanceador, de tal forma que en el
"stock" so6lo sobreviven individuos heterdcigos para el cromosoma con la mutacion de
interés y el cromosoma balanceador, e individuos homocigotos para el cromosoma
mutante, si la mutacion de interés no causa letalidad en homocigosis.

Para la estabilizacion de las lineas transgénicas, se seleccionaron individuos con genotipo
w", Sb de la progenie de la cruza 2 (recuadro grueso en la tabla correspondiente) y se

. .. ’ 111 111
cruzaron con individuos de la linea w8 /w8,

+/CyO; +/+ (Cruza 3). De esta manera se
obtienen individuos donde el transgen queda heterocigo al balanceador del cromosoma 2,
CyO, por lo que, de la progenie de esta cruza, se seleccionaron individuos que fueran w*
(marcador asociado al transgen) y con alas “curly” (CyO) (recuadro grueso en la tabla
siguiente) y asi queda “balanceada” la linea transgénica en cromosoma 2. A continuacioén

se presenta un esquema de la cruza realizada.

Cruza 3 En la siguiente cruza se estabilizan las lineas transgénicas con insercién en

cromosoma 2:
26



SWHIY; P{UAS-Flag-tnaA, w'}/ +; MKRS/+  x Q9 virgenes w™*/w™; +/Cy0

Ojos rojos, quetas Sb Ojos blancos y alas “curly”
T, w*/CyO; MKRS/+ T, w'/ CyO; +/+ CyO/+; +/+
T, w*/+; MKRS/+ T, W'/+; +/+ +/+; +/+

Para el caso de lineas transgénicas con inserciéon en cromosoma 3 se seleccionaron
individuos con fenotipo w*, Cy de la progenie de la cruza 2 (recuadro grueso en la tabla
correspondiente) y se cruzaron con individuos de la linea WmS/ng; +/+; TM3B/TM6B
(Cruza 4). En esta cruza el cromosoma con el transgen queda heterocigo al cromosoma
balanceador TM3, cuyos marcadores son Sh, Serrated (Ser, alas con bordes aserrados) y
ebony (e, cuticula oscura) o con TM6B cuyos marcadores en esta version son Tubby (Th)
(abdomen corto) y e (recuadros gruesos en las tabla siguiente). A continuacidon se

describe la cruza realizada.

Cruza 4 En la siguiente cruza se estabilizan las lineas transgénicas con insercion en

cromosoma 3:

d +/Cy0, P{UAS-Flag-tnaA, w*}/+ x Q¢ virgenes w'*/w'*8;TM3B/TM6B

Ojos rojos, alas “curly” Ojos blancos, quetas gruesas y color ebony
+/+;T, w'/TM3B CyO/+; T,w/TM3B | +/+; TM3B/+ CyO/+; TM3B/+
+/+;T, W' /TM6B CyO/+; T, w'/TM6B | +/+;TM6B/+ CyO/+; TM6B/+

10. Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes FLAG-TnaA y TnaA-
FLAG en la mosca.

Los transposones tienen la capacidad de rearreglarse después de la integracion en el

genoma, lo cual puede modificar o eliminar su expresion (Ashburner, 2004); ademas la
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expresion de la proteina recombinante puede variar de linea a linea, dependiendo del sitio
de insercion del transgen en el genoma (en heterocromatina 6 eucromatina). Debido a
ésto siempre se debe corroborar la expresion de la proteina recombinante.

Con la intencién de obtener moscas que expresen de manera ubicua a la proteina
recombinante, se seleccionaron de manera arbitraria dos lineas con insercion del transgen
en cromosoma 2 de cada construccion (W P {w", UAS-FLAG-tnaA 6 tnaA-FLAG}, de
ahora en adelante denominadas FLAG-tnaA y tnaA-FLAG) y se cruzaron con moscas que
contienen el “driver” de expresion ubicua de GAL4: y' w'; P{Act5C-GAL4}25FO1/CyO,

y*. A este “driver” lo llamaremos Act-Gal4 de ahora en adelante.

FO QQ virgenes Act-Gal4 / Act-Gald x & FLAG-tnaA / FLAG-tnaA

F1 100% FLAG-tnaA / Act-Gal4

La presencia de las versiones FLAG-TnaA 6 TnaA-FLAG se determind a través de
ensayos tipo Western de extractos totales de proteina de la progenie F1 con el anticuerpo

que reconoce al epitope FLAG (M2 Sigma, dilucién 1:1000).

Lineas de Drosophila melanogaster empleadas
Wms/Wms; +/+; +/+: linea W, individuos con ojos blancos, marcador asociado al
cromosoma X.

wBwii8 Cy0/Sp; MKRS/TM2: linea “Triple Balancer” (TB) se utilizo para marcar
todos los cromosomas y permitir el mapeo de la insercién en las distintas lineas
transgénicas.

yw; Trfp/CyO; +/+: se utilizd para balancear las lineas de moscas transgénicas con
insercidon en cromosoma 2.

wHBB WM /. TM3B/TM6B: se utilizo para balancear las lineas de moscas

transgénicas con insercion en cromosoma 3.

En la siguiente tabla se muestran los distintos balanceadores y marcadores utilizados en

este trabajo.

Cromosoma | Balanceador Marcador Fenotipo

16X white (w-) Ojos blancos
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16X yw Cuticula amarilla
2 CyO Curly (CyO) Alas curvas
3 TM2 Ultrabithorax Quetas en los halterios
(Ubx)
3 MKRS Stubble (Sh) Quetas rasuradas y gruesas
3 TM6B Tubby (Tbh) Larvas, pupas y adultos
pequenos
3 ebony Cuticula mas obscura
3 TM3 Serrated (Ser) Alas serruchadas en su extremo

Los “stocks” y las cruzas se mantuvieron a 25°C en un medio conocido como piloncillo.

RESULTADOS

Deteccion de proteina TnaA enddgena en extractos nuclear y citoplasmico de
embriones de moscas silvestres OreR

La caracterizacion de tna (Gutiérrez et al., 2003) predice que esta proteina contiene una
sefial de localizacion nuclear (NLS por sus siglas en inglés). Para probar si TnaA se
encuentra en la fraccion nuclear, se realizé un ensayo tipo Western con el anticuerpo que
reconoce a la region amino terminal de TnaA (L. Gutiérrez, A. Juarez y M. Vazquez,
datos no publicados), en las fracciones nuclear y citopldsmica de embriones silvestres de
3-21h

Como se puede apreciar en la Fig. 6, en la fraccion nuclear pueden distinguirse dos

1soformas de TnaA.

C+ Cit. Nu

Tnal
120kDa. "

' | <« 132kDa
% <« 117 kDa.
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Fig. 6 Deteccién de TnaA en la fraccién nuclear y citopldsmica de embriones de
Drosophila de 3-21 h. Western blot de extractos de proteinas solubles de embriones de
3-21 h C+: extracto de proteinas solubles de machos OreR como control positivo. Cit.:
fraccion citoplasmica de embriones 3 a 21 h. Nu.: fraccion nuclear de embriones de 3 a
21 h. Notense dos isoformas de TnaA exclusivamente en la fraccion nuclear. El
anticuerpo primario se levantd contra la region amino de TnaA y se utiliz6 en una
dilucion 1:1000. En el panel inferior se muestra el control de carga con anti 3 Tubulina.

Este experimento confirma que TnaA se encuentra en los nicleos de embriones silvestres

de 3-21 h de desarrollo. No es clara su presencia en la fraccidn citoplasmica.

2. Etiquetamiento molecular de TnaA.

Los antecedentes de este trabajo nos permiten tener algunos candidatos para la
interaccion fisica con TnaA y todos ellos son proteinas nucleares. La deteccion de TnaA
en la fraccion nuclear de embriones de Drosophila en condiciones silvestres nos hizo
percatarnos que para la busqueda e identificacion de las proteinas que interaccionan
fisicamente con TnaA seria muy util tener versiones de TnaA etiquetadas
molecularmente.

La primera etiqueta elegida fue el epitope FLAG pues es ampliamente utilizada para la
deteccion de proteinas en Drosophila en situaciones in vivo. El tener etiquetas en cada
uno de los extremos de la proteina de interés, nos brinda mayor versatilidad para los
analisis posteriores por lo que se planted construir versiones de TnaA fusionadas al
epitope FLAG en el extremo amino 6 en el extremo carboxilo.

Para los objetivos de bioquimica in vitro, inicialmente se etiquetd a TnaA con una cola de
histidinas, sin embargo, como no logramos una buena inducciéon de la proteina
recombinante en E. coli (datos no mostrados), decidimos utilizar la etiqueta GST.

En las siguientes secciones se mostraran los resultados de las construcciones planeadas y

los experimentos que se hicieron con ellas en este trabajo.

2.1 Construccion de la fusion FLAG-tnaA.
Debido a que el cDNA de tnaA tiene un tamano de 3.3 kb, se debi6 idear una estrategia

de varios pasos para la construccion de las proteinas etiquetadas con FLAG. Para esto, se
se sintetizaron fragmentos modificados del cDNA de tnaA por la técnica de PCR y se

fueron ligando sucesivamente en un vector huésped.
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A) Sintesis del nuevo extremo amino-terminal FLAG-tnaA.
Para construir la fusion FLAG-tnaA se partio del plasmido pKS-tnaA* (Tesis de
Licenciatura, R. Pérez, 2005), ¢l cual contiene el cDNA de tnaA con su coddn de inicio
pero sin su codén de término, flanqueado por los sitios Sacl y Kpnl en sus extremos
amino y carboxilo respectivamente. Se disefid0 una estrategia de varios pasos para
sintetizar por PCR un nuevo extremo amino terminal del cDNA de tnaA con las

siguientes caracteristicas (Fig. 7):

1. Secuencia codificante FLAG fusionada 5" a tnaA.
2. Cambio de lugar del codon de inicio.
3. Nuevo sitio de restriccion ECORI que permita unir este fragmento a la clona

original.

Para este proposito se disefio un oligonucledtido (Tabla 1) como "primer" 5” (EFltnaA)
que contiene la secuencia 5'CAC GAA TTC ATG GAT TAC AAG GAT GAC GAC
GAT AAG AAC CAG CAG GCG3’. Del nucledtido 1 al 9 se tiene la secuencia de
restriccion para ECORI y 3 bases espaciadoras. Inmediatamente adyacente, se agreg6 el
codon de inicio ATG seguido de los 24 nucledtidos que codifican para el FLAG
(DYKDDDDK), y del nucleétido 36 en adelante contiene la secuencia inicial del cDNA
tnaA sin su codon de inicio. Como "primer" 3" se utilizo el oligonucleétido Xho2tna.

La amplificacion con los primers EFltnaA y Xho2tna genera un fragmento de 0.4 kb, que
fue purificado y digerido con las enzimas ECORI y Xhol para su posterior ligacion al

vector.
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pKS-tnal

E 6.3kb
X
3270
Digestion EcoRl, Xhol

l 399 tnaA \'

A) Sintesis de nuevo extr, 5thaA:
Adicion FLAG

Cambio posicién ATG £-X 3Kb
Nuevo sitio EcoRI
E C) Reconstitucion de
l i K fragmento X-X 2.87Kb;

X
0.44Kb )
| T— B) Insercion de nuevo . 2.87Kb /pB
E X extr. 5'Flag E-X X B

pFLEx \ Digestion Xhol Ligacion

348Kh | ——m— gﬂf(‘; —

Fig. 7 Estrategia para construir el transgen FLAG-tnaA. Se indica el plasmido de
donde se obtiene el cDNA de tnaA (pKS-tnaA), los plasmidos intermediarios y el
plasmido final (FL-tnaA) el cual contiene a tnaA con el epitope FLAG en su extremo
amino. Se indican también los sitios de restriccion utilizados. E: EcoRI, X: Xhol, K:
Kpnl, B: BamHI.

B) Insercion del nuevo extremo 5” para obtener la fusion FLAG-tnaA.

El plasmido pKS-tnaA* se digiri6 con ECORI y Xhol, lo cual produjo un fragmento de 3
kb y ademas libero el extremo amino terminal de 0.4 kb de tnaA, y el fragmento Xhol-
Xhol 2.87 kb, el cual posteriormente se reconstituyo (Fig. 7).

Una vez verificadas las digestiones anteriores, el plasmido se digirié también con la
enzima HindII para cortar en trozos mas pequefios los fragmentos que no eran necesarios
y asi obtener una diferencia suficiente en tamafo para poder purificar la banda
correspondiente al fragmento de 3 kb necesario para insertar el nuevo fragmento amino
terminal de tnaA (0.44 kb).

Una vez ligado, se transformaron bacterias de la cepa DH5a y se llevaron a cabo analisis
de restriccion de los plasmidos de 10 colonias resistentes a ampicilina.

Los plasmidos obtenidos se analizaron con una doble digestion EcoRI /Xhol. Los
plasmidos que liberaron un fragmento de aproximadamente 0.44 kb fueron

posteriormente analizados por PCR para confirmar que tenian la secuencia FLAG.
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Para dicho analisis, se disefid un oligonucledtido 5° (Flag5") con la secuencia 5'GAT
TAC AAG GAT GAC GAC GAT3’ que corresponde a la secuencia codificante para
FLAG.

La amplificacion con los "primers" Flag5y Xho2tna genera un fragmento de 0.44 kb
unicamente si el DNA templado contiene la secuencia codificante para FLAG, ubicada en
el extremo 3" de thaA. Se obtuvieron dos plasmidos con el patrdén de restriccion correcto.
Se obtuvo la secuencia nucleotidica de uno de ellos para confirmar la fusion correcta del

FLAG a tnaA y la ausencia de mutaciones. A este plasmido se le llam6 pFI-EX (Fig 6.).

C) Reconstitucion del fragmento original Xhol-Xhol (2.87 kb) de tnaA en el
plasmido pFL-EX.

El fragmento Xhol-Xhol de 2.87 kb se purifico de la digestion de pKS-tnaA* con las
enzimas Xhol y Scal (Fig. 7). El vector pFL-EX se digirié con Xhol y se defosforilo para
evitar la religacion de sus extremos. A este vector se ligo el fragmento XhoI-Xhol de 2.87
kb purificado anteriormente.

La identidad del plasmido correcto se verifico en las colonias resistentes a ampicilina con
una doble digestion: ECORI y BamHI. Como el fragmento Xhol-Xhol (2.87 kb) se podia
ligar en ambas orientaciones, se utilizaron estas enzimas por tener sitios de
reconocimiento asimétricos dentro del fragmento de interés. Asi pudimos elegir el

plasmido con la orientacion adecuada. A este plasmido le llamamos pFl-tnaA.

D) Subclonacién de FLAG-tnaA en el vector pUAST para expresién en moscas.

El siguiente paso fue clonar la fusion FLAG-tnaA en el vector pUAST para la obtencion
de moscas transgénicas. Primero se digiri6 el plasmido pFl-TnaA con las enzimas de
restriccion Kpnl y ECORI para liberar al inserto FLAG-tnaA y purificarlo por QIAGEN
(GEL EXTRACTION KIT). El vector pUAST se digirio con las mismas enzimas lo que
permitid fusionar al inserto en el marco de lectura apropiado para la traduccion de FLAG-
tnaA.

Se extrajo el plasmido de algunas colonias seleccionadas por la resistencia a ampicilina
conferida por el plasmido pUAST. Estos plasmidos se digirieron con Xhol y también con
EcoRI y BamHI, para confirmar la insercion de FLAG-tnaA en el vector pUAST. A ésta

construccion le llamamos pUAST-FITnaA.
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2.2 Construccién de la fusion tnaA-FLAG.

A) Generacion del nuevo extremo carboxilo terminal tnaA-FLAG.
Para construir la fusiéon tnaA-FLAG también se partido del plasmido pKS-tnaA* y se
disefi6 una estrategia similar a las anteriores (Fig. 8) para amplificar por PCR un nuevo

extremo carboxilo terminal del cDNA tnaA con las siguientes caracteristicas:

1. Secuencia codificante para FLAG fusionada al 3" de tnaA.
2. Insercion de coddn de término.
3. Nuevo sitio de restriccion Kpnl que permita unir este fragmento a la clona

original.

Para este propdsito se disefid un oligonucleotido (Tabla 1) como "primer" 3" (KFltnaA)
que contiene la secuencia 5'GGT ACC CTA CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA ATC
GTC GAA TAA CGT GGC CAG3’. Los nucledtidos 1 al 6 constituyen el sitio de
restriccion de Kpnl. Inmediatamente adyacente a éste, se agreg6 el codon de término
(TAG) seguido de los 24 nucleétidos que codifican para el FLAG (DDKKK), y del
nucleétido 33 en adelante contiene la secuencia carboxilo terminal del cDNA de tnaA.
Como primer 5° se utilizd el oligonucledtido Xhotna, ya existente, que contiene la
secuencia del cDNA de tnaA que corresponde al sitio Xhol en el nucle6tido 3270.

La amplificacion con los "primers" KFltna y Xhotna genera un fragmento de 110 pb, que
fue purificado y digerido con las enzimas Kpnl y Xhol para su posterior ligacion al

vector.

34



pKS-tnah

1
E 6.3kb
X
3270
X
399 tnad A} Sintesis por PCR de nuevo extr. 3'tad;
J/ Adicion FLAG
o, Adicion codon de término
Digestion Xhol, -
J( Konl Nuevo sitio Kpnl
110pk
X'_”K C) Reconstitucion de tnaA-FI
fragmento X-X 2.87Kb E 6.3Kb K
3.4Kb X
X X=X invertido 3270
E B) Insercion de nuevo . 287Kp A B X A B
K extr. 3X-K Flag X 399 B B
X B B
Ligacion thaA-Fl
D;gestmn Xho! XK-Fi 6";{; K
3.5Kb ; E :
X
B 3270
399 B B

Fig. 8. Estrategia para construir el transgen tnaA-FLAG. Se indica el plasmido de
donde se obtiene el cDNA de tnaA (pKS-tnaA), los plasmidos intermediarios y el
plasmido final (ptnaA-Fl) el cual contiene a tnaA con el epitope FLAG en su extremo
carboxilo. Se indican también los sitios de restriccion utilizados. E: EcoRI, X: Xhol, K:
Kpnl, B: BamHI.

B) Substitucién del extremo 3" para obtener el transgen tnaA- Flag.

El plasmido pKS-tnaA* se digiriéo con Kpnl y Xhol, lo cual produjo un fragmento de 3.4
kb y ademas libero tanto el extremo carboxilo terminal de tnaA, como el fragmento Xhol-
Xhol 2.87 kb.

Una vez verificadas las digestiones anteriores, el plasmido se digirid con la enzima
HindII para cortar en trozos mas pequefos los fragmentos que no eran necesarios y asi
obtener una diferencia suficiente en tamafio para poder purificar la banda correspondiente
al fragmento de 3.4 kb necesario para la posterior ligacién del nuevo fragmento carboxilo
terminal de tnaA.

Una vez ligado, se transformaron bacterias de la cepa DH5« y se llevaron a cabo analisis
de restriccion de los plasmidos de 10 colonias resistentes a ampicilina.

La identidad de los plasmidos obtenidos se verificd con una doble digestion Kpnl/EcoRI.
Los plasmidos que liberaron un fragmento de aproximadamente 0.44 kb fueron

posteriormente analizados por PCR. Para dicho anélisis, se disefid un oligonucleétido 3”
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(Flag3”) con la secuencia 5" CTT ATC GTC GTC ATC CTT GTA " que corresponde a la
secuencia complementaria para FLAG. La amplificacion con los "primers" Flag3” y
Sactna deberia generar un fragmento aproximadamente 500 pb Unicamente si el DNA
templado contiene la secuencia FLAG en el extremo 3’de tnaA. Sin embargo, como los
resultados de PCR no fueron claros, se selecciond una de las clonas positivas por
restriccion y se envid a secuenciar para confirmar la fusion correcta del FLAG atnaAy la

ausencia de mutaciones. A esta construccion se le denominéd pXK-FI (Fig.8).

B) Reconstitucion del fragmento original Xhol-Xhol (2.87 kb) de tnaA en el
plasmido pXK-Fly

C) Subclonacion de tnaA-FIAG en vector pUAST para expresion en mosca.

La reconstitucion del fragmento Xhol-Xhol (2.87 kb) en pXK-FI y la subsecuente
clonacién del trangen tnaA-FLAG en el vector pUAST se llevé a cabo de manera

semejante a lo realizado para el transgen FLAG-tnaA.

3. Obtencidn y mapeo de inserciones en lineas transgénicas.

La obtencion de moscas transgénicas es una herramienta de mucho valor para estudiar a
un gen de interés en un contexto in vivo. Se pueden estudiar sus interacciones fisicas,
genéticas, sus funciones, sus efectos al sobreexpresarse o atenuarse su expresion en la
mosca, entre otras muchas cosas.

Para obtener a las lineas transgénicas, los plasmidos pUAST que contienen el cDNA de
tnaA fusionado a FLAG en su extremo amino y carboxilo respectivamente, obtenidos en
la seccion 1.2 y 1.3 de Resultados, fueron enviados a la compaiiia Genetic Services, Inc
(ver Material y Métodos) para la inyecciéon de embriones y la obtencion de lineas
transgénicas.

De la compaiiia obtuvimos 10 lineas con la construccion FLAG-tnaA las cuales se
denominaron; FLAG-TnaA 1, 2, 3...10 y nueve lineas con la construccioén thaA-FLAG
las cuales se denominaron; TnaA-FLAG 1, 2, 3...9. tna se encuentra en el cromosoma 3 y
uno de los objetivos en los proyectos del laboratorio es manipular a los transgenes en
fondos genéticos mutantes para tna. Este objetivo se facilitaria si logrdbamos identificar y
mantener lineas transgénicas donde los transgenes estuvieran insertados en un

cromosoma diferente al cromosoma 3. No se buscaron inserciones en el cromosoma 4
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porque practicamente nunca suceden debido a que este cromosoma es muy pequefio y
esencialmente heterocromatico (Ashburner, 2004).

En cada linea de moscas transgénicas cada individuo puede representar un evento de
insercion Unico y para conocer en que cromosoma se habia insertado el transgen se
seleccionaron tres machos de cada linea (FLAG-TnaA 1.1, 1.2, 1.3; 2.1, 2.2, 2.3....... 10.3
y TnaA-FLAG 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2, 2.3....9.3) para el de mapeo de la insercion (ver
Material y Métodos).

Con esta etrategia se lograron identificar individuos donde los transgenes se insertaron en

diversos cromosomas del genoma de Drosophila.

De las lineas mapeadas para la construccion FLAG-tnaA, se obtuvieron:

Em el cromosoma X: 2 lineas (FLAG-ThaA 10.1 y 10.2)
En el cromosoma 2: 4 lineas (FLAG-TnaA 2.2;4.2; 9.2y 9.3)
En el cromosoma 3: 6 lineas (FLAG-TnaA 1.3; 3.1; 3.3; 6.2; 7.2; 8.1)

De las lineas mapeadas para la construccion thaA-FLAG, se obtuvieron:

En el cromosoma X: ninguna
En el cromosoma 2: 2 lineas (ThaA-FLAG9.2; 9.3a)
En el cromosoma 3: 10 lineas (TnaA-FLAGI 2.1; 3.1; 3.2; 6.2; 6.3; 7.1; 7.3, 8.2; 8.3, 9.1)

Una vez conocido el cromosoma en el que se encontraba la insercion en cada linea, se

construyeron lineas estables de cada una de ellas.

4. Estabilizacion de las lineas transgénicas mapeadas.
En la seccion anterior, logramos identificar inserciones de los transgenes en diferentes

sitios del genoma. Uno de los retos en la Genética es que una vez que se identifica la
mutacion deseada, se establezcan lineas de animales que puedan mantener a largo plazo
la mutacion de interés. En Drosophila esto se logra con la introduccion de un cromosoma
“balanceador” en el cromosoma homdlogo al que contiene el transgen. El cromosoma
balanceador se caracteriza por poseer fragmentos invertidos en su secuencia en particular

en la regién de interés donde se encuentre una mutacion 6 en este caso el transgen y asi

37



imposibilitar la pérdida de estas regiones por recombinaciéon homologa entre el
cromosoma silvestre y el que contiene la mutacion de interés. Ademas el cromosoma
balanceador contiene mutaciones recesivas letales que impiden que los individuos
homocigos para este cromosoma, sobrevivan.

Dicho esto, el siguiente paso fue introducir en las lineas transgénicas mapeadas
anteriormente, cromosomas balanceadores 2 y 3. Para el balanceo de las lineas
transgénicas con insercion del transgen en cromosoma 2, se seleccionaron individuos con
0jos rojos y quetas gruesas, de la progenie de la cruza 2 (W'*8/Y; P{UAS-Flag-tnaA, w*}/
+; MKRS, Sb/+) y se cruzaron con individuos de la linea witte pptiie. +/CyO; +/+
(Cruza 4 seccion Material y Métodos). En esta cruza, una de las clases que se obtiene son
individuos en donde el transgen queda heterdcigo al cromosoma 2 balanceador llamado
CyO (P{UAS-Flag-tnaA, w"}/CyO; +/+ ). Esta es la clase balanceada con la que se puede
generar una linea transgénica estable.

Para el caso de lineas transgénicas con insercion en cromosoma 3 se seleccionaron
individuos con ojos rojos y alas “curly” de la progenie de la cruza 2 (W'*®/Y; +/CyO,
P{UAS-Flag-tnaAw"/+) 'y se cruzaron con individuos de la linea
wWHB/WHE: +/+: TM3B/TM6B (cruza 5 seccion Material y Métodos). En esta cruza, una
de las clases que se obtiene presenta el transgen heterdcigo al cromosoma balanceador 3:

TM3B o TM6B (+/+; P{UAS-Flag-tnaA, w*}/ TM3B 6 TM6B) y es la clase balanceada

que genera una linea transgénica estable.

5. Expresion de las proteinas recombinantes FLAG-TnaAy TnaA-FLAG en la
mosca.

Antes de comenzar con ensayos mas especificos se debe corroborar la expresion de la
proteina recombinante en las moscas transgénicas ya que los transposones tienen la
capacidad de rearreglarse después de la integraciéon en el genoma, lo cual puede
modificar o eliminar su expresion (Ashburner, 2004), ademas la expresion de la proteina
recombinante puede variar de linea a linea, dependiendo del sitio de insercion del
transgen en el genoma (en heterocromatina 6 eucromatina).

Los transgenes FLAG-tnaA y thaA-FLAG construidos en este trabajo, estan regulados por
la secuencia UAS de levadura, por lo que su expresion esta dirigida mediante el sistema
UAS-GAL4 de este organismo. Este sistema, permite la induccién de la proteina de
interés espacio y /6 temporalmente-dirigida, manipulando el sitio donde se exprese el

activador GAL4. Esto se logra eligiendo de una coleccion amplia en el acervo
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comunitario de Drosophila, lineas de moscas que expresan GAL4 en tejidos y/6 etapas de
desarrollo de interés. A estas lineas se les conoce como "drivers" y estdn disponibles
libremente.

El obtener moscas que expresen a las proteinas recombinantes en algunas de estas
condiciones, nos permitira realizar diversos analisis. En primera instancia podremos
manipular la expresion de TnaA en la mosca, podremos realizar ensayos bioquimicos
para identificar proteinas que interactien con TnaA y podremos realizar ensayos de
rescate de letalidad de individuos mutantes para tna, entre otros.

Entonces, para determinar si algunas de las lineas transgénicas establecidas podian
expresar a las proteinas TnaA etitquetadas, lo primero que evaluamos fue la expresion
ubicua, primero para confirmar que funcionaba el sistema, es decir, que se lograba
expresar a la proteina recombinante y segundo para evaluar el efecto de dicha expresion
en la mosca. Para este objetivo se cruzaron dos lineas con la insercion de los transgenes
en el cromosoma 2, de cada construccion (FLAG-thaA 2.2 y 4.2 y thaA-FLAG 9.2 y 9.3a)
con moscas que contienen el “driver” de expresion ubicua de Gal4: P{Act5C-
GAL4}25F01/Cy0, y*. A este “driver” lo llamaremos Act-Gal4 de ahora en adelante.

Las cruzas se realizaron con individuos homocigos para los genes recombinantes asi
como también para el “driver” Act-Gal4, de tal manera que el 100% de la progenie fuera

la clase esperada.

FO ¢ Act-Gal4 / Act-Gal4 X & FLAG-tnaA / FLAG-tnaA

F1 100% FLAG-tnaA / Act-Gal4

La cruza se realiz6 a 25°C y no se obtuvo progenie. Este resultado pudiera deberse a que
la expresion ubicua, de TnaA etiquetada con FLAG sea toxica y/o que la expresion haya
sido demasiado fuerte.

Se encuentra reportado que la actividad de GAL4 es dependiente de la temperatura,
siendo su maxima actividad a 29°C y su minima activdad a 16°C (Dufty, 2002). Con el
objeto de atenuar la expresion de TnaA etiquetada y poder obtener individuos que
expresen a la proteina pero que sobrevivan a estadio adulto se realiz6 la misma cruza a
temperaturas mas bajas. Las temperaturas utilizadas fueron 18 y 22°C. En estas cruzas
también se utilizaron individuos homocigos de tal manera que el 100% de la progenie

fuera la clase esperada.
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A diferencia de cuando se llevo a cabo la cruza a 25°C, a 18°C se obtiene la progenie
esperada en las cuatro lineas utilizadas. Sin embargo, no se detecta la proteina
recombinante por analisis tipo Western con anticuerpo anti-FLAG (FlagM2, Sigma), en
extractos de proteina solubles totales de individuos adultos (datos no mostrados). Este
resultado podria deberse a que a 18°C la actividad de GAL4 es tan baja que la expresion
del transgen es minima y no alcanzo a detectarse por la técnica de Western.

Cuando la cruza se llevo a cabo a temperatura intermedia (22°C), también se obtiene la
progenie esperada en las cuatro lineas utilizadas y en este caso si detectamos la expresion
de la proteina recombinante (Fig. 9). En la Tabla 3 se resumen los resultados de esta

seccion.

FLAG-TnaA TnaA-FLAG
OreR 22 4.2 92 93a

FLAG-ThaA/

- ThaA-FLAG
121KDa

Fig. 9. Deteccion de las proteinas FLAG-TnaA y TnaA-FLAG en moscas adultas a
22°C. Extractos de proteina de la fraccion insoluble de moscas adultas FLAG-tnaA y
tnaA-FLAG/Act-Gal4 lineas 2.2, 4.2, 9.2 y 9.3a y como control negativo, fraccion
insoluble de moscas silvestres OregonR analizados por la técnica de Western con el
anticuerpo anti-FLAG 1:1000.

Temperatura Progenie Deteccion de FLAG-TnaA o
FLAG-tnaA ¢ tnaA-FLAG/Act-Gal4 TnaA-FLAG
25°C No --
18°C Si No
22°C Si Si

Tabla 3. Resultados de la expresion de las proteinas recombinantes a diferentes
temperaturas.

6. Construccion de la fusion GST-TnaA.

Para el etiquetamiento de TnaA con GST se partié del plasmido pKS-thaArga (Tesis de
Licenciatura, R. Pérez, 2005), el cual contiene el cDNA de thaA completo. Dicho cDNA

fue escindido del pldsmido con las enzimas de restriccion ECORI en su extremo amino
40




terminal y Sall en su extremo carboxilo terminal y fue clonado en el plasmido pGEX4T-
1, previamente digerido con ECORI y Xhol. Las enzimas Xhol y Sall generan extremos
compatibles entre el vector y el cDNA de tnaA para su posterior ligacion y clonacion
direccional.

La identidad del plasmido se verificd en las colonias resistentes a ampicilina con una
doble digestion EcoRI/Sall. Los plasmidos que liberaron un fragmento de
aproximadamente 3.3 kb fueron considerados positivos. Se selecciond uno de ellos y se
envio a secuenciar para corroborar que la clonacion del cDNA de thaA quedd en el marco

de lectura correcto.

7. Expresion y purificacion de la proteina de fusion GST-TnaA en E. coli.
Se probaron diversas condiciones de induccién de la proteina de fusion GST-TnaA en E.

coli con el resultado de condiciones Optimas de induccion y posterior solubilizacion; 0.1
mM de IPTG, tiempo de induccion 5-6 h, 18°C (Fig. 10a).

La proteina de fusion GST-TnaA tiene el peso esperado de 146 kDa. Su purificacion se
llevo a cabo mediante la unidn a perlas de sefarosa con glutation acoplado. Siguiendo el
protocolo de purificacion del proveedor (GE Healthcare) obtuvimos un pegado muy
pobre de la forma completa de la proteina de fusion (Fig. 10a). Esto se debe a que los
productos de degradacion de la proteina de fusion y/6 los productos truncos de la misma
compiten por la union a las perlas, siendo los de menor tamafio quienes se unen mas

eficientemente (Frangioni et al., 1993) (carril RE2, Fig. 10a).

10a. 10b.
M NI I FSol El E2 RE2 M NI F.Sol Filtr. El E2 E3
GST-TnaA
< —
3 146 kDa
rie A y
.- e -
— F
hE - > Degradacion = =
r= e GST-TnaA !. - -
CRE ]
¥y -
L e— | —_— —

Fig. 10 Induccion de GST-TnaA a 37°C (a) y 18°C (b). Se senala con flecha negra la
banda correspondiente a GST-TnaA y con un corchete la degradacion de GST-TnaA.
M: Marcador pretefiiddo SDS PSBR; NI: Cultivo no inducido I: cultivo inducido con
IPTG 0.1 mM; F.Sol: Fraccion soluble; E1 y E2: elusiones con 20 mM de glutation
reducido; RE2: Resina glutation sefarosa luego de elusiones. b. Filtr: fraccion filtrada
en centricon de 100 kD, E1, E2 y E3: elusiones con glicina pH:2.
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Para obtener una mayor cantidad de la forma completa de GST-TnaA para unirla a las
perlas de glutation-sefarosa, se llevo a cabo un paso previo donde se filtrd la fraccion
soluble del lisado de E. coli con un centricon con corte de 100 kDa para quedarnos con
las proteinas mayores de este peso (incluyendo la froma completa de GST-TnaA), antes
de someterlo a interaccion con las perlas de sefarosa-glutation. De esta manera se logré la
union de mayor cantidad de GST-TnaA completa a las perlas y se pudo seguir con la
purificacion (comparar E1 y E2 de Fig. 10a y 10b).

Para la elusion de la proteina de fusion también tuvimos que recurrir a condiciones
alternativas, puesto que no se logré una elusion eficiente de la proteina con glutation
reducido como lo indica el protocolo estindar. Para el establecimiento de estas
condiciones alternativas, se contdé con el antecedente de trabajo de A. Juarez (Tesis de
Maestria, 2009), quien habia establecido que algunos fragmentos de GST-TnaA unidos a
perlas de glutation sefarosa se eluyen con glicina 4cida, pH 2. Con este antecedente, se
logro la elusion de GST-TnaA completa en las mismas condiciones, como se describe en

la seccion de Material y Métodos.

8. Ensayo de interaccion tipo “Pull Down” en extracto nuclear de embriones de
3az2lh.

La proteina Brm se encuentra en embriones de Drosophila (Elfring, et al., 1998)) y en el
inicio de esta seccion se demostrd que TnaA se encuentra en los nucleos de embriones de
3- 21 h. tna fue identificado en un "screening" de genes que interaccionan con brm, y la
proteina Brm es por lo tanto uno de los principales candidatos para tener una interaccion
fisica con TnaA. Para confirmar esta hipdtesis se realizd un ensayo de interaccion tipo
“Pull Down” utilizando como carnada la proteina recombinante GST-TnaA de proteinas
presentes en el extracto nuclear de embriones de 3 a 21 h. Como control negativo se
utilizd6 como carnada la proteina GST. Ambas proteinas se manejaron acopladas a la
resina de glutation sefarosa. Para la deteccion se utilizd un anticuerpo especifico para
Brm de Drosophila (Elfring, et al., 1998).

En este ensayo se encontré que la proteina Brm interacciond fisicamente con GST-TnaA
y no con GST (Fig. 11), lo cual indica que estas dos proteinas podrian interactuar

fisicamente in vivo.
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Fig. 11. Brm interacciona fisicamente con TnaA. M: Marcador SDS PSBR, GST:
proteinas que interaccionaron con GST como control negativo. GST-TnaA: proteinas que
interaccionaron con GST-TnaA. Anticuerpo primario: anti-Brm 1:1500. La flecha roja
indica la banda correspondiente a Brm (186 kDa).

Aunque el Pull Down no es un ensayo estrictamente in Vvivo las proteinas “blanco” se
encuentran en su contexto natural en el extracto y en cantidades nativas. Para corroborar
este resultado es necesario hacer una co-inmunoprecipitacion de ambas proteinas en
extractos nucleares de embriones silvestres y/o en extractos nucleares de las moscas que
expresan a TnaA etiquetada con FLAG De igual manera para confirmar que la
interaccion fisica es directa entre estas dos proteinas es necesario realizar ensayos de

3

interaccion “uno a uno”, como por ejemplo “pull down” o ensayo de dos hibridos

utilizando como carnada a TnaA y como anzuelo a Brm y vice-versa.

Discusién

En el presente trabajo se ha identificado a TnaA silvestre en la fraccion nuclear de
embriones de Drosophila y se ha identificado que TnaA interacciona con Brm con la
técnica de "Pull Down" a partir de extractos nucleares de embriones. Ademas se han
desarrollado diversas herramientas que permiten conocer mas acerca del papel de TnaA a
nivel celular y en el organismo completo.

La caracterizacion molecular de tna (Gutiérrez et al., 2003) permitié predecir la
existencia de por lo menos dos isoformas llamadas TnaA y TnaB. TnaA contiene una
sefnal de localizacion nuclear (NLS) y un dominio SP-RING caracteristico de proteinas
con actividad E3 ligasa de SUMO. Las secuencias que codifican para estos dominios se
pierden en el “splicing” alternativo que genera a TnaB (Gutiérrez et al., 2003). tna

interact@ia genéticamente con varios genes trithorax: brm, osa, mor que codifican para
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subunidades del complejo remodelador de la cromatina Brm, asi como con Kis y con skd
que codifican para la ATPasa de otro complejo remodelador de la cromatina y un
componente del Mediador, respectivamente (Gutiérrez et al., 2003). Estos antecedentes
sustentan la hipdtesis de que TnaA sea una E3 ligasa de SUMO que podria interactuar
fisicamente con alguna(s) o todas las proteinas mencionadas anteriormente y que podria
incluso estar participando en su sumoilacion. La sumoilacion es una modificacion post-
traduccional que tiene variados efectos sobre las proteinas modificadas, siendo algunos
de ellos su estabilizacion, la provocacion de su transporte al nucleo, promover 6 impedir
interacciones proteina-proteina, entre otros, lo cual lleva a la pregunta inmediata de ;qué
efecto tiene TnaA sobre las proteinas con quien interactua fisicamente y/o sumoila?
Debido a esto, nos propusimos diseflar las herramientas que permitan identificar a las
proteinas que interactien fisicamente con TnaA. Comenzamos por etiquetar
molecularmente a TnaA, con GST en su extremo amino para la expresion y purificacion
de GST-TnaA de E. coli y poder realizar posteriormente ensayos bioquimicos in vitro.
Debido a que el transcrito de thaA y la proteina se encuentran en todos los estadios del
desarrollo de Drosophila (Gutiérrez et al., 2003, Fig. 3, Juarez, Tesis de Maestria 2009) y
a que es mas sencillo trabajar con extractos de embrion para ensayos bioquimicos, se
obtuvo la fraccion nuclear de embriones de 3 a 21 h. En estos embriones ya ha terminado
la dependencia materna, ya hay transcripcion cigoética y se estdn llevando a cabo
multiples procesos que desembocan en la formacion de la larva de ler instar.

Ya que TnaA contiene una NLS, en primera instancia se verificd su presencia en la
fraccion nuclear mediante ensayos tipo Western blot. Como se ve en la Figura 6 se
detectaron dos bandas correspondientes a TnaA , y no se detectd su presencia en la
fraccion citoplasmica en las condiciones probadas. La diferencia de peso entre dichas
bandas es de 10 kDa aproximadamente, similar al peso de SUMO que es de 11 kDa. La
posibilidad de que el mismo TnaA se esté sumoilando es interesante pues existen reportes
de otras E3 ligasas de SUMO, con dominios SP-RING, que se sumoilan y esta
modificacion favorece su actividad como E3 ligasa (Palvimo, 2007). Igualmente pudiera
ser otra la modificacion post-traduccional que sufriera TnaA y tendriamos que hacer un
ensayo tipo Western blot con anti-SUMO para saber si TnaA se encuentra sumoilada.
TnaA es una proteina de 120 kDa, que por su tamaio es dificil expresar y purificar de
bacterias. La proteina de fusion GST-TnaA fue 1til para purificar la proteina completa y
se pudieron realizar ensayos de interaccion fisica de TnaA con proteinas del extracto

nuclear de embriones de 3 a 21 h. Inicialmente se realizaron ensayos tipo Far Western,
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en los cuales las proteinas del extracto nuclear de embriones se transfirieron a una
membrana de PVDF, que se incub6 posteriormente con GST-TnaA como carnada para
detectar interacciones utilizando un anticuerpo contra la region amino de TnaA. Este
ensayo nos permitiria obtener proteinas (identificadas como bandas y por su peso en la
membrana) que interactuaran con TnaA y las cuales deberian de secuenciarse para su
identificacion. Este ensayo no brind6é resultados muy claros ya que en las condiciones
probadas no se pudieron identificar bandas diferenciales con el control negativo, (datos
no mostrados).

El resultado mas interesante obtenido con la version GST-TnaA fue mediante el ensayo
de "Pull Down", en el cual GST-TnaA acoplada a una resina de glutation-sefarosa
precipito a la proteina Brm desde un extracto nuclear de embriones de 3 a 21 h (Fig. 11).
Este es un resultado muy importante ya que TnaA se identificd por su interaccion
genética con Brm (Gutiérrez et al., 2003) y es entonces una proteina candidata para llevar
a cabo una interaccion fisica con TnaA, lo cual comienza a comprobarse con este primer
resultado. Aunque el "Pull Down" no es un ensayo estrictamente in vivo las proteinas
“blanco” se encuentran en su contexto natural en el extracto y en cantidades nativas. El
paso inmediato para corroborar la interaccion fisica serd coinmunoprecipitar ambas
proteinas a partir de extractos nucleares de embriones silvestres o embriones que
expresen a TnaA etiquetada (ver mas adelante).

La estrategia para conocer a las proteinas que interaccionan con TnaA en Drosophila
también incluyd la obtencion de lineas de moscas transgénicas que pudieran expresar a
TnaA etiquetada con FLAG. Estas moscas nos permitirian realizar, ensayos de
interaccion in vVivo que apoyarian o no a los resultados obtenidos en los ensayos in vitro
con GST-TnaA. La etiqueta FLAG en los extremos amino y carboxilo de TnaA se eligio
porque es una etiqueta que funciona bien en Drosophila, a diferencia de otras etiquetas
que no son detectables 6 que cruzan con proteinas endogenas, como lo es la cola de
histidinas (M. Herrera, Tesis de Maestria 2007).

En este trabajo se obtuvieron diversas lineas transgénicas estables con la fusion de la
etiqueta FLAG a TnaA en ambos extremos de la proteina. Una vez obtenidas las moscas
transgénicas debimos mapear el cromosoma donde ocurrié la insercion para cada
transgen, lo cual es imprescindible para todos los estudios genéticos.

Posteriormente se realizaron ensayos de expresion de las proteinas etiquetadas en la
mosca donde se obtuvieron resultados interesantes. Para obtener individuos que

expresaran las versiones de TnaA etiquetadas, se aprovecho el sistema UAS-GAL4, en

45



donde la expresion de los transgenes de interés estd controlada por el activador
transcripcional de levadura que reconoce a las secuencias UAS que se encuentran en el
promotor de los transgenes. Los transgenes entonces se expresan en la etapa y/6 el lugar
donde se exprese GAL4. En este caso se eligid6 como primer intento, promover la
expresion ectopica de GAL4 y por ende de UAS-tnaA-Flag 6 UAS-Flag-tnaA, utilizando
el “driver” ActbC-GAL4. Llevando a cabo esta cruza a 25°C encontramos que la
expresion ectopica de las versiones etiquetadas de TnaA causa letalidad. Como la
actividad de GAL4 es dependiente de la temperatura (Duffy, 2002) realizamos la misma
cruza a temperaturas menores para atenuar la expresion de GAL4 y por lo tanto de TnaA
etiquetada y asi obtener inidividuos de etapas post-embrionarias que expresaran a la
proteina recombinante. Encontramos que a 22°C las moscas sobreviven y expresan a las
proteinas etiquetadas (Fig. 9) y no presentan fenotipos homeoticos.

Estudios previos habian mostrado que tha es un gen esencial, pues fondos mutantes de
pérdida de funcion, ocasionan letalidad (Gutiérrez et al., 2003). En este trabajo
encontramos que la situacion contraria, es decir, la expresion ectopica de las proteinas
FLAG-TnaA y TnaA-FLAG (a 25°C) también es letal. Aunque ain no tenemos
informacion suficiente como para entender la razon de la letalidad observada, podemos
recordar que TnaA es una posible E3 ligasa de SUMO que de alguna forma esta ligada
genéticamente a los complejos remodeladores BRM y que es indispensable para la
expresion de los genes HOX (Gutiérrez et al., 2003). Los genes HOX y su correcta
expresion son a su vez indispensables para la sobrevivencia de los organismos. Las
mutaciones en dichos genes son contra-seleccionadas por la naturaleza, ocasionan la
muerte en etapas embrionarias tanto en Drosophila como en mamiferos o mueren en
etapa pre-reproductiva. La regulacion de la expresion de los genes HOX debe de ser por
lo tanto muy precisa y posiblemente sea esta la causa de la letalidad en individuos que
tienen un exceso de TnaA. Ademas, en términos generales, la via de la sumoilacion se
encuentra involucrada en otros procesos vitales de la célula como son el ciclo celular, la
reparacion de dafio al ADN, la replicacion del ADN, y la regulacion de la expresion de
diversos genes. Por lo tanto una des-regulacion de la sumoilacion puede provocar dafios
severos en la célula y el organismo. TnaA como E3 ligasa de SUMO, al ser expresada en
exceso y en tejidos y/o etapas en donde quizas normalmente no se expresa, puede estar
sumoilando en exceso y/o sumoilando proteinas que normalmente no deberia de sumoilar

y por lo tanto provocando un desequilibrio en las células.
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Debido a lo expuesto en el parrafo anterior y para después poder utilizar estas versiones
etiquetadas como herramientas en la identificacion de las proteinas que interactiien
fisicamente con ellas, debemos comprobar que las proteinas FLAG-TnaA y TnaA-FLAG
llevan a cabo la funcion silvestre de TnaA. Esto se llevara a cabo ensayando si estas
proteinas, rescatan la letalidad de moscas homdcigas mutantes en tha que mueren en
etapas previas a la etapa adulta (Gutiérrez et al., 2003). En este trabajo logramos
encontrar que a 22°C la expresion de FLAG-TnaA 6 de TnaA-FLAG es detectable y no
causa letalidad. Por lo tanto, el ensayo de rescate de la letalidad presentada por las
mutantes de falta de funcién de tna se llevard a cabo a la temperatura permisiva
determinada en este trabajo (22°C).

Por otro lado, con estas lineas transgénicas se podran realizar ensayos in vivo de
interaccion que podrian validar los resultados obtenidos en el "Pull Down" y obtener
nuevos candidatos de interaccion. Asimismo, estas lineas de moscas transgénicas pueden
cruzarse con otros “drivers” para dirigir la expresion de TnaA etiquetada especificamente
a algtn tejido o etapa del desarrollo.

Llevando la discusién a un plano mas amplio recordemos que los CRC Brahma median la
remodelacion dependiente de ATP de la cromatina y se sabe que su actividad es critica
para la diferenciacion y proliferacion celular (revisado en Reisman et al., 2009). Estos
complejos estan presentes en todos los organismos eucariontes y la mayoria de sus
subunidades se encuentran conservadas. La pérdida de funcién del CRC Brahma y/6
Brgl en humano se ha asociado a transformaciones malignas. La subunidad Baf47 (Snrl
en Drosophila) fue el primer componente del complejo identificado como un supresor
tumoral (Muchardt y Yaniv, 2001, Roberts y Orkin, 2004). Posteriormente se descubrid
que en varias lineas tumorales, asi como en 10 a 20% de céncer de pulmon primario,
Brgl y Brm se encuentran ausentes concomitantemente (Muchardt y Yaniv, 2001,
Reisman et al., 2002, Glaros y Reisman 2007). Mientras que la deficiencia de Brgl en
lineas tumorales se debe a mutaciones génicas (Wong et al., 2000), la deficiencia de Brm
debe regularse epigenéticamente ya que su secuencia génica no se encuentra alterada
(Glaros, 2007).

Existe una busqueda exhaustiva de recursos que permitan estabilizar o reconstituir a Brm
en diversos tipos de cancer. Por ejemplo, se estan llevando a cabo ensayos clinicos con
inhibidores de HDAC (deacetilasas de histonas) en células tumorales con el propdsito de
aumentar la cantidad de Brm en estas células (Yamamichi, et al., 2005, Muchardt et al.,

2009). Sin embargo, aunque dichos inhibidores aumentan la expresion de la proteina
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también inhiben en cierto grado su funcion, ya que Brm se acetila en dos sitios,
inactivdndose (Glaros, 2007). Por otro lado, los inhibidores de HDAC no son especificos
por lo cual pueden tener efectos colaterales.

Considero que estas vertientes del estudio de Brm en cancer, plantean un panorama muy
interesante con respecto a TnaA como E3 ligasa de SUMO, su interaccion genética con
brm y el resultado de este trabajo, donde encontramos que Brm interacciona fisicamente
con TnaA por la técnica de "Pull Down". Brm presenta en su secuencia ocho posibles
sitios consenso de sumoilacidon, aunque este hecho no permite tener la certeza de que la
proteina se sumoile, cabe la posibilidad de que asi sea. Si TnaA fuese la E3 ligasa de
SUMO que interviene en dicha modificacion, y recordando que la sumoilacion puede
estabilizar a la proteinas, TnaA podria ser un candidato para estabilizar a Brm en células
tumorales sin afectar posiblemente muchas otras funciones (como es el caso de los
inhibidores de HDACs y otros). Esto quiere decir que TnaA no s6lo jugaria un papel muy
importante en la célula en Drosophila, sino que también pudiera tener potencial como
agente terapéutico en células tumorales deficientes en Brm.

Regresando al origen de este proyecto y al objetivo general del laboratorio que es conocer
mas acerca de los mecanismos para la expresion del genoma eucarionte, resulta esencial
ubicar a tna dentro de este proceso. Recordemos de manera amplia que aunque hay
factores “basales” de transcripcion como son la RNA polimerasa II y sus factores
asociados conocidos como TFII (“Transcription Factor for RNA pol II”’), el mecanismo
de expresion de cada gen es practicamente inico ya que puede involucrar a factores de
activacion/represion especificos para el gen y/o secuencias en el promotor especificas y/o
marcas en la cromatina especificas. La combinacion de todas estas variables sumada a la
regulacion de los activadores y/o represores involucrados resulta en la expresion o
represion de un gen. Como se mencion6 en la Introduccion, los genes HOX constituyen
un excelente modelo para el estudio de la expresion génica y tha que es un gen trxG se
requiere para la correcta expresion de los genes HOX. Los genes trxG actiian de diversas
maneras. Varios de ellos codifican para subunidades de CRC como por ejemplo: brm,
mor, osa, snrl (CRC Brahma) y kis (CRC Kismet). tna interacciona genéticamente con
estos genes, sin embargo, no creemos que TnaA forme parte de los CRC, sino que podria
ser un regulador de los mismos mediante la sumoilacion de alguna(s) de sus subunidades.
La sumoilacion podria por ejemplo favorecer el ensamblaje, la estabilidad y por ende la

actividad de los CRC y/o podria modificar la especificidad de los mismos.
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Las subunidades Brm, Mor, Osa, Snrl y Kis poseen sitios consenso de sumoilacion y un
estudio reciente de sumoilacion global en Drosophila reporta a Osa como un blanco de
SUMO (Nie et al., 2009), datos que concuerdan con nuestra hipotesis.

Los CRC BAP y PBAP en Drosophila coinciden en algunas regiones de cromosomas
politénicos de Drosophila pero no coinciden en otras, lo cual podria indicar que regulan
la transcripcion de diferentes genes (Mohrmann et al., 2004). No se sabe exactamente
como es que estos CRC son reclutados a los promotores pertinentes pero se cree que esto
debe ocurrir por medio de factores de transcripcién con union a secuencias especificas de
DNA.

Los promotores de los genes HOX presentan la caracteristica de no contener la caja
TATA en su secuencia sino al elementoDPE (“Downstream Promoter Element”) que se
situa a una distancia precisa rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion (Inr) (Juven-
Gershon et al., 2009). Existen factores de transcripcion especificos para promotores con
DPE, como por ejemplo Caudal en Drosophila (Juven-Gershon et al., 2009) y podria ser
que alguno de éstos reclute al CRC BAP por ejemplo. La accion de TnaA como E3 ligasa
de SUMO podria ser a este nivel también, es decir, que regule por sumoilaciéon la
actividad de los factores que dirijan al CRC Brahma a promotores especificos.

Los datos con los que contamos hasta ahora indican que TnaA es una proteina muy
importante para la célula y la identificacion de sus blancos asi como el estudio de su
actividad como E3 ligasa de SUMO brindard informacion valiosa para el campo de la

transcripcion eucarionte.

Conclusiones

1. Se logré precipitar a Brm de extracto nuclear de embriones de 3 a 21 h con GST-

TnaA.

2. Se obtuvieron lineas estables de moscas transgénicas que pueden expresar a

FLAG-TnaA y TnaA-FLAG.
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Perspectivas

El panorama con respecto a tna es muy amplio y diverso, por lo tanto hay mucho por
hacer para ir descubriendo mas acerca de su funcioén en la célula y en Drosophila. En

relacion a este trabajo considero que las perspectivas inmediatas son las siguientes:

1. Confirmar la interaccion in vivo de TnaA y Brm mediante coinmunoprecipitacion
en extractos nucleares silvestres de embriones de Drosophila 6 de extractos de
embriones de las lineas transgénicas que expresan a TnaA etiquetada con FLAG.
También se puede profundizar en dicha interaccion y caracterizarla, realizando
ensayos tipo "Pull Down" con fragmentos de TnaA y de Brm para conocer qué
regiones de cada proteina son las involucradas en la interaccion.

2. Analizar si Brm se encuentra sumoilada en la célula, realizando el Pull Down de
Brm con GST-TnaA y luego revelando con anti-SUMO.

3. Continuar buscando blancos de interaccion fisica con TnaA mediante ensayos in
vitro (dos hibridos, “Pull Down”) e in vivo (colP).

4. Realizar el ensayo de complementacion de individuos mutantes de tna con las
moscas transgénicas FLAG-tnaA y thaA-FLAG.

5. Dirigir la expresion de FLAG-tnaA y tnaA-FLAG a tejidos y/o etapas especificas,

utilizando diferentes drivers de expresion de Gal4.
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