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INTRODUCCION

La Expresion de Genes del Desarrollo en Drosophila

Drosophila melanogaster (D. melanogaster) se considera un modelo experimental ideal
para el estudio genético y molecular de un granemarde procesos bioldgicos. Su ciclo
de vida dura de 10 a 14 dias dependiendo de laetatopa y consta de: 16 estadios
embrionarios donde ocurre la celularizacion, latrgécion y donde se forman las
capas dérmicas; tres estadios larvarios en logswsa identifican los discos imagales;
el estadio de pupa donde ocurre la metamorfosisaimente el estadio adulto (Fig. 1).
Durante el tercer estadio larvarid, melanogaster presenta unas estructuras llamadas
glandulas salivales, en donde se encuentran c&atasromosomas politénicos, en las
cuales el DNA se replica varias veces (hasta 18i@43eparacion de las cromatidas. El
patrén de bandas que presenta cada cromosomacesyuceracteristico para cada uno

de ellos (Demakowet al., 2004).

J Fertilizacién Huevo fertilizado

— —
Ovoposicion

’@9 \Divisién
nuclear
\

Moscaradulta 0

Oogénesis
Espermatogénesis

AN ¢

Metamorfosis

120 Blastodermo
sincicial

Minutos
después de la
fertilizacion

10

Celularizacién
180 Gastrulacién

o D

Embrién 50,000 |

Dias después
dela
fertilizacion
Horas después
de la
fertilizacion

células

Organogénasis
citodiferenciacién

I1.:‘rva' I3=I' stadio: /

Larva 2% estadio, Crecimiento gmm—"

discos imagales

Larva 1°" estadio

Figura.1- Ciclo de vida deD. melanogaster. El huevo después de ser fertilizado y ovopositadsa
por los estadios embrionarios; larva d& #° y 3* estadio; pupa, donde sufre metamorfosis para
finalmente dar origen a la mosca adulta. (Modifecdd Scientific Frontiersin Developmental Toxicology

and Risk Assessment, 2000).

A lo largo del desarrollo d®. melanogaster existe una jerarquia y regulacién de la

expresion genética. Al inicio, en el foliculo, le@ulas nodrizas depositan en el oocito



proteinas y RNA, los cuales son productos de lenég maternos”. Tales productos
forman gradientes de concentracion pues los RN&®eti una localizacion restringida
mientras que las proteinas pueden difundir mejoorfilgenos). Esto hace que el
citoplasma no sea homogéneo, lo cual da una pripel@idad al embrion. En el
siguiente nivel de la cascada se encuentran lossgde segmentacion, los cuales
determinan el nimero y la organizacién general cdeskegmentos corporales. Tales
genes se han dividido en tres grupos: los gen®s’,'dos genes de la regla par y los
genes de polaridad de segmento. La accion de lmssgigap” divide al embrion en
regiones grandes, vistas como bandas transvergasts a su vez activan la expresion
de los siguientes genes en la cascada: los geragega par y los genes homeoticos.
Los genes de la regla par controlan segmentos famesde cada dos) y comienzan a
determinar la naturaleza de éstos. La accion dgdass “gap” y la de los genes de la
regla par activan la expresion de los genes deigathde segmento, que definen los
limites y la polaridad de los segmentos. La acco@mjunta de los genes de
segmentacion modula la expresion de los genes hmoedGilbert, 2000). Los genes
homeoticos se encargan de determinar la identidacada segmento del cuerpo y se
encuentran agrupados en dos complejos: el complejennapedia que incluye los
genesAntennapedia (Antp), Sex comb reduced (Scr), Deformed (Dfd), proboscipedia
(pb) y labial (lab) (revisado en Kaufmae al., 1990); y el complejo bithorax que esta
formado por los geneblltrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) y Abdominal-B
(Abd-B) (revisado en Busturiat al., 1989). Para un desarrollo correcto, los genes
homedticos deben ser expresados dentro de susidemisrmales y silenciados fuera

de éstos (Fig. 2).
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Figura 2. Cascada de regulacién genética en el desarrollo @ melanogaster. Los genes maternos;
los genes de segmentacion: genes “gap”, genes gl par y genes de polaridad de segmento; y los
genes homedticos, agrupados en el complejo Antediadab, pb, Dfd, Scr y Antp) y el complejo
bithorax (Ubx, abd-A y Abd-B) (modificado de Gilbert, 2000).

Pocas horas después de que los patrones de erpdEsilbs genes homeoticos son
establecidos, la expresion de los genes de segriantdecae. A pesar de esto, los
patrones de expresion persisten debido a la ad®dlos genes del grupo trithorax

(trxG) y los genes del grupo Polycomb (PcG).

Los genes del trxG se definen como genes requepdos el mantenimiento de la
expresion de los genes homedticos. Por el contrioo genes del PcG son genes
requeridos para el mantenimiento del silenciamieietdos genes homedoticos. Muchas
proteinas del trxG y del PcG son capaces de focoraplejos multiméricos implicados
en fendmenos epigenéticos. Dichos complejos re@msecuencias de DNA conocidas
como TREs y PREs (“trithorax and Polycomb Respdtisments”) y pueden actuar en
la remodelacién de la cromatina o en el marcajeistenas (revisado en Grimasidal .,
2006), lo cual favorece o no, la accesibilidad alenkiquinaria de transcripcion a sus

secuencias blanco (Fig. 3).
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Figura 3. Accion de los complejos formados por preinas trithorax y Polycomh Algunas proteinas
del trxG permiten la accesibilidad de la maquinati& transcripcion. Algunas proteinas del PcG
mantienen la inaccesibilidad de la maquinaria desiripcion.

Drosophila presenta un complejo remodelador dedmatina de la familia SWI/SNF
llamado Brahma (BRM). Se ha sugerido que dicho d¢ejmpse requiere para la
transcripcion de la mayoria de los genes transcpto la RNA polimerasa Il, pues se
ha observado una reduccion en los niveles de RNAnpmsa |l en cromosomas
politénicos cuando hay pérdida de la funcién dehglejo BRM (Armstronget al.,
2002). Del complejo BRM se han purificado dos tipasubfamilias: el complejo BAP
y el complejo PBAP. En ambos complejos la protén@ghma cumple la funcién de
ATPasa. El complejo BAP se define por la presedei®sa, mientras que el complejo
PBAP por la presencia de Polybromo, BAP170 y SAZRalkleyet al., 2008) (Fig. 4).
Ambos complejos muestran patrones de distribucidnilasses en cromosomas
politénicos, predominando su asociacion con regiomke cromatina “abierta”

hiperacetilada.
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Figura 4. Los complejos Brahma: BAP y PBAP Ambos complejos comparten las subunidades
BAP111, Actina, BAP60, Snrl, BAP55, MOR y la ATPaBehma. BAP contiene a OSA. PBAP
contiene a BAP170, PB y SAYP (tomado de Chalkdesl., 2008).

La proteina del grupo trithorax Kismet-L (KIS-L) es miembro de la familia CHD de
factores remodeladores de la cromatina que jueggmapel global en la transcripcion
por RNA polimerasa Il. KIS-L actia reclutando a BFb (“Positive Transcription

Elongation Factor b”) rio-abajo para estimularlzngacion por la RNA polimerasa |II.
Diversos experimentos sugieren que KIS-L tambiéntreoresta la represion del grupo
Polycomb al reclutar a otros complejos del trxG eatividad de metiltransferasa de

histonas conocidos como TRX y ASH1 (Srinivastal., 2008).

Otro complejo involucrado en la expresion genéfycajue contiene subunidades
codificadas por genes del trxG es el complejo Mshigel cual transduce sefales entre
activadores especificos y factores basales daradripcion. Dicho complejo consta de
al menos 20 subunidades, entre las cuales se @¢rauéas proteinas del trxG: MED12
(Trap 230) y MED13 (Trap240) codificadas en Droslaphespectivamente por los

genes trithorakohtalo, (kto) y skuld (skd) (Kennison y Tamkun, 1988).



La Sumoilacion.

La sumoilacién es una modificacién postraducciodahde la proteina SUMO se une a
sus blancos de forma covalente (en determinadaadisy en algunos casos también de
forma no-covalente. La unién no-covalente de SUM@ediada por la presencia de un
dominio SIM (“SUMO-interacting motif”), el cual caerste de un dominio central
hidrofébico “V/I-X-V/I-V/I” (X = cualquier a.a.) fanqueado por residuos de
aminoacidos acidicos, cuya estructura tridimensifmmena un péptido extendido el cual
interacciona hidrofobicamente con lamirpag-o-hélices de SUMO, las cuales forman
un canal (revisado en Kerscher, 2007). Para lanucmvalente se requiere de la
presencia de cuatro enzimas principales: la EYara, la E2 conjugante, la E3 ligasa
e isopeptidasas especificas de SUMO. Para que S&Mia a su blanco, se requiere
que éste sea cortado hacia su carboxilo terminalupa isopeptidasa de SUMO,
conocida como SENP (homologa de la familia Ulp) pkateina SUMO en Drosophila
(Smt3) es cercanamente relacionada a su homologer@brados SUMO-2/3 (73% de
identidad) y es expresada a todo lo largo del delé@rsiendo mas abundante durante
la embriogénesis y en adultos hembras. En el mgdarmo del embrion se acumulan
por herencia materna, altos niveles de la protgindel transcritosmt3 que se
distribuyen uniformemente durante las etapas destddarmo celular y de la
gastrulaciéon. Inicialmente la proteina se acunanla! citoplasma y rapidamente pasa
hacia el nucleo, donde se localiza en un patrotepdo. Por otro lado, el transcrito se
acumula preferencialmente en el sistema nerviostaley en las gonadas. En el nucleo
interfasico, SUMO se acumula en los cromosomagénmitios (Capelson y Corces,
2006) y durante la mitosis se redistribuye en tptdasma y se localiza en la region

media celular durante la citocinesis (revisado alamillo et al., 2008b).



Posteriormente es necesaria la presencia del déteem Aosl/Uba2 que es la enzima
E1l activadora y una enzima E2 conjugante Ubc9.H&ad$igasas que son las enzimas
mas variadas de la via, junto con las proteasasPSEpNortan la especificidad en el

reconocimiento de los blancos (Hilgadtal., 2004; Bossis y Melchior, 2006) (Fig. 5).
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Figura. 5. Via de conjugacion de SUMOSUMO madura al ser cortado por una proteasa d@CELE|
siguiente paso, es la activacion de forma ATP-ddijeate por conjugacion con la subunidad Uba2 del
heterodimero E1 activador Aosl1l/Uba2. Después a@etimacion, SUMO es transferido a la enzima E2
conjugante Ubc9. En el paso final SUMO es trandfegén una reaccién de ligacidon a sus proteinas
sustrato formando una union isopeptidica entrdiding terminal de SUMO y el grupo amino de lanai

en la proteina blanco. Esta reaccion es auxiliamtal proteina E3 ligasa de SUMO, la cual puede
interaccionar directamente con la E2 o la protblaaco (modificado de Hilgarth, 2004).

Se han descrito tres tipos de E3 ligasas de SUNM@aslproteinas que contienen un
dominio SP-RING; 2) el representado por la proteRenBP2/Nup358, la cual es
componente del poro nuclear; y 3) el representaddagpproteina Polycomb Pc2. Las
E3 ligasas de SUMO gque contienen un SP-RING, foramagran grupo que puede ser a
su vez subdividido en otros tres. El primero cdestke la familia de proteinas PIAS,
también conocida como proteinas Siz de levadura. m@embros de esta familia
comparten un dominio Ndterminal conservado de ~400 aminoacidos adiciah8P-
RING. Otro grupo incluye a MMS21 (también conociclano NSE2), que es una
proteina que forma parte de un complejo octaméB&MC5-SMC6 (“Structural
Maintenance of Chromosomes”) el cual es esenciah pa division celular, la

reparacion del DNA, y para un mecanismo de elogade telomero independiente de



telomerasa en células cancerosas. Un ultimo grepel eepresentado por la proteina
Zip3, la cual es parte de un complejo de iniciaglénla sinapsis cromosdmica. Se ha
observado que el dominio SP-RING es esencial @afaricion de sumoilaciéon y se
predice que éste forma una estructura similar edidio RING de ubiquitin-ligasas. Las
SP-RING ligasas unen directamente a Ubc9 y a sarchs$, y se unen a SUMO no-
covalentemente via un dominio SIM. Por lo tantte épo de E3 ligasas debe funcionar
como plataforma para colocar el blanco y a la Uinmfster-cargada en una posicion
favorable para la trasferencia de SUMO (revisaddGerss-Friedlander y Melchior,

2007).

En D. melanogaster se ha encontrado que el gen de la familia PIASA@PIllamado
Su(var)2-10 contiene también un dedo de zinc del tipo SP-R{NGchstrasser 2001).
Los analisis moleculares d&u(var)2-10 demostraron que produce al menos seis
diferentes transcritos posplicing” alternativo, de los cuales se predicen como ndnim
cuatro productos proteicos. Dichas proteinas SU(2ARD se han localizado
predominantemente en la region perinuclear de aliriterfasicas de larvas d€ 3
estadio. También se ha observado su presenciatettes nucleares y citoplasmicos
de embriones de 0 a 12 h (Hatial., 2001). SU(VAR)2-10 se ha implicado en el
mantenimiento de la estructura cromosémica y emel@ncia cromosémica. Algunas
combinaciones de mutantes patgvar)2-10 mueren en estadios larvarios tardios o
como pupas tempranas, y presentan tumores melasdtevisado en Talamillet al.,
2008b).

Se ha observado que las E3 ligasas facilitan lsodacmbn de sus proteinas blanico
vitro, particularmente en presencia de niveles bajotadmzima conjugante. Se ha

propuesto que las enzimas E3 ligasas permitencenoeimiento de Ubc9 por los



distintos sitios de unién de SUMO presentes erptateinas blanco (Melchiat al.,
2003). La mayoria de las proteinas sumoiladas mi@sma secuencia consenBiiXE
(Y-hidrofébico; X-cualquiera), la cual es reconocigar la enzima E2. Un analisis
mostro que las proteinas en el proteoma comple@rosophila contienen un promedio
de 0.76 sitios consenso de posible conjugacionG por proteina, es decir, que tres
de cada cuatro proteinas contienen un dominio osnsde sumoilacion (Niet al.,
2009). Por otro lado, ya que no todas las protefuasson sumoiladas presentan la
secuencia consenso, probablemente existan otrosnmpws para reclutar a SUMO,
como por ejemplo la presencia del dominio SIM @adb en Meulmeester y Melchior,
2008). Dentro de la gran cantidad de proteinascblate la sumoilacion podemos
encontrar factores de transcripcién, proteinaslirtvadas en la transduccion de sefales
y en la remodelacién de la cromatina, enzimas tefitas virales, ribonucleoproteinas
involucradas en el metabolismo del mRNA, entre sotrf8e ha propuesto que la
sumoilacion puede modificar la interaccion entretginas o entre proteinas y el DNA,

la localizacién subcelular, asi como la actividémllg estabilidad de sus blancos.

ANTECEDENTES

El gen tonalli (tna) se identifico, entre otros, como un gen que &uepna
genéticamente cdorahma (brm), que es el gen que codifica para la subunidada&aP
de los complejos Brm. En Drosophila, los individup® contienen mutaciones tea y
enbrmtienen un fenotipo de extension de alas, resuli@dona mala regulacion en uno
de los dos promotores del gen homed#ntp (Vazquezet al., 1999; Gutiérrezt al.,

2003).



las enzimas E3 ligasas permiten el reconocimierat®bic9 por los distintos sitios de
unién de SUMO presentes en las proteinas blancickide et al., 2003). La mayoria
de las proteinas sumoiladas presenta una secumrgansdPKXE (¥-hidrofobico;
X-cualquiera), la cual es reconocida por la enzB2a Un andlisis mostréo que las
proteinas en el proteoma completo de Drosophiléigmmen un promedio de 0.76 sitios
consenso de posible conjugacién de SUMO por pmateda decir, que tres de cada
cuatro proteinas contienen un dominio consensath®itacion (Nieet al., 2009). Por
otro lado, ya que no todas las proteinas que sowikdas presentan la secuencia
consenso, probablemente existan otros mecanismasr@eutar a SUMO, como por
ejemplo la presencia del dominio SIM (revisado eauiheester y Melchior, 2008).
Dentro de la gran cantidad de proteinas blancaadrimoilacion podemos encontrar
factores de transcripcién, proteinas involucradasaeransduccion de sefiales y en la
remodelacion de la cromatina, enzimas o proteinasles, ribonucleoproteinas
involucradas en el metabolismo del mRNA, entre sotrf8e ha propuesto que la
sumoilacion puede modificar la interaccion entretginas o entre proteinas y el DNA,

la localizacién subcelular, asi como la actividémllg estabilidad de sus blancos.

ANTECEDENTES

El gen tonalli (tna) se identifico, entre otros, como un gen que &auepna
genéticamente cdorahma (brm), que es el gen que codifica para la subunidada&aP
de los complejos Brm. En Drosophila, los individup® contienen mutaciones tea y
enbrmtienen un fenotipo de extension de alas, resuli@dona mala regulacion en uno
de los dos promotores del gen homed#ntp (Vazquezet al., 1999; Gutiérrezt al.,

2003).



tna es considerado un gen del trxG porque supriméelustipos de pérdida de funcion
de genes del PcG y aumenta el efecto de las motscite pérdida de funcién en genes
del trxG como por ejemplenrl (snrl), moira (moi), osa (osa) y kismet (kis), que
codifican para subunidades de complejos remodetadate cromatinatna es
indispensable para la expresién de varios genegdticnos como soAntp, Ubx, Scr y

abdB.

tna codifica, en teoria, por lo menos para dos isofgrim@aA y TnaB. TnaA posee un
dominio SP-RING que es la firma que caracteriza #ipo de E3 ligasas de SUMO. A
diferencia de TnaB, TnaA posee ademas del SP-RiNGsafial de localizacion nuclear

(NLS) (Fig. 6).

Dominio XSPRING

Region | Region Il Region I I Region IV
I I I I Tna A
1 I E2 I E3 E4IE5I EG E7 IEEI ES IEIO 1109 aa

TnaB
I I 510 aa

D Dominio rico-GIn D Sefial localacion nuclear bipartita
] skRING ®  Codén términ

Figura 6. Las proteinas Tonalli enD. melanogaster. TnaA (1109 aa) presenta un dominio XSPRING,
el cual a su vez contiene al SP-RING (amarillong sefial de localizacién bipartita (verde). ThaB0(6
aa) y TnaA comparten un dominio rico en glutamameu() (modificado de Gutiérregt al., 2003).

El estudio de la expresion diea a lo largo del desarrollo revel6 que en los proser
estadios embrionarios se detecta un transcritoldkl6naA) que se mantiene hasta las
etapas adultas; a partir del tercer estadio layvaparece un segundo transcrito de 4.2

kb (tnaB), el cual también prevalece hasta la etapa adblta 7) (Gutiérrezet al.,



2003). El andlisis de expresion tha por microarreglos, mostré que hay una reduccion
de su expresion en tejidos reproductivos (traghwoductivo) de hembras después del
apareamiento (Maclet al., 2006), también se induce su expresion en estaaiidios de

la celularizacién embrionaria, y se expresa difei@mente en la region de la cabeza
del embridn (revisado en Talamiléal., 2008b). Los andlisis genéticos mostraron que
la falta de la(s) proteina(s) Tna es letal en éssgoost-embrionarios (Gutiérret al.,
2003). Lo anterior muestra que la funciontda se requiere en diferentes estadios del
desarrollo deD. melanogaster, lo que hace importante el estudio de esta(skprafs)

en las diferentes etapas del desarrollo.

Embrién Larva
0-3 3211 2 3 P A

s tnaA (6.1 kb)
tnaB (4.2 kb)
il » o . | rp49

Figura 7. Expresion de mRNA dena en el desarrollo deD. melanogaster. Por la técnica de Northern
se observa que hay transcritosti®A a todo lo largo del desarrollo: RNA polidle embrién de 0-3 y 3-
21 h, de los tres estadios larvarios, de pupa yadiéto. Los transcritos deaB se presentan a partir de
larva de 8 estadio hasta adulto. Control de carga: mRNAd@déeina ribosomal Rp49. El probador es
un cDNA que contiene la regidn codificantetdaA (tomado de Gutiérret al., 2003).

Con el interés de reconocer y discriminar a Tna®A jnaB en diferentes ambientes y
condiciones, asi como para estudiar el papel dedii@sentes dominios de dichas
proteinas, se obtuvieron las proteinas de fusi®T-GnaAws, GST-TnaAsprine Y
GST-TnaAoo(L. M. Gutiérrez y M. Vazquez). Estas proteinagudon se purificaron
por afinidad y se produjeron anticuerpos policlesatontra cada una de ellas mediante
un proceso de inmunizacion en ratas (R. A. JuardzelTesis de Licenciatura 2007).
Estos anticuerpos anti-GST-TnghA Yy anti- GST-Tnaloo pueden reconocer y

diferenciar a TnaA y TnaB, mientras que el anti-TA®aAxsprine SOlO reconoceria a



TnaA. Utilizando extractos de diferentes estadielsdgsarrollo dd. melanogaster y
los anticuerpos policlonales, hemos detectado ppereanentos de tipo Western a las

probables proteinas TnaA y TnaB (Fig. 8).

Figura 8. Las proteinas Tonalli en diferentes estads del desarrollo deD. melanogaster. Por la
técnica de Western en extractos protéicos soluf#@s(mayoritariamente fraccion citoplasmica) e
insolubles (I) (mayoritariamente fraccion nuclesg)muestran los estadios de embrion (E) de 0-12% 3
h, pupa (P), faratos (F) y macho adulto (M). Ei@mrpo anti-GST-TnakH; (NH2) se utiliz6 en una
dilucion 1:1000. TnaA se observa en las fraccioessmbrion 3-21 h insoluble, faratos insoluble y
macho adulto insoluble. Se observan dos formasg¢fnaB y TnaB,), donde TnaBpodria ser TnaB y
TnaB,; una forma modificada de la misma.

HIPOTESIS.

Dado que TnaA puede ser una E3 ligasa de SUMOeajuegsiiere para la expresion de
los genes homeoticos y debido a que interaccionatigamente con componentes de
complejos remodeladores de la cromatina y con sdades del complejo Mediador, es
probable que su localizacién subcelular funciors similar a la de las proteina(s)
implicada(s) en sumoilacién y/o a la de algun(osmponente(s) de la via de

conjugacion



anti-GST-TnaAns Yy anti- GST-TnaRoo pueden reconocer y diferenciar a TnaA y
TnaB, mientras que el anti- GST-Tnafkne SOI0 reconoceria a TnaA. Utilizando
extractos de diferentes estadios del desarroll® deelanogaster y los anticuerpos

policlonales, hemos detectado por experimentos i Western a las probables

proteinas TnaA y TnaB (Fig. 8).
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Figura 8. Las proteinas Tonalli en diferentes estads del desarrollo deD. melanogaster. Por la
técnica de Western en extractos protéicos soluf#@s(mayoritariamente fraccion citoplasmica) e
insolubles (I) (mayoritariamente fraccion nuclesg)muestran los estadios de embrion (E) de 0-12% 3
h, pupa (P), faratos (F) y macho adulto (M). Ei@mrpo anti-GST-TnakH; (NH2) se utiliz6 en una
dilucion 1:1000. TnaA se observa en las fracciohessmbrion 3-21 h insoluble, faratos insoluble y
macho adulto insoluble. Se observan dos formasg¢fnaB y TnaB,), donde TnaBpodria ser TnaB y
TnaB,; una forma modificada de la misma.

HIPOTESIS.

Dado que TnaA puede ser una E3 ligasa de SUMOeajuegsiiere para la expresion de
los genes homeoticos y debido a que interaccionatigamente con componentes de
complejos remodeladores de la cromatina y con sdades del complejo Mediador, es
probable que su localizacién subcelular funciorsd similar a la de las proteina(s)
implicada(s) en sumoilacién y/o a la de algun(osmponente(s) de la via de
conjugacion de SUMO y/o a la de alguna(s) protsjnafivolucrada(s) en la

transcripcion de los genes homedticos y que inteyae fisicamente con alguna de

estas proteinas.



OBJETIVO GENERAL

Generar y mejorar herramientas para estudiar a maguimicamente y determinar si
TnaA esta presente en los cromosomas politénicotardas de 3er instar dB.

melanogaster silvestre y en lineas transgénicas con TnaA etigiaecon FLAG.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Establecer si la "carnada" BD-TnaA puede ser utiliada en un ensayo de dos
hibridos
a) Determinar si TnaA fusionado al dominio BD (“DNBinding Domain”) de
GAL4 es o0 no toxico en levadura. Esto se llevatal@ probando el crecimiento
de levaduras que expresen la proteina de fusi@rta gel pldsmido pGBKT7-
BD-TnaA.
b) Determinar si TnaA fusionado al dominio BD egaa de activar la
transcripcion
de genes reporteros de levadura propios dalerde dos hibridos.
2. Establecer las condiciones para que las lineas d@stas transgénicas expresen
proteinas TnaA etiguetadas molecularmente conlAG.
Dado que los transgenes FLAG-TnaA y TnaA-FLAGéae construidos bajo el
sistema
de expresion GAL4/UAS:
a) Generar diferentes genotipos a través de crdea&enética clasica para

probar diferentes “drivers” que expresan GAL4 derdntes etapas y tejidos.



b) Monitorear por ensayos tipo Western la expred®tas versiones etiqguetadas
de TnaA en individuos de los genotipos apropiadws los anticuerpos anti-
FLAG en extractos proteicos de los tejidos y/odietaapropiados.
3. Purificacion de anticuerpos anti-GST-ThaAwns Y anti-GST-TnaAxsprinG
a) Purificacion de los anticuerpos anti-TnaA (&8T-TnaAns y anti-GST-
TnaAxspring por afinidad. Se utilizara el método de purifiGacpor afinidad
uniendo los anticuerpos a las proteinas de fusidrespondientes inmovilizadas
en resinas de Affigel (BioRad).
4. Localizacibn de TnaA en glandulas salivales y en @mosomas politénicos
utilizando
anticuerpos anti-TnaA y/o anti-FLAG en fondossilvestre y transgénicos.
a) Determinar si los anticuerpos contra TnaA y @MLAG son funcionales
para
ensayos de inmunotincion de cromosomas pativéni
b) Realizar inmunotinciones de glandulas salivataspletas de lineas silvestre
y
transgénicas utilizando anticuerpos anti-Tg&Ranti-FLAG con anticuerpos
secundarios acoplados a fluoréforos.
¢) Realizar inmunotinciones de cromosomas politinde lineas silvestre y
transgénicas utilizando anticuerpos anti-Tn&Aanti-FLAG con anticuerpos
secundarios acoplados a fluoréforos.

d) Analizar las preparaciones en microscopiautediscencia o confocal.
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MATERIALES Y METODOS.

1.- Pruebas para establecer la viabilidad de BD-trla como “carnada” para el
ensayo de dos hibridos.

Para la seccion correspondiente a la evaluacidtadearnada”™ BD-TnaA para el
ensayo de dos hibridos (incisos a, b, ¢, d y a)tiiearon tanto el manual como las
cepas y anexos proporcionadas por el "kit" de coosibn y andlisisle biblioteca (BD
Biosciences PT3529-1 y PT3024-1). La cepa W303®faporcionada amablemente por

el laboratorio del Dr. Nieto.

a) Preparacion de células de levadura competentesétodo LiAc).

Se siembran platos de agar YPDA con las lingaslevadura Y187 y/o AH1009.
Posteriormente se incuban a°B0hasta que las colonias aparezcan (de 3-6 dias). S
inocula con una de las colonias mas grandes (deng3le diametro) 3 ml de YPD en
un tubo estéril. Se incuba a °8) con agitacion de 250-270 rpm por 12 h.
Posteriormente se inocula con este cultivo a 5@en¥PD en un matraz de 250 ml
hasta alcanzar 0.3 g Posteriormente se incuba a°@0con agitacion de 230 a 250
rpm hasta alcanzar 0.5 [§ (aproximadamente 2-3 h). Se divide el cultivo en ¥ se

centrifuga a 1000 rpm por 10 min a temperatura antei

Linea AH109 Y187 W303
Genotipo MATa, trp1-901, leu2- MAT a, ura3-52, his3-200, | leu2-3,112, his3-
3,112, ura3-52, his3-200, | ade2-101, trp1-901, leu2- | 11,15, ura3-1,
galdA, gal80A, 3, 112, gal4A, met’, trpl-1
LYS2::GAL1 as gal 80A, URA3::GALL jas
GAL11ara-HIS3, GAL2yas | GALLata-lacZ, MEL1
GL27a7a-ADE2,
URA3::MEL1yas
MEL 1a7a-lacZ, MEL1




Se descarta el sobrenadante y se resuspendenuias & un mismo volumen de®l
bidestilada estéril. Se centrifuga en las mismasdiciones. Se descarta el
sobrenadante y las células se resuspenden en 8 kalstlucion 1.1 TE/LiAc (1.5 ml
por tubo). Se centrifugan los tubos a 13000 rpmlios a temperatura ambiente. Se
descarta el sobrenadante y nuevamente se resuspaddetubo en 600 pl de la
solucion 1.1 TE/LiAc (para mayor eficiencia de sBmmacion se recomienda utilizar

las células en no mas de 1 h).

b) Transformacion de levadura con el plasmido dausion pGBKT?7.

Se toma un tubo estéril y se agregan: 50 pl ddasétle levadura competentes (inciso
a), 250 ng del plasmido pGBKT7, 5 pl del acarreader DNA desnaturalizado
(10mg/ml) y 500 pl de la solucién PEG/LiAc. Se nmaamortexeando suavemente. Se
incuba 30 min a 3 y se agita suavemente cada 10 min. Se agregahdODMSO,

se mezcla y se coloca en un bafio &C4por 15 min con agitaciéon cada 5 min. Se
centrifuga a 13000 rpm por 15 min a temperaturai@m. Se descarta el sobrenadante
y se resuspende en 1 ml de YPDA 2X. Se incuba @0an30C. Se centrifuga a 13000
rpm por 15 s a temperatura ambiente. Se descastzbetnadante y se resuspende en 1

ml de la solucion NaCl 0.9% por pipeteo.

YPDy YPDA 1.1 TE/LiAc (5ml)

-20 g peptona Difco -550 pl TE (10X)

-10 g extracto de levadura -550 pl LiAc 1M (10X)
-20 g agar (para platos) -3.9 ml HO estéril

- Aforar a 950 ml con kD

*Esterilizar autoclave
-50 ml glucosa 40% (al momento de
usar)

-30 mg Adenina (para YPDA)




Se siembra en medios SD/-Trp selectivos para laptmentaciontrp” la cual es
conferida por el plasmido pGBKT7. Se incuban &C@urante 4-8 dias. Este método

también se utiliza para transformacion con el vep@BKT7-BD-TnaA.

c) Prueba para activacién de la transcripcion pord proteina de fusion BD-TnaA.
Se transforma (inciso “b”) la linea AH109 tanto agrvector vacio pGBKT7 (control

negativo) como con pGBKT7-BD-TnaA. Ambas transfontea se siembran en placas

con los medios: SD/-Trp, SD/-Trp/X-Gal, SD/-His/-Trp/Xea-Gal, SD/-Ade/-Trp/Xe-

Gal. Se realiza también el ensayo con solucion-gak@nciso “d”). Se incuban a 30

durante 4-8 dias. Se analizan los resultados ddrs@ovel crecimiento y coloracién de
las colonias. Para el caso de la prueba con elavedf-Trp/Xa-Gal, se colocan las
transformantes controles positivo (P53/SV40) y tiegalLam/SV40) proporcionados

por el "kit".

d) Ensayo en solucion Z/X-gal.

Se toma un fragmento de papel Whatman estéril atebfio y forma adecuada. Se
humedece por inmersién en solucion Z/X-gal. Se totna trozo de papel Whatman

estéril
PEG/LIAc (3.75ml) NaCl 0.9% (25ml)
-3 ml PEG 50% - 225 mg NaCl
- 375 ul TE (10X) - 25 ml BHO
- 375 pl LiAc 1M (10X)
*Esterilizar autoclave




y seco, con ayuda de pinzas estériles se coloaa $ab colonias frescas a probar
(crecimiento en placa) hasta que éstas se adraépapel. Posteriormente, se separa el
papel de la placa y se sumerge en nitrogeno liquindlO s. Se descongela el papel a
temperatura ambiente. Una vez descongelado y seama caja Petri estéril, se coloca
sobre el papel previamente humedecido, evitandduips de aire entre ellos y
procurando mantener las colonias hacia arriban8ga a 30C. Se analizan las cajas

periodicamente hasta un maximo de 96 h, observalndiesarrollo de coloracion azul.

e) Prueba de toxicidad para la proteina de fusion B-TnaA.

Se agregan 3 ml de SD/-Trp a tres tubos para oulfivcada tubo se le trata de la
siguiente manera: el primero se deja tal cual (cbdie contaminacion); el segundo se
inocula con una cepa que contenga el plasmido lzap(@ector utilizado + proteina de
interés); y el tercero con una cepa con el veditzado vacio. Se incuban a 3D en
agitacion (250-270 rpm) por 12 h. Se inoculan dasraces con 50 ml de SD/-Trp/Kan
(20pug/ml) con los precultivos. Se incuban en lasnmais condiciones por 24 h. Se

analizan los cultivos en espectrofotometro asgg@omparando las mediciones.

Solucion zZ/X-gal

- 100 ml solucion Z
- 1.67 ml solucion X-gal
- 0.27 ml B-mercaptoetanol

Solucion Z Solucion X-gal (1 ml)

- 4.025 gr NgHPO, . 7TH,0O - 20 mg X-GAL

- 1.374 gr NakPOy - 1 ml DMF (N,N-dimetilformamida).
- 0.187 gr KCI

- 61.5 mg MgSQ@

* pH 7. Esterilizar en autoclave * Almacenar en obscuridad aZD




2. Purificacion de anticuerpos por afinidad con préeinas de fusion a GST

a) Obtencion de proteinas de fusion a GST.

Se inoculan 6 ml de medio LB-Amp con la cepa quaresa la proteina de fusién con
GST. Se incuba a 3C por 12-16 h (precultivo). Este precultivo se ggra un matraz

con 294 ml de LB-Amp, para obtener un volumen deévoude 300 ml. Nuevamente se

incuba con agitacion a 3Z aproximadamente 2 h (cultivo), hasta alcanzaD@&yonm

Se agrega IPTG 0.4 mM (isoprofHD-tiogalactosido) a un cultivo con 0.5 fahm Se
incuba con agitacion a 3Z por 2 h y se vierte en un tubo estéril. Se deigiaia 10,000
rom durante 15 min a°€, se descarta el sobrenadante y se conserva tilapgse
puede guardar a -20). Se resuspende la pastilla en 12 ml de STE frio,
correspondientes a un 4% del volumen de cultiv® (3. Se agrega lisozima 1%, se
agita suavemente y se dejar reposar 15 min en. l8eladiciona DTT 5 mM ("stock” de

STE con DTT 10%). Hasta este punto se tiene_elmeiu intermedio Se agrega

sarcosil 4% ("stock" STE con N-lauroilsarcosil 10%¢ sonica con cuatro pulsos de 45
s a intervalos de 1 min con una amplitud de 35%ntemendo la muestra en hielo
durante los pulsos, y se dejar reposar 1 @ &e adiciona Triton X-100 10.66%
(porcentaje con respecto al volumen intermedioggi y nuevamente se deja reposar
1 h a 4C. Se agrega 0.1% del volumen de cultivo de peglatation-sefarosa 4B
(marca Amersham) (ver inciso):t”) y se deja en agitacion 1h a temperatura antdien
Previamente las perlas se lavan siete veces con ¢&BSa finalidad de hidratarlas y

eliminar el conservador de origen. Posteriormegitdisado con perlas se centrifuga 5

STE Soluciénde elusion
-Tris 10mM -Glutatiéon reducido 15mM
-NaCl 150mM -Hepes 50mM (solvente)
-EDTA 1mM

-pH 8.0




min a 3000 rpm, se tira el sobrenadante cuidadas@me se conservan las perlas
sedimentadas. Para realizar el “primer lavado” geega PBS hasta alcanzar un
volumen igual al anterior (antes de tirar el sohdamte), se agita 10 min a temperatura
ambiente, se centrifuga a 3000 rpm por 5 min y ise ¢l sobrenadante. Este
procedimiento se repite dos veces mas, para agngit “segundo y tercer lavado”.
Después de los lavados, se agrega un volumen ded&otle elusion igual al volumen
de perlas, se agita 10 min a temperatura ambisategntrifuga 5 min a 3000 rpm y se
guarda el sobrenadante a*@20Estas elusiones deben repetirse hasta que leriaale

la proteina de fusién se haya liberado de las @eltacual se determina por SDS-

PAGE.

b) Purificacién de anticuerpos por cromatografia deafinidad utilizando resina de

glutation reducido (Método 1).

La proteina de fusidon unida a la resina de glutad€farosa se lava tres veces con 3 ml
de la solucion "wash-crosslinking”. Se descartaaddrenadante por centrifugacion a
500 g por 10 min. Se toman 5 ul de la resina comestna, para monitoreo. Se agregan
2 ml de solucion “crosslinking” fria y se deja uh@ndo 60 min con agitacion &Gt
Posteriormente se centrifuga 2 min a 500 g y seattesel sobrenadante. Se agregan 2
ml de etanolamina 200 mM por 30 min. Se centrifdga min a 500 g. Se adicionan 2
ml de solucion “wash-crosslinking” y se transfiel@ resina a las columnas de
purificacién. Se toman 5 ul de la resina como nragpara monitoreo. Se lava la resina
dos veces con 2 ml de la solucion de glicina parsid@, con la finalidad de remover
uniones no covalentes. Se lava la resina nuevardesteeces con 3 ml de TBSA-azida

(0.05% azida de sodio). En este punto la resindgsger guardada 8@ hasta que se



use. Para la preparacion de ligando y unién admaese toman 600 pl del suero a
purificar y se diluyen 1:1 con TBSA. Posteriormes¢epasan por un filtro de 0.2 um.
Se aflade el suero filtrado a la columna con lanaegi se deja incubando 30 min,
durante este tiempo la columna se debe recargacds\con el sobrante eluido. Se lava
la columna con 5 volumenes de TBSA. Se lava lanapucon 5 volumenes de solucion
de lavado. Se lava la columna nuevamente con Snasiés de TBSA. Para eluir los
anticuerpos se afiaden 2 ml (o menos) de la “Salud® glicina para elusion”. Se
colectan las elusiones en fracciones de 500 plileosteppendorf que contengan 50 pl

de Tris 2 M (pH 8.5). Se lava la columna con 100wwnes de TBSA. Se lava la

columna con 5 volimenes de TBSA y se guarddapéra su posterior reutilizacion.

Solucion Solucion Solucion TBSA Solucion

“wash- “crosslinking” glicina para lavado
crosslinking” elusion
-200mM -20mM DMP -150 mM de -25mM tris -500mM NacCl
HEPES -En solucion NacCl -150mM NacCl | -20mM tris
-pH 8.5 “wash- -200mM de -0.1% triton

crosslinking” glicina-HClI -pH 7.4
-pH 2.0




c) Purificacibn de anticuerpos por cromatografia @ afinidad con glutation
sefarosa (método 2) (basado en Bar-Peled y Raikh&B96).

Una vez que se tienen unidos 5 mg de proteinagiénfla glutation-sefarosa, se dan
cinco lavados de 5 min con solucion de lisis 0.5@tOn X-100. Posteriormente se dan
dos lavados de 5 min con 10 ml de borato-NaOH 0.pM 8.6, se centrifuga 5 min a
500 g a 4C y se descarta el sobrenadante. Se afiaden 2 salw@dén DMP fria por
mililitro de resina unida (DMP 20 mM final) y secuba en agitacion 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se centriflegaminutos a 500 g &@ y se
descarta el sobrenadante. Se

agregan 10 ml de etanolamina-HCI 0.2 M pH 8.2 inseba en ligera agitacién por una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente seldakesina dos veces con 2 ml de
glicina-HCI 0.1 M pH 2.5. Se agregan 10 ml de TB8B® y se agita 5 min.
Posteriormente se monta la resina en una columrea ggamatografia y se eluye el
exceso de TBSB. Se toman 5 ul de la resina paratonen. Si se desea almacenar la
columna a 4C se agrega 0.02 % de azida de sodio. A 40 mg ef® suudo (aprox. 1
ml) se agrega el mismo volumen de TBSB (1:1 v/gg\centrifuga 15 min a 12,000 g a
4°C. Se toman 5 ul para monitoreo. El sobrenadantgysa a las perlas, se cierra la
columna y se incuba en agitacion 4 *@.4Posteriormente se eluye el sobrenadante de
la columna, esta fraccion eluida se pasa dos veésspor la columna. Se toman 5 pl
para monitoreo. Se dan cinco lavados de cinco wsnabn TBSB frio. Se dan dos

lavados con TBSB 0.1 X. Los anticuerpos se eluygeganda> 1 ml de glicina-HCI

Solucién de lisis Solucion DMP TBSB

20mM  HEPES NaOH 2ml Trietanolamina 0.2M | 20 mM de Tris-HCI pH 7
pH7.5 pH 8.3 150mM NacCl

1mM EDTA 15.5mg DMP

150mM NacCl (dimetilpimelimidato)

Inhibidor de proteasas




0.1 M pH 2.5 y se colectan fracciones de 300 ptubos que contengan 9 ul de Tris 2
M pH 8.5 y se almacenan a 20 Se toman 5 ul para monitoreo. Para regenerar la
resina se incuba en fosfato 0.1 M pH 12 por cing@outos y se lava con TBSB. Se
realiza el analisis de la purificacion utilizanas Imuestreos y las fracciones obtenidas

utilizando el espectrofotometro, SDS-PAGE y angligio Western.

3. Inmunotincion de glandulas salivales y cromosonsgpoliténicos.

a) Preadsorcion del anti-suero (basado en Sulliaaet al., 2000).

Se realiza una colecta de embriones de 0-3 hrlgvee con PBS frio. Si se desea, se
pueden almacenar a “f Los embriones se decorionan 1-3 min en hipdolate
sodio 2.5% (6 50% blanqueador Clorox) y se fijaparaformaldehido 4% y en PBS-n-
heptano (concentracién 1:1 v/v), se agita vigorasdm 15 s y se deja reposar por 20
min. Se remueve el paraformaldehido-PBS sin reming&rembriones. Se lava tres
veces con metanol 100% con agitacion vigorosa foisly 1 min de reposo (los
embriones desvitelinizados precipitan) hasta rem@&eneptano de la fase superior
(primeros dos lavados en vial de centelleo y w@tiem tubo eppendorf). Se pueden
almacenar en metanol 100% a *Z0(o a 4C por un dia). Se dan tres lavados con
PBST (0.3% Tritdbn X100 en PBS) estéril de 10 mim ¢/se deja reposar 30 min a
temperatura ambiente. Se retira el exceso de P8&&agrega el antisuero diluido 1/10
en PBS con 0.1% de azida de sodio, se incubawdigmenes de esta solucién con un

volumen de los embriones fijados. Se incuban THata noche) a°€. Se almacenan

a £C por un afo.



b) Cultivo de D. melanogaster para obtener larvas de § estadio.

Se siembra una poblacion de moscas adultas (apadaimente 30 moscas por botella),
de la linea apropiada, en minimo tres botellasuliévac con medio de piloncillo. Se
incuban a 2%C. Al pasar tres dias, se retiran los individuosltad. Se permite el
desarrollo en el tiempo necesario para que se@aarestadio que se desea colectar, en

este caso, para colectar larvas desadio, la colecta se realiza a los seis dias.

¢) Inmunotincion de glandulas salivales (basado eéBettinger et al., 1996).

Se disecan al menos 15 pares de glandulas salbkaliesvas de®3estadio en PBS frio
con inhibidores de proteasas. Se hace un recanebPB&. Se lava rapidamente con
agua bidestilada. Las gandulas se fijan incubarmo agitacion leve en solucion de
fijacion Ruvkun 1X con formaldehido 2% durante B.m £C. Se lava con solucion
Tris/Tritdn. Se incuban en Tris/Triton/1%-mercaptoetanol por 4 h a & con
agitacion leve. Se lava con solucion Bpse incuban en solucion BQ0 mM DTT a
37°C con agitacion leve por 15 min. Se lava nuevamenresolucion BQ Se incuban
en soluciéon “B” por 30 min a temperatura ambiend@ @gitacion leve. Las larvas
fueron almacenadas en solucién “A” (solucién “Aselucién “B” con 1% BSA) acC.
Se incuban las glandulas con el anti-suero prehidigo disuelto en solucion “A”

(dilucion 1:500) y se incuba TN &@ con agitacion leve. Se dan 5-7 lavados de 30 min

Sol. Ruvkun Sol. Sol. BG; Sol. “B” Sol. “H”
2X Tris/Tritdn

160 mM KCI 100 mM Tris 0.01 M HBO3 | PBS 750 mM KCI
40 mM NaCl pH 7.4 pH 9.2 0.1% BSA 500 mM Tris-
20 mM EGTA | 1% tritbn X100 | 0.01 M NaOH | 0.5% Tritén HCI pH 7.5
10 mM- 1 mM EDTA X100 30 mM MgChb
espermidina 0.05% azida deg
30 mM PIPES- sodio
pH 7.4 1 mM EDTA
50% metanol




con solucién “B”. Las glandulas se incuban conrdlcaerpo secundario en solucion
“A” (dilucién 1:200) por 3.5-4 h. Se dan dos lavadde 30 min con solucién “C”
(solucién “C” = solucion “B” sin EDTA). Se incubaen soluciéon “C” con 100 uM
RNAsa y 10% (v/v) solucion “H” por una hora a°@7con agitacion leve. Se incuban
con Sytox 0.01 uM por 10 min a temperatura ambied¢edan 5-7 lavados de 30 min
con solucién “B” y uno final con PBS. Se montan@iifluor (TED PELLA INC) y se

observan en microscopia de fluorescencia y/o cahfoc

d) “Squash” y “semi-squash” de cromosomas politénas. (basado en Sullivaret

al., 2000 y Coroneet al., 2004).

Se cubren los porta-objetos con poli-L-lisina (tveses) y se dejan secar 30 min, si se
desea se guardan &4 Se cubren los cubre-objetos en la solucion Sigtea(SIGMA)

y se dejan secar a temperatura ambiente. Postentense enjuagan los cubre-objetos
con etanol absoluto y se dejan secar. Se disasagidndulas salivales de larvas fe 3
estadio y se limpian y mantienen en NaCl 0.7%.uUpeesgen las glandulas 10 seg en la
Solucién-1. Inmediatamente se sumergen 2 min &olacion-2. Se colocan dos pares
de glandulas salivales (por muestra) sobre el jolj@tos. Se separan o dividen
utilizando el cubre-objetos, el cual posteriormesgeoloca encima. El cubre-objetos se
desliza varias veces hacia lados contrarios hagikgéra presion y dando unos golpes
suaves para romper y disgregar los cromosomasidgétsguash”). Posteriormente se
observa en el microscopio y se analiza la calidadadpreparacion. Inmediatamente
después se congela la preparacion en nitrégenddigse remueve el cubre-objetos y se
almacenan en metanol absoluto ‘@ 4Para realizar la técnica de “semi-squash” se

realiza el mismo protocolo de “squash” pero en duge golpear para romper los



nacleos, solo se presiona ligeramente con el putforma que solo se aplanen los

nucleos.

e) Inmunotincion de cromosomas politénicos (basaden Sullivan et al., 2000 y
Coronaet al., 2004)

Posteriormente se hidrata la preparacion coniti@gaciones de 15 min en PBS con
ligera agitacion y con volumen que cubra totalmesiteubre-objetos. Se remueve el
PBS y se agrega la solucion de bloqueo de poliéniSe incuba por 2 h con ligera
agitacion a temperatura ambiente. Se remueve (&iéal de bloqueo y se agrega el
anticuerpo primario (purificado 6 preadsorbido)udib 1:50 en solucién de bloqueo
politénicos. Se incuba 12 h &Cl en un recipiente himedo con agitacion leve. Se
realizan tres lavados de 15 min con solucion dadav'A” y dos lavados con solucion
de lavado “B” (sol. lavado “B” = sol. lavado “A” 00400 mM NaCl). Se agrega la
solucion de bloqueo de politénicos y se incuba Jpdr a temperatura ambiente. Se
agrega el anticuerpo secundario acoplado al fleoodtliluido 1:100 en solucion de
bloqueo de politénicos y se incuba por 2 h a teatpex ambiente. Se realizan tres

lavados de 15 min con solucion de lavado “A”.

Solucion-1 (500pl) Solucion-2 (500ul) Sol. lavad®”
185 ul 10%| 185 ul 10%| PBS
Paraformaldehido/PBS | Paraformaldehido/D 300 mM NacCl
5 pl Tritén X-100 250 pl Ac. Acético 0.2% Tween
310 ul PBS 65 pl HO 0.2% NP40




Se agrega una solucién de Sytox (1 pg/ml en PBS ycuba 10 min a temperatura
ambiente. Se dan dos lavados con solucion de la¥tdoSe monta con Citifluor.

Finalmente se observan las preparaciones bajo soimpim de fluorescencia o confocal.
En caso de realizar una doble inmunotincién, sieergp procedimiento a partir del paso
de incubacion con solucion de bloqueo y se redarirgcubacion con Sytox para el final

de la segunda tincion.

4.- Extraccion de proteinas déD. melanogaster y ensayo tipo Western.

a) Extraccidén de proteinas de individuos de diferees etapas de desarrollo d®.
melanogaster.

Una vez realizada la colecta del estadio de integsoloca en un tubo estéril y se pesa.
Se recomienda alcanzar minimamente un gramo deaB&n$e enjuaga dos veces con
PBS frio, con la finalidad de quitar el medio ddéomgillo. Se agregabuffer de
fraccionamiento celular frio, lo necesario pararitula colecta. Posteriormente, se
homogeniza en hielo, agregando poco a pbuaffer de fraccionamiento celular,
manteniendo finalmente una relacion de 1g de biarpas 5 ml debuffer. Al obtener

un extracto homogéneo, se agrega

Solucién bloqueo politénicos Medio de piloncillo (1) PBS (buffer de sales
fosfato) (1L)

1- 0.1% NP40 (o igepal-Extracto de levadura —NaCl - 8g

SIGMA) 100g -KCIl - 0.2g
2- 3% BSA Fraccion V -Piloncillo - 100g -NaHPO, — 1.44g
3- En PBS. -Agar — 169 -KH,PO, — 0.249
-Acido  propionico o -pH 7.4
Nipagin — 10ml| -Esterilizar en autoclave

-Grenetina - 10g




SDS 1% final ¢tock 10%). Se centrifuga 10 min a 4000 rpm y se guédaaccion
insoluble (pastilla) a -2@. Se centrifuga nuevamente 2 min a 10,000 rpmguseda
la fraccidn soluble (sobrenadante) a®0 Todo el proceso debe hacerse por debajo de

los #C, para evitar degradaciones proteicas.

b) Extraccion de proteinas de glandulas salivales.

Se realiza una colecta de larvas 8ee8tadio. Posteriormente se colocan las larvas una
por una en un vidrio de diseccion el cual contida€l 0.7%. En un pozo del vidrio se
enjuaga cada una de las larvas y en otro se relaiziiseccion de las glandulas
salivales. Cada par de glandulas salivales se @atoc buffer" de fraccionamiento

celular frio hasta alcanzar 15-20 glandulas pagullde 'buffer".

c) Andlisis tipo Western

Se toma la muestra o extracto de interés y sezeealh SDS-PAGE del porcentaje
adecuado para observar las proteinas de interésar&diere de 12-16 h a 80 mA en
buffer de transferencia (R. A. Juarez-Uribe, Telsd icenciatura 2007). Transcurrido
este tiempo, se aumenta a 200 mA por 1 h. Postesige, se seca la membrana a
temperatura ambiente, se enjuaga con agua bidksstsa tifie con reactivo de Ponceau
y se lava con agua bidestilada. Se verifica lasfeagncia de proteinas en la membrana
tefiida con Ponceau y si es necesario se tifie ebgehzul de Coomassie para registrar
la cantidad y la calidad de las proteinas que ricassfirieron.

La membrana de nitrocelulosa se bloquea 1 h carcisolde bloqueo (R. A. Juarez-
Uribe, Tesis de Licenciatura 2007). Se llevan aocsdis lavados de 5 min con TBST
(TBS, 0.05% Tween-20) o PBST (PBS, 0.05% Tween-R@)membrana se incuba de

1-2 h con



anticuerpo primariogl cual debe ser diluido en solucida bloqueo. Las diluciones de
los anticuerpos que van a ser utilizadas deberblestase durante la planeacion del
experimento. Posteriormente, la membrana se lagaveees (5 min por lavado) con
TBST

(o PBST). Se incuba de 1-2 h con anticuerpo sesimdAP-Ig anti-rata” (anti-rata
inmunoglobulina acoplada a fosfatasa alcalinagual se diluye también en solucide
bloqueo. Se realizan cinco lavados de 5 min conTTRSPBST) y uno final con TBS
(o PBS). Si se revela por reaccion de fosfatasaliadéc se agrega la solucion de
revelado, cubriendo totalmente la membrana y prenelp de la luz durante el proceso.
La reaccion de revelado se detiene afiadiendo aglestitada. Si se revela por
qguimioluminiscencia, se utiliza el "kit" de detamti por quimioluminiscencia (GE

Healthcare) y las soluciones para autorradiog(&i@MA).

Si se desea repetir el protocolo de Western en émbrana de nitrocelulosa
previamente utilizada, se deben remover los anfpasede la misma, para lo cual
primero se da un lavado de 10 min con TBS (o PB8)agitacion suave. Se incuba la
membrana en solucion aiipping por 30 min a 50C con agitacion leve. Se dan dos
lavados de 5 min con TBS (o0 PBS) y se repite diopao de Western a partir del paso

de bloqueo por 1 h.

Buffer de fraccionamiento celular Solucion detripping
-Sacarosa — 250mM - Tris-HCL 62.5 mM (pH 6.8)
-Tris pH7.5 — 50mM - SDS 2%
-KCIl — 25mM - Anadir 70 pl de Z3-mercaptoetanol par
-MgCl, — 5mM cada 10ml (0.1 M) al momento de
-EDTA - 5mM utilizarse.
-Agregar inhibidor de proteasas
* Siempre agregar al homogeneizado
SDS 1% final




RESULTADOS

1. Determinacién de la capacidad de la proteina diision BD-TnaA para ser
utilizada como "carnada" para un ensayo de dos hilkidos.

Existen diferentes técnicas para identificar o carb@r potenciales interacciones fisicas
proteina-proteina, entre las cuales se encuentramsayo de dos hibridos y el ensayo
de interaccion (“Pull-down”). El principio del engade dos hibridos se basa en la
modularidad y flexibilidad de los activadores trecionales, es decir, que la funcién
transcripcional de la proteina completa pueda estituida por la interaccion de los
dominios de unidon a DNA (BD) y de activacién (Apreviamente separados. En el
sistema existen dos vectores que contienen pratdifimidas. En uno de ellos, la
secuencia que codifica para el BD de un factorstiapcional conocido (comunmente
GAL4 de levadura) es fusionado a la secuencia depurteina de estudio conformando
la "carnada”. Un segundo vector expresa el AD defof transcripcional fusionado a
diversos cDNAs que pertenecen a una biblioteca el@udiblemente estén transcritos
para proteinas ("pez") que problablemente inteoaesi con la “"carnada". Si las
levaduras transformadas con los vectores exprasaosahibridos, y si las porciones
pez-carnada de las proteinas quimera interacciosan,produce un activador
transcripcional funcional. La seleccion y la deiécde las proteinas de interaccion se

realizan utilizando genes reporteros y medios setec(Fig. 9).

TnaA

GALA DNA BD I_’
———1 GALUAS Promoforminimo ADE2 E!S?. lacZ : MELl ———

Figura 9. Principio te6rico del ensayo de dos hihdios. La interaccién entre la porcién "carnada” (en
este caso TnaA) y la porcion "pez" (alguna(s) pnaigs) de la biblioteca) restituye la funcién del




activador transcripcional (GAL4) lo que permitedgpresién de genes reporteros (modificado de BD
Biosciences).

Uno de los objetivos del laboratorio es determgidmaA es una E3 ligasa de SUMO y
para esto es necesario encontrar las proteinasguaccionen fisicamente con TnaA.
Por esto nos interesa montar las condiciones [ear la cabo el ensayo de dos hibridos
utilizando como "peces" proteinas de diferentepastadel desarrollo 6 tejidos de

Drosophila.

Para iniciar el ensayo de dos hibridos es imptataealizar varios experimentos
control previos para determinar la confiabilidagigbilidad del ensayo. Parte de estos
experimentos son la prueba de toxicidad de laepratde fusion que se desea usar
como "carnada", y otro experimento es el analisitaccapacidad que la "carnada" tiene
de activamer se la transcripcidén de los genes reporteros de &antion con el "pez".

Si la "carnada" es téxica o es capaz de activimatsscripcion de los genes reporteros
entonces no puede ser utilizada en el ensayoalmente se produjo la proteina de
fusion GaldNABD-TnaA (BD=dominio de union a DNA), 6 BD-TnaA et \eector
pGBK-T7, con el proposito de ser utilizada comorfieaa” en un ensayo de dos

hibridos (BD Biosciences).

a) Prueba de toxicidad para TnaA-BD.

El gen que codifica para la proteina de fusién B2A estd contenida en el pldsmido
pGBKT7 (clonado por L. Gutiérrez-Aguiar, Tesis deaddtria 2010). Este pladsmido
debe complementar y eliminar la auxotrofia de dfgoto de la cepa Y18%rp). La
prueba de toxicidad se utiliza para analizar girtdeina "carnada”™ BD-ThaA, es tdxica

para la levadura que la contiene, lo cual afectaniaviabilidad y crecimiento. Tal



experimento consiste en comparar el crecimientta depa (Y187,trp) que contiene
la "carnada" BD-TnaA con una que sélo tiene el dionBD de GAL4, en un medio
selectivo (SD/-Trp). Encontramos que en medio sdlid proteina de fusién BD-TnaA
no es toxica para la levadura, pues en ambas sepalsservo un diametro y densidad

similar.

b) Prueba de activacion de la transcripcion para BBrnaA.

Para determinar una interaccion fisica confiableleensayo de dos hibridos, se deben
seleccionar las colonias diploides para los pldsmidue contienen a los "peces"
(pGADT7) vy los plasmidos que contienen la "carna@eSBKT7). Posteriormente la
interaccion entre “pez”-“carnada” se evalua corfillro de marcadores nutricionales y
reacciones enzimaticas, conferidas por la expred#dgenes reporteros determinados.
Por lo tanto, antes de hacer el ensayo de dosdb#res necesario hacer un ensayo
previo que consiste en una prueba de activacida ttanscripcion donde se analiza si
la "carnada", en este caso, BD-TnaA es capaz,immia, de activar la expresion de los
genes reporteros contenidos en la cepa AH109.iBkepreportero que se probod fue el
genMEL1, el cual codifica para la-galactosidasa, que al reaccionar con el sustrato X
o-gal produce una coloracion azul. Se sembrarongpt@o en un medio sélido SD/-
Trp/X-a-gal las transformantes AH109/pGBKT7 y AH109/pGBKTnaA. Como
control positivo se sembré la cepa diploide AH1BGBKT7-p53 + pGADT7-RecT,
pues se sabe que las proteinas p53 y el fragmeatweay del virus SV40 (RecT)
interaccionan fisicamente. Como control negativo ssmbré la cepa diploide
AH109/pGBKT7-Lam + pGADT7-RecT, ya que Lam y elgnaento grande de SV40

(RecT) no interaccionan. Posteriormente se inarbar30C por 4-6 dias (Fig. 10)



Lam/SV40 ’ . P53/SV40

P pGBKT7-TnaA

Figura 10. La proteina de fusién BD-TnaA activa laexpresion del gen reporteroMEL 1. El control
negativo AH109/pGBKT7-Lam + pGADT7-RecT (Lam/SV4Q)l control positivo AH109/pGBKT7-
p53 + pGADT7-RecT (P53/SV40) se muestran el lagpsuperior. Las cepas probadas AH109/pGBKT7
(pPGBKT7) y AH109/pGBKT7-BD-TnaA se encuentran erpéate inferior.

Como se observa en la Figura 10, las colonias a®ra negativo (Lam/SV40) son
blancas lo cual denota la ausencia de expresiongeel reporteroMEL1, por el
contrario, el control positivo (P53/SV40) tiene ucaloracion azulada debido a la
actividad de lax-galactosidasa codificada por el gdiEL1 indicando que P53 y SV40
interaccionan para activar su transcripcion. Landf@rmante AH109/pGBKT7
(pGBKT7) no presenta actividad del getEL1 (coloraciéon blanca) como se esperaba.
La cepa AH109/pGBKT7-BD-TnaA presenta expresionMEEL1 denotado por su
coloracién azul incluso mas intensa que el conositivo, lo cual indica que la fusién
BD-TnaA es capaz de activar la transcripcionMeL1 en ausencia del dominio de

activacion (AD) de GALA4.



El siguiente gen reportero probado faeZ. lacZ codifica para lg-galactosidasa, cuya
actividad es detectada al adicionar X-gal en elimgutoduciendo un color azul. Se
realizd el ensayo de actividad (ver Materiales yddés) en presencia y en ausencia de
la proteina de fusion BD-TnaA. El ensayo consisti® tomar colonias de las
transformantes AH109/pGBKT7 y AH109/pGBKT7-TnaArmeabilizarlas y ponerlas
en contacto con el reactivo X-gal y se monitoreatentro de un rango de 96 h (Fig.
11).

pGBKT7 pGBKT7-BD-TnaA

Figura 11. La proteina de fusién BD-TnaA activa laexpresion del gen reporterdacZ. A la izquierda
AH109/pGBKT7 y a la derecha AH109/pGBKT7-BD-TnaA.

En la Figura 11 se aprecia que después de 10la temsformante AH109/pGBKT7 no
hay actividad de I-galactosidasa, observado por la coloracién blaecks colonias
(se pierden en el fondo blanco del papel Whatmaer), comparacion con
AH109/pGBKT7-BD-TnaA, en la cual si hay actividagnotada por la coloracion azul
de las colonias. Por tanto, la fusion BD-TnaA egsazade activar la transcripcion de

lacZ en ausencia del dominio de activacion de GALA4.

Para la realizacion del ensayo de dos hibridosegaeiare hacer la seleccion de las
proteinas interaccionantes utilizando los cuatmegeaeporterosHIS3, ADE2, lacZ y
MEL1). Debido a que encontramos que la proteina dérfuBD-TnhaA es capaz de

activar la expresion de dos de estos cuatro gepesteroslécZ y MEL1) sin requerir



la presencia de un dominio de activaciéon de GALB)/Ase concluy6 que esta proteina
no puede ser usada como “carnada” en el ensaymsldhibridos. Por lo tanto, se
decidié detener estos experimentos y cambiar tategia para abordar otros objetivos
del proyecto. Para continuar con el desarrolloadestrategia de deteccién de proteinas
qgue interaccionan con TnaA por el ensayo de dosido#y se deberan probar
construcciones que fusionen el dominio BD de GAb# diferentes fragmentos de
TnaA, los cuales sea incapaces de activar la ttigegm, no resultar toxicos, etc. Una

vez seleccionado dicho(s) fragmento(s) es que sgepllevar a cabo el ensayo.

2.- Establecimiento de lineas de moscas transgérsague expresen proteinas TnaA

etiquetadas molecularmente con FLAG.

a) Expresion ectdpica de ThaALAG y FLAG-TnaA en moscas transgénicas.

El etiquetamiento molecular de una proteina faciliha variedad de experimentos
relacionados al estudio de la interaccion y la llpaeion de proteinas de interés.
Existen diversas etiquetas moleculares cuyo recomeato se puede hacer por medio
de anticuerpos comerciales. Entre ellas, la etigEeAG es una secuencia conocida de
8 a.a. DYKDDDDK). L. Gutiérrez-Aguiar y M. Véazquez (datos no puoados)
construyeron proteinas de fusion FLAG-TnaA y TndAAE y establecieron seis lineas
de moscas transgénicas en el cromosoma 2, quementias versiones etiquetadas de
TnaA: TnaAfFLAG (lineas 9.2a y 9.3a) FLAG-TnaA (2.2, 4.2, 9.2 y 9.3). Estas
construcciones estan bajo el control de un prommiaria secuencidlAS ("Upstream
Activator S2quence”) de levadura y por lo tanto el sistemexgeesion de las versiones
etiquetadas es responsivo al activador de leva@®#b4, que se encuentra como
transgen en diversas lineas de moscas, conocidas “cvivers” y que producen GAL4

s6lo en ciertas etapas del desarrollo 6 en regionésganos especificos. Esto nos



permite dirigir la expresion de las versiones atqdas de TnaA a etapas del desarrollo
y/6 a tejidos particulares. Con este fin, en asteajo, se probaron diversos “drivers”.
Como primera prueba, se intentd obtener moscasaadylie expresaran ectépicamente
a TnaA etiquetada. Para esto se realizaron criezdimdas que contienen a UAS-ThaA-
FLAG (w;P{w",UAStnaA-FLAG}/CyO) 6 a UAS-FLAG-TnaA {;P{w",UASFLAG-tnaA}/CyO)

con la linea “driver” {; P{w"Act5C-Gal4}/Cy0O) que expresa a GAL4 ectopicamente, pues
se encuentra bajo el promotde actina 5C de la mosca. En las siguientes ta@as

muestran los genotipos esperados de las cruzdesprogenitores indicados:

Cruza W ;P{W" ,UAStnaA-FLAG}/CyO X W;P{w"Act5C-Gal4}/CyO
QO UAStnaA-FLAG 0 Cyo
3 Act5C-Gal4 UAS-thaA-FLAG/Act5C- Act5C-Gal4/CyO
Gal4
3 cyo UASthaA-FLAG/CyO Letal
Cruza w;P{w" ,UAS-FLAG-tnaA}/CyO X W ;P{w"Act5C-Gal4}/CyO
Q  UASFLAG-tnaA Q CyO
3 Act5C-Gal4 UAS-FLAG-tnaA/Act5C- Act5C-Gal4/CyO
Gal4
3 cyo UASFLAG-thaA /CyO Letal

Como resultado de estas cruzas se obtendrianagrdasg moscas del genotipas-tnaa-
FLAG/Act5C-Gal4 (negritas en la Tabla anterior) que podrian expresgpicamente las
versiones etiquetadas con FLAG de TnaA. La formguense buscaron los individuos
adultos que deberian expresar TnaA marcado con Fe8Gpicamente es por la
presencia de caracteristicas fenotipicas de dlesises, a diferencia de las heterdcigas

de alas rizadas (marcadoyO en los genotipos mostrados) (Fig. 12).



Figura 12. Esquema del funcionamiento del sistemaA$-GAL4 en D. melanogaster para TnaA-
FLAG. Cruzando moscas en las que la expresionAlet@sta dirigida por el promotor de expresién
ectdpica del geAct5C con una linea que posemA-FLAG rio abajo de la secuendiAS, se puede
lograr en la progenie la expresion ectopica de FTRBAG.

De las cruzas entre las seis lineas transgénioaages y la linea “driver” de actina, no
se obtuvieron individuos adultos del genotipgs tnaA-FLAG/Act5C-Gal4 que son los que

podrian expresar las proteinas etiquetadas (unpijede la progenie obtenida en las
cruzas anteriores con las lineas 2.2 y 4.2 coiméa I“driver” ectopica, se muestra en la

Tabla a continuacion):

Linea FLAG-TnaA UASFLAG-tnaA/ Act5C-Gal4 Act5C-Gal4/CyO
o)
UAS-FLAG-tnaA /CyO
2.2 0 240
4.2 0 220
2.2 0 153
4.2 0 184

Tabla 1. La expresion ectopica de las formas de TAzetiquetadas molecularmente es letal.os
ndmeros enteros indican la cantidad de individuhstas observados del genotipo correspondiente.

Se concluyé que la expresion ectépica y fuerte mATFLAG y FLAG-TnaA es letal.
Por tanto se buscaron otras lineas “driver” tegdpecificas que nos permitieran la

expresion de las proteinas etiquetadas.



b) Expresion de ThaA-FLAG y FLAG-TnaA en glandulassalivales de larvas de 3
instar.

Con el objetivo de expresar a ThaA-FLAG 6 FLAG-TnaA algun tejido y estadio
donde no resultara letal paba melanogaster, se utilizé la linea “drivergue produce
GAL4 bajo la expresion de un promotor del B3 que se expresa especificamente
en la glandula salival durante €l 8stadio larvario. En el caso de lograr la expredi®
TnaA-FLAG 6 FLAG-TnaA en este tejido se podria aalla presencia de TnaA en
cromosomas politénicos.

Para tal objetivo se cruzaron las moscas de laaditransgénicas 2.1, 3.2, 6.2, 7.1, 8.3
y 9.1 que contienen a UAS-TnaA-FLAGV (P{w' ,UAStnaA-FLAG}/TM6B) 6 a
moscas de las lineas 1.3, 3.1 y 6.2 que contiedgASXxFLAG-TnaA (v;P{w",UAS
FLAG-tnaA}/ TM6B) contra las moscas de la linea “driver” que exae$S$AL4 bajo el
promotor Sgs3 (W;P{w"'Sgs3-Gal4}/TM6B). A continuacion se muestran los cuadros
de Punnet donde se muestran las clases de gemrsppoados de las cruzas realizadas
para dirigir la expresion de las versiones etiqietade TnaA a las glandulas salivales

de larvas de 3er instar. En azul se marca la dasée se espera tener expresion.

Cruza w;P{w" ,UAStnaA-FLAG}/TM6B X w;P{w"Sgs3-Gal4}/TM6B
Q  UAStnaA-FLAG Q TM6B

o) Sys3-Gal4 UAS-tnaA-FLAG/ Sgs3-Gal4 Sys3-Gal4/TM6B

3 TM6EB UAStnaA-FLAG/TM6B Letal

Cruza w;P{w" ,UASFLAG-tnaA}/TM6B X w’;P{w"Sgs3-Gal4}/TM6B
Q  UASFLAG-tnaA Q TM6B

3 Sys3-Gal4 UAS-FLAG-tnaA/ Sgs3-Gal4 Sys3-Gal4/TM6B

3 T™M6B UAS-FLAG-tnaA /TM6B Letal




Se obtuvieron del 30-88% de los individuos adudtsigerados de las cladg¢AS TnaA-
FLAG/Sgs3-GAL4 6 UASFLAG-TnaA/Sgs3-GAL4 de todas las lineas probadas sin
mostrar un fenotipo mutante evidente, lo cual nraagte si bien la expresion de TnaA-
FLAG 6 FLAG-TnaA en glandulas salivales de larvadetcer estadio no es inocua, no
es tan toxica como para no permitir la aparicionndiéviduos adultos. A continuacién
se muestra la Tabla de porcentaje de individuodadelase esperaddAS TnaA-
FLAG/Sgs3-GAL4 6 UAS-FLAG-TnaA/Sgs3-GAL4 en cada una de las lineas evaluadas.

Lineas TnaA-FLAG

Linea Genotipo Sobrevivencia
(observado/esperado)

2.1 | w;P{w',UAStnaA-FLAG}/ TM6B 69% (44/64)
W; P{w" Sgs3-Gal4}/ TM6B

3.2 | w:P{w" ,UAStnaA-FLAG}/ TM6B 60% (61/102)
W; P{w" Sgs3-Gal4}/ TM6B

6.2 | W:P{w" UAStnaA-FLAG}/ TM6B 69% (41/59)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B

7.1 | w;P{w" UAStnaA-F| AG}/ TM6B 68% (51/75)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B

8.3 | w:P{w".UAStnaA-FLAG}/ TM6B 84% (57/68)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B

9.1 [w:P{w" UAStnaA-FI AG}/ TM6B 70% (45/64)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B

Lineas FLAG-TnaA

Linea Genotipo Sobrevivencia
(observado/esperado)
1.3 | w;P{w' ,UASFLAG-tnaA}/ TM6B 88% (54/61)
W; P{w"'Sgs3-Gal4}/ TM6B
3.1 | w:P{w',UASFLAG-tnaA}/ TM6B 63% (49/78)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B
6.2 | w:P{w',UASFLAG-tnaA}/ TM6B 32% (18/57)
W; P{w"Sgs3-Gal4}/ TM6B

Tabla 2. La expresion en glandulas salivales de l&srmas de TnaA etiquetadas molecularmente no

es letal.La sobrevivencia de la clase mostrada se calefildéndose al 100% de sobrevivencia de una de
las dos clases con el cromosoma balanceatt8B (ver clases esperadas en los cuadros de Punnet
mostrados para estas cruzas) obtenidas en la neisrea. Este 100% se obtuvo a partir de la divisién
entre dos, del nimero total de los individuos dedas clases con el marcad#* (conferido por el
cromosoma balanceaddi6B).



Para evaluar la expresion de las proteina FLAG-TaaaA-FLAG en los extractos
protéicos de las glandulas salivales de los indvsdde las clases esperadisS

FLAG-tnaA/Sgs3-GAL4 6 UAS TnaA-FLAG/Sgs3-GAL4, se hicieron andlisis tipo
Western con los anticuerpos anti-FLAG M2dMA), anti-3-tubulina (para control de

carga, Santa Cruz) y anti-TnaA (diferentes domini@sgs. 13, 14 y 15).
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Figura 13. Expresion de TnaA-FLAG en glandulas saliales de lineas transgénicas d®.
melanogaster. Andlisis tipo Western de los extractos protéideglandulas salivales de la linea silvestre
OregonR (OR), asi como las distintas lineas transgéni¢a#sG-TnaA/Sgs3-GAL4 (2.1, 6.2, 7.1, 8.3 y
9.1). Revelado con quimioluminiscencia. Se utilirafos anticuerpos primarios anti-FLAG (A), anti-
TnaAwns (B), anti-TnaAspring (C) Y antip-tubulina (D). Las flechas—) indican las proteinas TnaA,
TnaA-FLAG y TnaB.

Como se puede observar en la Figura 13, a difexesheilo obtenido con glandulas
salivales de larvas silvestrésegonR (OR), en los extractos de glandulas salivales de
individuos de la clas&lAStnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 de las lineas transgénicas (2.1, 6.2,
7.1, 8.3 y 9.1) se encuentra la proteina TnaA-FLA®no lo confirma el sobrelape y
peso correspondiente a TnaA enddgena (120 kDa)p@@n paneles A con B y C).

También resulta interesante observar que pudimestifitar la presencia de TnaA



enddgena en las glandulas salivales de larvasssibge (OreR) con los anticuerpos
contra diferentes dominios de TnaA (paneles By C).

Lograr la expresidon en estas lineas transgéneaamicularmente valioso puesto que
la etiqueta FLAG esta después del extremo carbab@ldnaA con lo que su deteccién

asegura la sintesis completa de la proteina TnaA.

OR 13 31 62 OR 13 31 62 + OR 13 31 62
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Figura 14. Expresion de FLAG-TnaA en glandulas salales de lineas transgénicas d®.
melanogaster. Los extractos protéicos de glandulas salivalek dimea silvestréregonR (OR) y de las
distintas lineas transgénicas FLAG-Tn&gs3-GAL4 (1.3, 3.1 y 6.2) fueron analizados por laniéa de
Western. Se utilizaron los anticuerpos anti-FLA@ti-dnaAw,s Y antif-tubulina. Las flechas—6)
indican las proteinas Tna, TnaB y una proteinagbacta con FLAG (FLAG) como control positivo (+).

En las Figuras 14 y 15 se muestran los analisisWiestern de las lineas transgénicas
UASFLAG-TnaA. En el experimento de la Figura 14, encontram@ssabreexpresion

de TnaA en las glandulas salivales de las lineas@€énicas 1.3 y 3.1 al detectar la
proteina con anticuerpo contra TngA- (a-TnaAwus+). Muy probablemente este
reconocimiento se deba a la suma de la proteinA €nddgena mas la proteina FLAG-
TnaA sobreexpresada. Sin embargo, al analizarelsepcia de la proteina FLAG-TnaA
con el anticuerpo contra FLAG-FLAG), no se detectd ninguna sefial. Dado que el
anticuerpo si funciond en éste y otros experime(ues control positivo de Fig. 14 y

experimentos de la seccion anterior) creemos gpeotaina FLAG-TnaA producida en

estos animales presenta alguna conformacion o rmlegigp que impide el



reconocimiento por el anticuerpo y/o que los tragawos particularmente aplicados a la

membrana de nitrocelulosa, dafiaron las proteidscyaron el reconocimiento.

Con la finalidad de determinar si la ausencia demecimiento por parte del anticuerpo
contra FLAG en las lineas transgénidd8S-FLAG-TnaA se debi6é al dafio de la

membrana y/o de las proteinas debido al tratamipoto“stripping”, se repitié el

Western incubando inicialmente casFLAG (Fig. 15).
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Figura 15. Expresion de FLAG-TnaA en glandulas salales de lineas transgénicas d®.
melanogaster. Por técnica de Western se observan los extrgetiéicos de glandulas salivales de la
linea silvestreéOregonR (OR), de las linead-LAG-TnaA/TM6B y Sgs3-GAL4/TM6B (He), asi como de
las distintas lineas transgénicas FLAG-Tr#ga8-GAL4 (1.3, 3.1 y 6.2). Se utilizaron los anticpes

contra FLAG €-FLAG), contra Tnaksp (0- TnalAsp) Y antiff-tubulina. Las flechas—$) indican las
proteinas TnaA, B-tubulina y una proteina de 18&.kD

Como se aprecia (Fig. 15), con el anticuexpbnaAxsp se observa la banda

correspondiente a la suma de la proteina TnaA em@omas la expresion de FLAG-

TnaA



(TnaA + FLAG-TnaA). Nuevamente con atFLAG no se observa ninguna banda

correspondiente a FLAG-TnaA, lo cual sugiere qudaghinio FLAG no es accesible

para los anticuerpos en ensayos de Western cuanelocsentra en el extremo BHe

TnaA. Aunque se observa una proteina de 181 kDaoeBbhAG, probablemente se

deba a un reconocimiento inespecifico ya que tamb& observa en extractos de
proteinas de individuos que son una mezcla deldaeFLAG-TnaA/TM6B 6 GAL4-
Sys3/TM6B) que en teoria no pueden expresar la versioneztida (carril He, Fig. 15,

anti-FLAG).

En conclusion, los individuodAStnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 y UASFLAG-tnaA/Sgs3-
GAL4 expresan las dos versiones de TnaA etiquetadablcd6. Como se menciong,
la deteccion de TnaA-FLAG con el anticuerpo antAELNnos asegura la presencia de la
proteina completa en los individubAStnaA-FLAG/Sgs3-GAL4. Por esta razon estos
individuos se utilizaron para realizar experimentos de inmaradizacion en el tejido

de glandula salival durante €f 8stadio larvario.

3. Purificacion de anticuerpos anti-TnaAwns Y anti-TnaAxsprinG.

Debido a que en la siguiente seccion se mostrasuitados que indicaban que los
anticuerpos que obtuve durante mi Tesis de Lica&maaontra diferentes dominios de
TnaA no estaban funcionando para hacer inmunotiesiodecidimos purificarlos.

En esta seccidn se presentan los resultados obseaidlos intentos de purificacion de
los anticuerpos anti-Tna#\, y anti-TnaAspring (Ver también ANEXO 2). Se probaron

dos métodos de purificacion por afinidad: el prionatilizando las resinas de Affigel



(BioRad) y el segundo por afinidad a proteinasud@dh con GST inmovilizadas en
glutation sefarosa con dos variantes, una utilizeda los anticuerpo anti-Tngs y la
otra para los anticuerpos anti-TnaArine EN el método de Affigel se logrd tener una
muy pequefia proporcion de anticuerpos purficadosidnales (datos no mostrados).
Se optd entonces por probar el otro método deigaxibn por parecer mas sencillo y

con menor manipulacion.

a) Purificacion de anticuerpos anti-TnaAw, por afinidad a la proteina de fusion
GST-TnaAnns.

Este método consiste en inmovilizar la proteindugedn GST-Tnafns €n una resina
de glutation-sefarosa y permitir la unién espeaifie los anticuerpos policlonales de un
suero total que reconocen a la proteina de fusiivalmente los anticuerpos puros se
eluyen en las condiciones apropiadas (Ver “Mategridiétodos”, Método 1).

Se determiné la eficiencia de pegado de la protéénfusion a la resina (comparando
una alicuota de la resina con cantidades conodelatbumina). La identificacion de las
fracciones de la elusion que contenian los anfmsepuros, se hizo por el método de
Bradford midiendo la D& La presencia de los anticuerpos en las fracciehedas
gue presentaron mayor densidad Optica se evaleasyos tipo Western con extractos
de bacterias donde se indujo la expresion de GZPW3 Y en extractos insolubles de

macho adulto d®. melanogaster, donde ya sabiamos que TnaA se expresa (Fig. 16).
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Figura 16. Presencia de TnaA en extractos de. coli y deD. melanogaster utilizando los anticuerpos
anti-TnaAyns purificados por afinidad. Ensayo tipo Western de legtractos solubles totales Eecoli
inducida para la expresion de GST-TRad (panel izquierdo) y en extractos insolubles Be
melanogaster macho adulto (panel derecho) utilizando anticugrgwmeinmune (P), anti-Tnafs no
purificado (N), anti-Tnafus purificado fraccion 1 (1) y anti-Tnafs purificado fraccion 2 (2); Las
diluciones de los anticuerpos empleadas se se8alden parte inferior. Las proteinas reconocida3-GS
TnaAwns, ThaA 'y TnaB se indican con una flecha.

Como se puede observar (Fig. 16), la proteina siéefiuGST-TnaAH; es reconocida de
manera mas especifica (una sola banda) por elanpic anti-Tnafus purificado de la
fraccion 1 (carril 1, dilucion 1:20000) que pormismo anticuerpo sin purificar (N).
Con la fraccion 2 (carril 2, dilucién 1:20000) ne ®bserva ninguna banda, y
probablemente requiera una mayor concentraciénntdeuarpo, pues los andlisis de
tipo Western previos utilizando mayores concenbraes sugieren la presencia de
anticuerpos (datos no mostrados). Los anticuerpowgigados de ambas fracciones
(dilucién 1:2000), reconocen ligeramente las bantt@sespondientes a TnaA (120
kDa) y TnaB (64 kDa) en los extractos insolublesnibsca macho. Posiblemente se
requiera probar mayores concentraciones del ampiougurificado, para aumentar la
intensidad de las bandas. Con la finalidad de cdrme las fracciones de los
anticuerpos eluidos, se realiz6 una concentracidon fitracion en centrifuga

(CENTRICON). Desafortunadamente después del fitrsel perdieron los anticuerpos



purificados (no se observo un incremento en lag)@ no se volvid a detectar la

proteina de fusion en los ensayos tipo Westerizeghds, datos no mostrados).

b) Purificacion de los anticuerpos anti-ThaAspring Y €lusion de la proteina GST-

TnaAxspring de la resina de glutation sefarosa.
A diferencia de la purificacion de los anticuer@ogi-TnaAns, en la purificacion de
los anticuerpos anti-Tnaéwine @ partir del suero total se utilizaron concentraes

iniciales precisas, asi como soluciones adiciondieslavado y de equilibrio (ver

“Materiales y Métodos”, Método 2).
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Figura 17. Purificacion por afinidad del anticuerpoanti-TnaAxspring. SDS-PAGE donde se muestran
las diferentes fracciones colectadas de las elesi@on glicina-HCI (1-10), solucién de glicina-HCI
(Glicina), TBS y la resina glutation-sefarosa co8TETnaAspring UNida (Sefarosa-XSP). Se sefiala la
proteina GST-Tnagpring Y SUS derivados ( }), asi como la cadena ligefak@2a) y pesada (50 kDa) de

los anticuerpos«().

En la Figura 17, se observa que en las elusiorigs®n glicina-HCI estan las cadenas
ligera y pesada de los anticuerpos, pero inesperaata también se eluye la proteina
GST-TnaAspring Y SUS fragmentos de degradacion o procesamieatprdsencia de la

proteina GST-Tnaispring €N la fraccidn de los anticuerpos purificados regméa un



problema pues bloquea a los anticuerpos y no nomiteeutilizarlos en ensayos de

inmunocitoquimica.

Con el objetivo de analizar si alguna fraccién de anticuerpos purificados de esta
manera, no quedoé bloqueada por la presencia deteima GST-Thafspring Y Servia
para evaluar inmunorreconocimiento de TnaA, sdz@ain ensayo tipo Western con
extractos de proteina de mosca macho adulto y cerizs inducidas para la expresion
de GST-TnaAsprine Antes de realizar el Western, se mezclaron lasciones

colectadas en tres grupos (3-4, 5-7 y 8-9).
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Figura 18. Prueba de anticuerpos anti-GST-Tnakspring pUrificados. Se probaron extractos totales
de E. cali inducidas para la expresion de GST (GST) o de GSPxspring (GSTxspring, asi como
extractos solubles e insolubles de macho adult®.deelanosgaster, los cuales se incubaron con los
diferentes conjuntos de las fracciones de anti-G83Axspring SEMIpUro (3-4, 5-7 y 8-9). La flecha-§
indica la banda correspondiente a la proteina GE8Alsprine LOS marcadores moleculares se muestran
a la izquierda de los carriles. Las fracciones €eiipuras se utilizaron en una dilucion 1:10000 en
extractos bacterianos, y las fracciones 3-4, BPyse utilizaron 1:500 en extractosiamelanogaster.



En la Figura 18 se observa que en las fracciongés¥isten anticuerpos capaces de
reconocer a GST-TnaArring (<) €n los extractos de bacteria. Sin embargo, los
anticuerpos de éstas y otras fracciones no recemoocia ThaA en los extractos de
macho adulto d®. melanogaster. Este resultado muestra que en las fraccionegdaalui
existe una proporcion minima de anticuerpo libygazade reconocer a la proteina GST-
TnaAxspring CUANAO se encuentra en concentraciones muy etiax) en el caso del
extracto bacteriano. Sin embargo esto no es sofecigara detectar a TnaA en extractos
de mosca aun cuando se usen concentraciones muagiooas (1:500) que las utilizadas

para la deteccion en el extracto bacteriano (1:0000

En trabajo previo (R. A. Juarez-Uribe, Tesis deshmatura 2007) fuimos incapaces de
eluir la proteina de fusion GST-Tnaérinc de la resina de glutation-sefarosa con
diversos tratamientos. A pesar de que el objetieoteher anticuerpos anti-TnaA
purificados por afinidad no se ha cumplido, un ltaslo importante fue encontrar que la
glicina-HCI 0.1 M pH 2.5 es capaz de eluir a latpima GST-Thafspring d€ la resina
de glutation-sefarosa. Esto sera util para otrgstivbs del laboratorio. Para afinar este
resultado se repitid la elusion de GST-TraAnc de glutation sefarosa utilizando

incubaciones a diferentes tiempos con glicina-HCIND pH 2.5.
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Figura 19. Elusiébn de GST-TnaAspring CON glicina-HCI 0.1 M pH 2.5. Gel SDS-PAGE con
diferentes elusiones (1, 2, 3, etc.) realizadagemethtes intervalos de tiempo entre cada elus®g
min), y la resina posterior a las elusiones (P).l&imagen de la derecha se indica el resultado del
calentamiento a 10C de la muestra durante las elusiones (+*CPOLa proteina GST-TNaArrinG SE
indica con flechas{, ). En cada carril se cargaron 5 ul de muestra.

En la Figura 19, se muestra que la utilizaciénadglicina-HCI| 0.1 M pH 2.5 es un buen
meétodo para la elusion de la proteina GST-TwaAnc de la resina de glutation
sefarosa. Los resultados de las elusiones de 5(paimel A) y de 2 min (panel B)
muestran que la proteina de fusion se eluye meparidr de 10 min de incubacion a
temperatura ambiente (A carril 2; B carril 5). Lplieacion de alta temperatura no
aumenta la elusion de la proteina de fusion (p@pelAunque este tipo de elusion con
glicina-HCI no es tan eficiente como la de glutatr@ducido para otras proteinas de
fusion, resulta un buen método alternativo para G83Axspring Y probablemente
otras proteinas insolubles. Aunque la parte dedlysneutralizacion del protocolo esta
planeada para obtener anticuerpos funcionales @nsofucion con pH 7.4, muy
probablemente también proteinas o polipéptidosietucomo GST-Tnalprinc S€EAN
funcionales y mantengan su actividad nativa, pareubl se deberan realizar pruebas.
Aunque no se realizaron experimentos, probablembntglutation-sefarosa pueda
reutilizarse pues no queda bloqueada por el glutditire, siempre y cuando se haga un

lavado y se mantenga en buiffer adecuado cercano a pH 7.3. Por otro lado la patei



eluida no necesita dializarse para eliminar el sxage glutation libre, aunque si es

importante neutralizar eficientemente para renifaraa la proteina.

4.- Inmunotinciéon de cromosomas politénicos y glandas salivales de larvas de®3
estadio.

Una de las preguntas importantes del laboratosodeterminar dénde se encuentra
TnaA durante el desarrollo de Drosophila, en qugosti celulares y en qué
compartimentos subcelulares. Corm@ interacciona genéticamente con genes que
codifican para proteinas implicadas en la remod&lage la cromatina interfasica y se
requiere para a expresion de los genes homeoticositio obvio de interés para
determinar la presencia de TnaA, son los cromosqolgnicos de Drosophila que es
uno de los sitios donde actuan las proteinas amt@sionadas. Por lo tanto, un objetivo
de esta tesis fue determinar si TnaA se encuemtd®s cromosomas politénicos de

Drosophila.

a) Presencia de TnaA-FLAG en cromosomas politénicos

La técnica de inmunotincion de cromosomas politsise utiliza para analizar la
localizacion, interaccion y funcion de diferentesléeulas como proteinas involucradas
en transcripcion, represion, estabilidad genomisagregacion entre otras. Por lo tanto
se llevaron a cabo inmunotinciones de cromosomkigmicos de larvas de 3er estadio
UAS TnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 de la linea 8.3, asi como de la linea silveGireR para
evaluar la funcionalidad de los anticuerpos, amalia presencia, y de ser asi, la
localizacion de TnaA-FLAG en los cromosomas poiités de larvas de®3estadio (ver
Materiales y Métodos). Para evaluar la presencidaderoteina TnaA-FLAG en los

cromosomas politénicos, se utilizo el anticuerpot@FLAG a una concentracion de



1:500. Para determinar si la técnica de inmundiimge realizé6 adecuadamente, se
utilizé el anticuerpo anti-Matl que reconoce a Iatgina Matl, la cual es un
componente del complejo TFIIH y presenta un patodmocido en cromosomas
politénicos (Aguilar-Fuentest al., 2006). Se utiliz6 también el anticuerpo anti-
TnaAxspring Para determinar si mostraba un patron similar juencontrado con el

anticuerpo anti-FLAG.

Silvestre TnaA-FLAG
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Figura 20. Presencia de TnaA-FLAG en cromosomas pt#nicos de la linea TnaA-FLAG 8.3 Los
cromosomas politénicos de larvas dé estadio de la clasdASFLAG-TnaA/Sgs3-GAL4 de la linea
TnaA-FLAG 8.3 deD. melanogaster fueron inmunotefiidos con los anticuerpos anti-FLa@i-TnaAs
y anti-TnaAspring (€Stos Ultimos dos no purificados). Como contelaltécnica se utilizé un anticuerpo
contra Matl. En la fila superior se observan lasr@somas vistos en campo claro, en la fila interaned
la sefial emitida por el fuoréforo Cy3 acopladoraicuerpo secundario anti-lgG-rata (rojo), y erfila
inferior se muestra el empalme. En el panel infeseomuestra el acercamiento de diferentes regibmes
los cromosomas politénicos. Las imagenes fueroenidds por microscopia confocal con un objetivo de
40X.



Como se puede observar (Fig. 20), los cromosomdigémioos en campo claro
presentan una buena morfologia. Con el anticuengieMatl se observa un patrén de
bandeo caracteristico (Aguilar-Fuenttsal., 2006), lo cual indica que la técnica de
inmunotincion se realiz6 adecuadamente. Si bienl@®m@nticuerpos anti-TnaAerinG

y anti-TnaAns se observa una sefal generalizada a todo lo kdefjacromosoma,
también se pueden notar bandas definidas dentrontdgho. Se observa un mayor
namero de bandas inmunotefiidas en los cromosomiadidea TnaA-FLAG que en el
cromosoma de la linea silvestbeeR debido probablemente a una mayor expresion de
la proteina TnaA-FLAG. No se observa ninguna sef@alel anticuerpo anti-FLAG, lo
cual sugiere que posiblemente la etiqueta FLAG rsmuentre inaccesible para el
anticuerpo y/o el anticuerpo no sea Uutil o funciopara este tipo de técnica de
inmunotincion. Se realizaron repeticiones de esermento, utilizando diferentes
concentraciones de los anticuerpos y analizandtudasescencia con microscopia de

epifluorescencia, y se obtuvieron resultados smsl§datos no mostrados).

Al no estar los anticuerpos anti-Tnafring Y anti-TnaAwws purificados, en este punto
concluimos que la sefal generalizada obtenida &rlgo del cromosoma con los
anticuerpos si bien era prometedora, no nos permmatcluir que representaba a ThaA

en los cromosomas politénicos de la linea transgémalizada.

b) Ensayo de competencia del anticuerpo anti-Tna&pring €N Cromosomas
politénicos.

Las inmunotinciones de cromosomas politénicos comngicuerpo anti-FLAG no
mostraron sefal de algun reconocimiento y a suoganticuerpos anti-ThadArrine Y

anti-TnaAyns no purificados mostraron una sefal generalizadeo@m el cromosoma.



Para determinar si la sefial observada se podfaiatd la presencia de TnaA en los
cromosomas politénicos o se debia a un reconodimimespecifico, se realiz6 un
ensayo de competencia. En este experimento, siadgte las bandas detectadas en el
experimento anterior son debidas a la presencibnd@ en los cromosomas, deberian
desaparecer si el anticuerpo anti-TRa#ine S€ bloguea con la proteina de fusién GST-
TnaAxspring @antes de la inmunotincion. La comparacion de irotinniones en donde
en un caso se compite el anticuerpo y en otro as,permitiria determinar la sefal

exclusiva del reconocimiento por parte del antipaer

Como paso previo al ensayo de competencia en cmnass politénicos se probd la
eficiencia de la competencia en un analisis tiposté&f@ en extractos insolubles de
macho adulto d®. melanogaster pues es un estadio y fraccion donde encontramos a

TnaA (R. A. Juarez-Uribe, Tesis de Licenciatura7z)00

a-GST-TnaAXSPRING (1:250)

PN

Prei GST GST-X5P

N <« TnaA
:
1 ;

Figura 21. Ensayo de competencia del anticuerpo artST-TnaAxspring. S€ identificé a TnaA de los
extractos insolubles de macho adulto [de melanogaster utilizando suero preinmune (Prei) 6 los
anticuerpos anti-GST-TnaApring COMpetidos con: GST (GST), con GST-TRasuns (GST-XSP) (en
una proporcion de 187.5 ug de proteina de fusiddaua glutatién sefarosa por 1 pl de suero) 6 no
competidos (-). Cualquiera de ellos se utilizé6 ea goncentracion 1:250. La flecha) (indica la sefial
correspondiente a la proteina TnaA.

Como se puede observar (Fig. 21), el anticuerpeTai@Axspring SI €S competido por

la proteina de fusion GST-Tngaéering Y €N menor medida por GST. El siguiente paso



fue probar la inmunotincion de cromosomas politésien estas condiciones de

competencia del anticuerpo (Fig. 22).

Preinmune
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Figura 22. Inmunotincion de TnaA en cromosomas pdienicos silvestres compitiendo el anticuerpo
anti-TnaAxspring. LOS cromosomas politénicos de larvas dé estadio de la line®reR de D.
melanogaster se inmunotifieron con los anticuerpos anti-Tyalne competidos o0 no con GST 6 GST-
TnaAxspringe COmMo control negativo se utilizdé suero preinmuBa. la fila superior se observan los
cromosomas vistos en campo claro, en la fila iofdd sefial emitida por el fluoréforo Cy3 acoplado
anticuerpo secundario anti-lgG-rata (rojo). En &hgd inferior se muestra el acercamiento de regione
donde se observa que la sefial atribuida a TnaAimis® cuando el anticuerpo se bloquea previamente
con las proteinas GST 6 GST-TnaA. Las imagene®ifuebtenidas por microscopia confocal con un
objetivo de 40X.

Como se observa en la Figura 22, al igual queniasinotinciones anteriores (Fig. 21 ),
el anticuerpo anti-Tnaferne Produce una sefial generalizada sobre los crom@soma

que es competida cuando el anticuerpo se preincobdas proteinas GST 6 GST-



TnaAcsrrne Al comparar la sefial de la muestra competidaslaam competida, se

aprecia que aungue la sefal de fondo permanecmas, la intensidad y forma de las
bandas en las competidas disminuye notablementep@eel inferior) y de hecho

empiezan a a ser similares a la muestra que gecwatel suero preinmune. Con estos
resultados se concluy6 que el contenido del syargea el preinmune o el anti-suero,
provocan una sefal inespecifica, pero la dismimu@d la sefial (bandas) de las
muestras competidas sugiere que el suero si cen#aticuerpos que permiten un
reconocimiento especifico de TnaA en los cromosopwdigenicos. Por esta razon se
decidié purificar los anticuerpos anti-TnaA pornédad como se ha descrito en la
seccion anterior. Los anticuerpos purificados nesiaa U(tiles para repetir las

iInmunotinciones y realizar otros experimentos.

c) Localizacion de TnaA en glandulas salivales.

Para determinar la localizacién de la proteina geda silvestre y la de la proteina
etiquetada con FLAG se realizaron inmunotincioregldndulas salivales de larvas de
3er estadio de la linea silvest@rér) y de las lineas transgénicas$ASFLAG-TnaA
/Sgs3-GAL4 y UAS TnaA-FLAG/Sys3-GAL4). Debido a los problemas para purificar los
anticuerpos contra TnaA por los métodos de afinidadbiendo que el suero total si es
capaz de detectar a TnaA en ensayos tipo Westerrilizd el método de preadsorcion
de los anticuerpos que consiste en preincubar aritbsuerpos con algun tejido de la
especie donde se van a utilizar (en este casoilsmmon embriones de 0-21 h de
Drosophila, ver Materiales y Métodos ) para tradar eliminar la sefial de fondo
producida por el anti-suero en las inmunotinciahesejidos y cromosomas politénicos.

A continuacién se muestra la inmunotincion de gléasi silvestres (Fig. 23).
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Figura 23. Localizacién de TnaA en glandulas salites de larvas de 3er instar silvestred as
glandulas salivales fueron tefiidas indirectamente tos anticuerpos contra Tngf y contra
TnaAxspring Preadsorbidos (sefial en rojo). Como control unastna carente de anticuerpo primario (-
).En la fila superior se observa la sefial emitida @ Sytox-green que tifie DNA (verde), en la fila
intermedia la sefial emitida por el fuor6foro Cy8@ado al anticuerpo secundario anti-lgG-rata {rojo

en la fila inferior se muestra el empalme de antsedles. La imagen es una proyeccion obtenida por
microscopia confocal con un objetivo 20X.

Como se puede observar en la Figura 23, la presgragfinicion de los nucleos son
claras (verde), pero ninguna sefal es evident@erieu a la sefial producida por el
suero preinmune en las tinciones con el anti-sc@ntra TnaAsp y contra Tnafus
(rojo). Este resultado contrasta con los observaddss analisis tipo Western de
glandulas salivales silvestres y en la inmunotimalé cromosomas politénicos donde,
aungue en bajas cantidades (en los ensayos tipteivesigs. 14 y 15) 6 con poca

especificidad (en los



cromosomas politénicos, Fig. 20) si se observarésgncia de TnaA con estos
anticuerpos en la linea silvestre. Aunque se aplicadiferentes tratamientos de
permeabilizaciéon del tejido variando la concentiadie detergente, no se detecté una
sefial especifica para TnaA (datos no mostrados). tuto, se concluyé que
probablemente la concentracion de la proteina Teraddgena es muy baja, 6 que los

anticuerpos no estan funcionando para recono@epmteina con esta técnica.

Entonces se analizaron las glandulas salivalesdlgiduos de las lineas transgénicas
TnaA-FLAG 9.1 UASTnaA-FLAG/Sys3-GAL4) y FLAG-TnaA 1.3 UASFLAG-
TnaA/Sgs3-GAL4) que expresan las versiones etiquetadas TnaA-FLABAG-ThaA
respectivamente, en dicho érgano (Figuras 13 y 3&)utilizé el mismo protocolo de

inmunotincion empleado para la linea silvestre .
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Figura 24. Localizacion de TnaA en glandulas salitas de la linea transgénica TnaA-FLAG Las
glandulas salivales disecadas de larvas®tes8adio de la cladgAS TnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 de la linea
TnaA-FLAG 9.1 deD. melanogaster fueron inmunotefiidas con los anticuerpos anti-FLAGI-TnaAws

y anti-TnaAspring Preadsorbidos. Muestra sin anti-suero primanioy (etra con suero preinmune (de
rata TnaAspring. Como referencia el DNA se tifio con Sytox-green.la fila superior se observa la
sefial emitida por el Sytox-green (verde), en la ifilitermedia la sefal emitida por el fluor6foro Cy3
acoplado al anticuerpo secundario anti-lgG-ratgo)yo/ en la fila inferior se muestra el empalme de
ambas sefiales. La imagen es una proyeccién obteoidaicroscopia confocal con un objetivo 20X.
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Figura 25. Localizacion de TnaA en glandulas salites de la linea FLAG-TnaA Las glandulas
salivales disecadas de larvas dee3tadio de la clasgd AS-FLAG-TnaA/Sgs3-GAL4 de la linea TnaA-
FLAG 3.1 fueron tefiidas indirectamente con los camtipos anti-FLAG, anti-Tnafs Yy anti-
TnaAxspring Preadsorbidos. Como referencia el DNA fue tefiido Sytox-green. En la fila superior se
observa la sefial emitida por el Sytox-green (veme)a fila intermedia la sefial emitida por ebfiéforo
Cy3 acoplado al anticuerpo secundario anti-lgG-fat), y en la fila inferior se muestra el empalde
ambas sefiales. La imagen es una proyeccién obteoidaicroscopia confocal con un objetivo 20X.

En estas inmunotinciones (Figs. 24 y 25) si fuiceysaces de detectar a ThaA-FLAG y
FLAG-TnaA en los nucleos de las glandulas [lasivees etiquetadas de TnaA (rojo)
colocalizan con los nucleos (verde)] con los tregcaerpos (anti-FLAG, anti-Thadys

y anti-TnaAsprinG-

En la Fig. 25, se observa que en la linea tramsgdfLAG-TnaA, el numero de
nacleos tefildos con Sytox-green (verde) es much@mmelos inmunotefidos con los
anticuerpos contra TnaA y contra FLAG en contraste lo observado con la linea
TnaA-FLAG. Lo anterior sugiere que la version FLAGaA probablemente no se

expresa abundantemente 6 no puede ser detectadeemacomo la FLAG-TnaA como



sucedié con su deteccion con el anticuerpo antiGLé&n los experimentos tipo

Western de las Figs. 17 y 18.

Para tratar de determinar la localizacion de TnaAgldndulas silvestres se repitid la
inmunotincion con el anticuerpo anti-Tnafrine iNcrementando la intensidad de

imagen del rojo (Cy3) cuatro veces en un solo aapteo (Fig 26).

Figura 26. TnaA enddgeno no se detecta con el anterpo anti-TnaAxspring €N glandulas salivales
silvestres.El anticuerpo utilizado es anti-Tnawring preadsorbido (rojo). En el panel (A) se observa la
sefial emitida por el Sytox-green (DNA, verde) y gbfluoréforo Cy3 acoplado al anticuerpo securalari
anti-lgG-rata (rojo). En el panel (B) se observicamente la sefial emitida por el fluoréforo Cy3. La
intensidad de la sefial emitida por Cy3 se aumendédra veces con respecto a la inicial estandar. La
imagen es un corte 6ptico (longitudinal) obtenido microscopia confocal con un objetivo 20X.

Como se observa, tampoco en estas condiciones ubapaces de detectar a ThaA
endogeno. Debido a que en las figuras anteriore®$ianostrado que el anticuerpo
anti-TnaAcspring Si puede detectar a la versiones etiquetadaslod@ Fcreemos que la

proteina TnaA enddgena nativa se encuentra en oy pantidad, se pierde en el

procesamiento de las glandulas o no esta accedibfgicuerpo en este tejido.

En contraste, con esta técnica, haciendo cortadso§ptle los nucleos a diferentes
profundidades, encontramos que TnaA (detectadaekanticuerpo anti-Tnalpring

esta en la region perinuclear formando agregadoseopos cercanos a la envoltura



nuclear en los nucleos de las glandulas salivateladas de 3er estadio de la linea

transgénica 9.1 (FLAG-TnaA) (Fig. 27).

Figura 27. Localizacion de TnaA en nucleos de glanth salivales de la linea TnaA-FLAG Las
glandulas salivales de individud$AS TnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 de la linea TnaA-FLAG 9.1, fueron
inmunotefiidas con los anticuerpos anti-TRafing preadsorbidos (rojo). Como referencia el DNA fue
teflido con Sytox-green (verde). Se muestran smégenes correspondientes a diferentes cortes éptico
(1-7) y su respectiva distancia sobre el eje Z amdmetros (0-28.8 um). Se muetra una proyecdin (
resultado de la suma de 37 cortes Opticos disthidsuen el eje Z en una distancia de 0-28.8 um. Las
imagenes fueron obtenidas por microscopia confaralin objetivo de 63X.

En la proyeccién (P) (Fig. 27), se aprecia que T(@aAbablemente mayoritariamente
TnaA-FLAG) forma una especie de malla que envuelvgicleo. Debido a que hasta el
momento los datos de la localizacién subcelularTdeA silvestre en las glandulas
silvestres no eran conclusivos, pensamos que lalezalbiolégica del patron de

localizacion de TnaA-FLAG se debia tomar con caupeles podria ser que no relfejara
el patrén normal de localizacion de TnaA endogenéyera resultado del efecto de

forzar la expresion de la version etiquetada em tegto.

Como no sabiamos si TnaA se perdia en la manigumlgara hacer la inmunotincion
de las glandulas salivales con el protocolo utilizsse llevd a cabo una inmunotincion

por la técnica de semi-squash (ver Materiales yolit#t), para asi analizar con otro



método que permitiera disgregar el tejido de landjda en condiciones mas suaves

(Fig. 28).

Figura 28. Distribucién de TnaA en células aisladade glandulas salivales silvestres y de las lineas
TnaA-FLAG . Se muestra una célula de glandulas salivalea tieda TnaA-FLAG 9.1 (A) y de la linea
silvestre OreR (B). Las muestras fueron inmunotefiidas con losicaetpos anti-Tnagspring
preadsorbidos (rojo). En el panel B se indica clathias, bandas de los cromosomas politénicos
inmunotefiidas. Las imagenes fueron obtenidas paostopia confocal con un objetivo de 40X.

Aqui se observa que la localizacion de la ThaA-FLA€jo) (Fig. 28A) es muy similar

a la observada en la Fig. 27, presentando mayariante una distribucion perinuclear,
pero también se observa sefial en la parte int&lnaidleo que por la resolucion de la
técnica no se puede definir si esta asociada@dmsosomas politénicos (sin embargo,
ver mas adelante Fig. 29). Por otro lado, de man&eesante en las células de
glandulas silvestres (Fig. 28B) se observa a TraAotables bandas discretas en los
cromosomas verde), lo cual claramente sugiere que TnaA natvancuentra
asociada a la cromatina en células de glandulaskes. Por tanto, el método de
inmunolocalizacion por semi-squash resulta utibpaoyservar la localizacion de TnaA

endogeno en la glandula salival silvestre, pues



seguramente el nivel de densidad nuclear o algirsa pvopiedad de los sitios de
localizacion de TnaA, como la cromatina, permanea#&actos permitiendo el

reconocimiento por los anticuerpos.

d) Presencia de TnaA en eucromatina de cromosomasljgénicos silvestres.
Con estos resultados se repitid la inmunotincion lake cromosomas politénicos

silvestres utilizando los anticuerpos preadsombidagura 29).

Sytox Cy3 Empalme
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Figura 29. Localizacién de TnaA enddgeno en los amsomas politénicos de la linea silvestreos
cromosomas politénicos de larvas dee3tadio de la linea silvest@eR fueron inmunotefiidos con los
anticuerpos anti-Thafpring COMO control una muestra con suero preinmunergtie TnaAspring -
Como referencia el DNA fue tefiido con Sytox-grdemla columna izquierda se observa la sefial emitida
por el Sytox-green (verde), en la columna intermddisefial emitida por el fuoroéforo Cy5 acoplado al
anticuerpo secundario anti-igG-rata (rojo), y ercédumna derecha se muestra el empalme de ambas
sefiales. En el panel inferior se muestra el aceecaon de diferentes regiones de los cromosomas
politénicos indicados en el panel superior conhiéescazules y amarillas (A, A", B, BC y C’). Las
imagenes fueron obtenidas por microscopia confaralin objetivo de 40X.



En este experimento observamos que existe un peceital de fondo con el suero
preinmune (C y C’) y con el anticuerpo anti-Tra#king (B Yy B'), ¥ que ésta se
localiza en el tejido adyacente o adherido al csoma como lo muestran las imagenes

en campo claro (By C).

Notoriamente, el anticuerpo anti-Tnafring fue capaz de reconocer bandas discretas y
especificas correspondientes a TnaA (rojoarharilla, A) distribuidas en el cromosoma
politénico. Todas las bandas parecen encontrarsesieps de cromatina laxa
(eucromatina) pues no se aprecia colocalizacioret@NA (verde) y en algunos casos
en probables sitios de alta transcripcion (“puff) amarilla, A y A"). Estas
observaciones son coherentes con el hecho dengues un gen requerido para el
mantenimiento de la transcripcion de genes honmadt{grupo trithorax), lo cual
explicaria su localizacion. Con este experimentorgestro que TnaA enddgena se
encuentra asociada a cromosomas politénicos yajaeldorcion del anti-suero es un
meétodo que funciona para obtener una tincion espegi que mejora la inmunotincion

de los cromosomas politénicos a partir de suenounidicado.

El siguiente paso fue utilizar este método de inmiinnion con cromosomas politénicos

de glandulas de la linea transgénica TnaA-FLAG. 30).



Sytox Cy3 Empalme

a Preinmune
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a TnaAxspP

- S - A’
Figura 30. Localizacién de TnaA en cromosomas pofiticos de la linea TnaA-FLAG Los
cromosomas politénicos de larvas dé estadio de la clasgd AS TnaA-FLAG-Sys3-GAL4 de la linea
TnaA-FLAG 3.1 fueron inmunotefiidas con los antipesranti-FLAG y anti-Thafspring COmo control
una muestra se tratd con suero preinmune (de ratAIrring). Como referencia el DNA fue tefido con
Sytox-green. En la columna izquierda se observaef@al emitida por el Sytox-green (verde), en la
columna intermedia la sefal emitida por el fluoréf€y5 acoplado al anticuerpo secundario anti-lgG-
rata (rojo), y en la columna derecha se muestemgalme de ambas sefiales. En el panel inferior se
muestra el acercamiento de diferentes regionesslerbmosomas politénicos (A y A’) indicadas en la
figura superior con flechas moradas y azules. b&genes fueron obtenidas por microscopia confocal
con un objetivo de 40X.

Como se puede apreciar (Fig. 30), el anticuerpeTar@#Axspring Muestra una sefal
generalizada a todo lo largo de los cromosomasadanéa transgénica TnaA-FLAG

(rojo) que es muy diferente a la obtenida en l@msnasomas politénicos de moscas



silvestres con el mismo anticuerpo que muestradsaddcretas (Fig. 29). Ademas se
observa una sefial de mucho mayor intensidad en osausitios de eucromatina- (
morada), asi como la presencia de colocalizaciandocmninios de cromatina compacta
(heterocromatina){ azul), lo cual muestra que si bien TnaA-FLAG mamdi la
capacidad, de localizarse en cromosomas politératagual que TnaA silvestre, lo
hace en un patron mucho mas abundante y de matgrsidad. Esto nos permite
validar a esta linea transgénica para llevar a eaperimentos bioquimicos que en la
linea silvestre pueden ser mas dificiles, debida menor abundancia de la proteina
endogena.

Nuevamente no se observo ninguna sefal con euanpic anti-FLAG, lo cual sugiere
que el plegamiento o la interaccion de TnaA-FLAGardp esta asociada al
cromosoma, deja inaccesible el dominio FLAG pasadoticuerpos, pues en glandulas
salivales completas la proteina TnaA-FLAG se olseswnriquecida en la zona
perinuclear (Figuras 27 y 28), donde probablemerdatenga accesible o expuesto el

dominio FLAG.

e) TnaA colocaliza con Osa en cromosomas politéngsilvestres.

Un gen que interacciona de manera muy notoriammresosa (Gutiérrezet al., 2003).
osa codifica para una subunidad de uno de los conplBjahma, el complejo BAP.
Esta subunidad al igual que otras del complejo a® éncontrado en cromosomas
politénicos (Mohrmanmt al., 2004), por lo tanto es posible que alguna deilateinas
codificadas portna (TnaA y/6 TnaB) interaccione fisicamente con Osaatgun
compartimento celular, en particular en los cromus® politénicos. Por lo tanto se

realizd una inmunotincion doble con anticuerpos-@sta y anti-TnaAspring (QuUe



reconoce exclusivamente a TnaA y no a TnaB) patarmerar si Osa y TnaA

colocalizan en algunas de las bandas de los cramasspoliténicos ( Fig. 31).

a TnaAxsp a Osa Empalme

Figura 31. Colocalizaciéon de TnaA y Osa en cromosasn politénicos de la linea silvestrelLos
cromosomas politénicos de larvas dee3tadio de la linea silvest@eR fueron inmunotefiidas con los
anticuerpos anti-Tna&pring Preadsorbidos (rojo, columna izquierda) y anti-(dsarde, columna
intermedia). La sefial roja es emitida por el fuoréfCy5 acoplado al anticuerpo secundario anti-lgG-
rata, y la verde es emitida por el fluoréforo Cg®@ado al anticuerpo secundario anti-IlgG-raténle&En
columna derecha se muestra el empalme de ambatesefm el panel inferior se muestra el
acercamiento de diferentes regiones de los cromasguliténicos donde se muestra un ejemplo de
colocalizacioén de las proteinas (A—A"", flecha aaulel panel superior) y otro en el que no la BxB(",
flecha morada panel superior). Las imagenes fuebd@nidas por microscopia confocal con un objetivo
de 40X.

En la Figura 31 se observa nuevamente que la peofEiaA se localiza en algunas
bandas en el cromosoma, y por otra parte la pet€isa tiene una distribucién de
bandeo mas generalizado. De forma interesant@rdédsinas TnaA y Osa colocalizan
en varios sitios de bandas claramente definidaszul) (A — A”), aunque también hay
sitios donde TnaA no colocaliza con Osa (morada) (B — B”"). Esta colocalizacién
sugiere que probablemente TnaA y Osa interaccifis&a y/o funcionalmente. Puede

ser gque esta interaccion esté relacionada al esclahto 6 a la funcionalidad del



complejo Brahma o de alguna(s) subunidad(es), &@&@anente del complejo BARna
también interacciona cdorm (Gutiérrezet al., 2003) que codifica para la ATPasa de
los complejos BAP y PBAP. La presencia de ThaA andas donde no se encuentra
Osa, podria explicarse si TnaA estd asociada tamdliécomplejo PBAP el cual

contiene a Brahma pero carece de Osa.

5.- Busqueda de secuencias consenso de unidon a SUMOInaA y en proteinas con

las que posiblemente interaccione fisicamente.

Como se menciond previamente (ver Introduccion)M8Upuede interaccionar con
proteinas de manera covalente y no covalente. Qadcen trabajos previos del grupo
se ha encontrado la interaccion genéticandecon genes que codifican para proteinas
involucradas con la transcripcion de los genes latioes, nos parecid importante
buscar la presencia de secuencias consenso deaavidiente y de unién no-covalente
(SIM) que pudieran funcionar para que estas praseimeraccionen con SUMO. En la

Tabla 3 se presentan los resultados de este analisi

Proteina Secuencias consenso probables

Covalente | No-covalente (SIM)




# | Posicidn(es Secuencia(s) # Posicion(es) Secuencia(s)
(de a.a.) (de a.a.)
TnaA 2 | 17;918 EKVKEEI;PVIKQEL 1 868 EVIID
Brahma 7| 496;499;55VATEKLEK;KLEKQQK; | 4 | 656;828;983 VHVVE;LII
631;705;737 REQKKEQ;IQFKKEL; ;1190 VP;ILIIR;
1000 HKPKVEE; TKAKVED,; TVVIF
RRLKKEV
Osa 7| 134;1771;20PGVKEEY;QLVKKEL; | 2| 2025;2033 | GIIDV;EIV
28; DVFKSEI;PEIKTEE; NI
2062;2111;2 AEVKKEP; TTAKDEA;
156; ATVKAET
2544
Moira 4 | 436;610; SSAKEDM;TGIKTEA 3| 174;187;466 VEIVS;IVY
758;906 AAIKDEV;VDIKTED PVV;
IHVIE
Skuld 6 | 762; 830; MAIKQEP;KRPKMEK; | 5| 1114;1852;1 VTVVAI;SV
919;1125; | LNIKTEP;KMVKQEY; 887;2131; | VVG;
2026; 2044 | DNIKLEP; NEIKQEP 334 VVYVVV,
IQIIS;VVEV
\Y
Kismet 16| 1553;1696;1 SPVKKDK;EKFKTEG; | 6 1062; PIIPV;
758; KESKPEE;ETVKTEE; 2105;2268;2 NVVVY;
1767;1857;2 ESVKKEN;LAPKEET; 442; THEV;TVII
262; QLSKKEI;ECFKVEK; 4030;4576 | Y;DVITI;VP
2517;2701;3 VEAKKDS;EELKLQQ; VIN
158; RTIKLEA;NAEKAEK;
3275;3623;3 ASVKNEV,;SVIKKES;
631; TPIKEEI,EEIKSEE
3662;3680;3
689;
3693

Tabla 3. Secuencias de unién covalente y no covdienle TnaA y de algunas de las proteinas cuyos
genes interaccionan cortna. Las secuencias de cada proteina se tomaron de//fhtase.org”. La
busqueda de secuencias consenso de sumoilaciGpodeotvalente WKXE) se hizo con el programa
“Group-based Prediction System — SUMOsp 2.0 (Btead., 2009), donde se utilizé el nivel de umbral
alto (threshold high). La busqueda de la secuencia consenso de suipilaa-covalente (V/1-X-V/I-V/I)
se hizo manualmente (basado en Kerscher, 2007).

Como se puede observar, las secuencias de toda®tagas analizadas contienen mas

de una secuencia consenso para la union covalemi govalente de SUMO. En

particular, TnaA tiene los dos tipos de secuencigrsenso, dos de unidon covalentes y

una de unidn no-covalente. Las tres secuenciasneeertran fuera del dominio

XSPRING, una en el extremo amino (covalente), ydos restantes en el extremo

carboxilo (covalente y no-covalente). Una carastied de las E3 ligasas de SUMO del



tipo SP-RING es que se unen a SUMO via un domiiib (8er Introduccién), lo cual

es coherente con la idea de que TnaA sea una &&lde SUMO. Debido a que ambas
secuencias consenso son muy cortas, es frecuesdeterlas y es posible que varias
de ellas no sean funcionales. Para encontrar cdéledlas son funcionalés vivo es
necesario probar experimentalmente cada una de keanformacion de la Tabla sera
atil para construir versiones mutantes de estdsssén cada proteina. Tomando en
cuenta la idea de que SUMO es una molécula de weboomplejos multiproteicos
(Matuniset al., 2006), podria ser factible que TnaA como prob#&3 ligasa de SUMO,
sumoile diferentes subunidades o componentes deplem® relacionados y/o
necesarios para la transcripcion de determinadossgesn este caso, de los genes

homedticos (ver Introduccion).

DISCUSION

Todas las proteinas con dedo de zinc tipo SP-RIN@&I@das hasta la fecha poseen
actividad de E3 ligasa de SUMO. Dado que TnaA eoetun dedo de zinc de este tipo,
uno de los modelos que manejamos en el laborageriue ThaA puede ser una E3
ligasa de SUMO. Para poder probar esta hipotesegsegeren diversas herramientas
gue permitan determinar su localizacién subcelldarproteinas con las que se asocie,
su dinamica en el desarrollo de Drosophila, etct&tto, los objetivos principales de
este trabajo fueron generar y mejorar algunas imégrdaas para el estudio bioquimico
de TnaA en los aspectos de inmunorreconocimieirttesaccion fisica, y el
establecimiento de lineas transgénicas de Drosoghé expresen TnaA etiquetada

molecularmente en tejidos



extremo amino (covalente), y los dos restanted erteemo carboxilo (covalente y no-
covalente). Una caracteristica de las E3 ligasaSWdO del tipo SP-RING es que se
unen a SUMO via un dominio SIM (ver Introduccido)cual es coherente con la idea
de que TnaA sea una E3 ligasa de SUMO. Debido amas secuencias consenso son
muy cortas, es frecuente encontrarlas y es pogjbke varias de ellas no sean
funcionales. Para encontrar cuales de ellas saridin@lesin vivo es necesario probar
experimentalmente cada una de ellas. La informasédla Tabla sera Gtil para construir
versiones mutantes de estos sitios en cada profBin@ando en cuenta la idea de que
SUMO es una molécula de union de complejos mulicos (Matuniset al., 2006),
podria ser factible que TnaA como probable E3 tigds SUMO, sumoile diferentes
subunidades o componentes de complejos relaciongftmsnecesarios para la
transcripcion de determinados genes, en este chksdps genes homedticos (ver

Introduccion).

DISCUSION

Todas las proteinas con dedo de zinc tipo SP-RIBlGd&das hasta la fecha poseen
actividad de E3 ligasa de SUMO. Dado que TnaA eoetiun dedo de zinc de este tipo,
uno de los modelos que manejamos en el labora¢srigue ThaA puede ser una E3
ligasa de SUMO. Para poder probar esta hipotesisgeeren diversas herramientas
gue permitan determinar su localizacion subcelldarproteinas con las que se asocie,
su dinamica en el desarrollo de Drosophila, etc.t®ato, los objetivos principales de
este trabajo fueron generar y mejorar algunas inéerdas para el estudio bioquimico
de TnaA en los aspectos de inmunorreconocimientteraccion fisica, y el

establecimiento de lineas transgénicas de Drosophie expresen TnaA etiquetada



molecularmente en tejidos y/o etapas del desarrefipecificas. Utilizando estas

herramientas fuimos capaces de demostrar que TreA en los cromosomas

politénicos de larvas de*3estadio de lineas silvestrgsde lineas transgénicas con
TnaA etiguetada con FLAG. Un logro lateral que sspdende del trabajo de esta tesis,
fue encontrar la forma de solubilizar la proteirafusion GST-TnaRspring hecho que

se discute brevemente en el inicio de esta seccion.

Solubilizacién del dominio XSPRING

En el pasado habiamos probado sin éxito muchasdoletfias para solubilizar la
proteina de fusion GST-Tnaérrine EN uUna de las estrategias para la purificacion de
los anticuerpos anti-TnaA utilizadas en esta tesslogré inesperadamente la elusion
de la proteina de fusién GST-Tnafrinc (Fig. 19). El problema para eluir esta
proteina en otros protocolos, podria involucradedo de zinc SP-RING. A través de
este dedo, la proteina podria estar formando uerdid unirse fuertemente a la resina
de glutatién-sefarosa. En algunos ejemplos se #iaadb guanidina-HCI 3 M para
disgregar dimeros de glutation-S-transferasa (G5d¢ proteinas de fusion con GST
(Hengen, 1997). Algunas proteinas pueden sufmiboas conformacionales cuando se
encuentran en pH bajos, comopkactoglobulina, que se encuentra como dimero a pH
6.5 y como mondmero a pH 2 (Mills y Creamer, 19Ta)ando proteinas que contienen
dedos de zinc u otros iones metélicos asociadetoa,eson sometidas a cambios de pH
mas bajo (por ejemplo de 6.1 a 3.6), liberan réviermente el i6n Zf (Vedejs y
Martinez, 1979), lo cual haria factible el rompinti® de alguna interaccion fisica del
dedo de zinc con algun otro dominio. Creemos quexfaicacion mas probable del

desprendimiento de GST-Tngdring de las perlas de glutation-sefarosa fue el bajo pH



(2.5) de la solucion de glicina-HCI 0.1M utilizada teoria, para eluir Unicamente a los
anticuerpos unidos a la proteina de fusion acoptatta resina de glutation-sefarosa.
Esto nos permitira trabajar con el dominio XSPRIN#Gsea en ensayos de actividad,

interaccion y/o una nueva purificacion de anticosrp

TnaA como activador transcripcional. Dominios ricosen glutamina.

Para identificar proteinas que interaccionan fiee@e con TnaA en el laboratorio
hemos empezado a utilizar el ensayo de dos hibeddevadura. Se considerd que la
“carnada” ideal seria TnaA completa contra unaidtidta de proteinas “presas” de una
etapa del desarrollo de Drosophila donde se eneu&ntA y sus posibles interactores
identificados genéticamente.

Una de las pruebas de confiabilidad para la séaabé la “carnada” es que ésta, unida
al BD, no debe activar la transcripcion de los gamporteros. En esta tesis mostramos
que la proteina de fusibn BD-TnaA activa la traimeddn de por lo menos dos de los
cuatro genes reporteros del sistema de dos hiluidizado (Clontech) (Figs. 10 y 11).
Mas adelante J. L. Monribot (Tesis Doctoral en aursostrdo que BD-TnaA activa a
los cuatro genes reporteros de este sistema. Gos resultados se determind que BD-
TnaA no puede ser utilizada en este ensayo conmadar El hecho de que TnaA sea
capaz de activar la transcripcion &rcerevisiae cuando esta unida al DNA a través del
dominio de union a DNA de GAL4, se puede debersadlaminios ricos en glutamina
(Q) que contiene TnaA y que estan presentes enaadahtores de transcripcion (Xiao
y Jeang, 1998).

Serd interesante determinar si TnaA también puetiaa é promover la activacion de

la transcripcién eD. melanogaster, asi como determinar quién puede ser el interactor



fisico de TnaA que provea del dominio de unién &ADen este organismo. Un
candidato interesante para esta funcion es Osaegjusa subunidad de uno de los
complejos BRM (BAP). Osa contiene un dominio ARN2Agquezet al., 1999) que le
permite unirse a secuencias ricas en AT y con éatmuinteracciona genéticamente de

una manera notoria (Gutiérretzal., 2003).

TnaA como activador transcripcional. La sumoilacion

Otro mecanismo que podria contribuir al hecho de dmaA puede activar la
transcripcion de genes en levadura y posiblement@resophila tiene que ver con su
posible funcion como E3 ligasa de SUMO. Entre oftaziones, se cree que las
moléculas de SUMO promueven y facilitan la uniérpdeeinas para formar diferentes
tipos de complejos (Matungt al., 2006). Las proteinas cuyos genes interaccionan ¢
tna poseen mas de un sitio candidato de sumoilaci@bléT3). La misma proteina
TnaA contiene dos sitios de unibn a SUMO muy prédsldentro del dominio

XSPRING, uno de tipo covalente y uno no covale®Mj, asi como un tercero de
menor probabilidad en el extremo amino de tipo e (ver Tabla 3). En este
contexto, podria ser que TnaA esté involucrado remmacanismo de reclutamiento o
formacion, dependiente(s) de SUMO, de complejoseeptoteinas involucradas en
sumoilacién y transcripcién, como por ejemplo comgues del complejo SWI/SNF

(levadura) 6 BRM (Drosophila).

La sumoilacion y sus efectos en transcripcion.

La mayoria de los ejemplos de la sumoilacion de padeinas relacionadas con

regulacion transcripcional conlleva a la represitenla misma (entre otros, Shiio y



Eisenman, 2003; Savaet al., 2005). En Drosophila, la regulacién del transpgrla
localizacion subcelular de los factores de trapsadn Dorsal, Bicoid, p73y Pdx1 se
han relacionado con la sumoilacion de los misma=s) glgunos casos, la modificacion
mas bien favorece la actividad transcripcional ai@rbteina en cuestion (revisado en
Hilgarth et al., 2004). Sin embargo, en algunos casos, la rel@cadin de las proteinas
por E3 ligasas de SUMO, no requiere de la sumaifade las proteinas transportadas

(Sachdewt al., 2001 y revisado en Sharrocks, 2006).

Yang y Sharrocks (2005) muestran que el factorraestripcion Elk-1 es coactivado
por PIASx alfa (independientemente de su actividade3 ligasa de SUMO). En un
estado basal, la actividad transcripcional de Edisth reprimida por el reclutamiento de
HDAC-2 (desacetilasa de histona-2) a través delive® de una forma SUMO-

dependiente, La unién de PIASx alfa a Elk-1 provearos efectos: 1) promueve la
remocion de HDAC-2 y de SUMO, 2) facilita la fosfacion de Elk-1 y 3) promueve la

asociacion de Elk-1 con HATs (acetil-transferasasidtona). Todo esto resulta en un
aumento de la actividad transcripcional de Elk-§teEproceso de activacion requiere

que Elk-1 esté sumoilada y de la integridad delidan®IM de PIASX alfa.

En el ejemplo mencionado en el parrafo anteri@ylta interesante que una E3 ligasa
de SUMO (PIASx alfa) promueva la des-sumoilacionsdeproteina de interaccion
(Elk-1), cuando normalmente las E3 ligasas se defaomo proteinas que promueven
la sumoilacion y el reconocimiento de los blances RIUMO. En Drosophila, la
subunidad del complejo BRM, Snrl, es requerida pgprimir y restringir la actividad
del complejo durante el desarrollo y de forma eékdpecifica. Snrl, muy
probablemente en asociacion con HDAC, inhibe lwvideid de ATPasa de la subunidad

catalitica Brahma (Marendat al., 2004). De forma similar, las subunidades del



complejo BRM, Osa y Moira son requeridas para lareg€on de genes blanco de
Wingless (Wg), probablemente en cooperaciéon comchm y la HDAC Rpd3 (Collins

y Treisman, 2000). Posiblemente alguna(s) suburi@ga@¢omplejo BRM se encuentre
en una forma inactiva en un determinado contexteguiera de la presencia de TnaA
para coactivar la transcripcion mediante la remmoci®@ SUMO (en un proceso similar a

PIASx alfa) y/6 de HDACs.

TnaA en la cromatina interfasica.

El gentna se requiere para la expresion de los genes haosedtin Drosophila. Es
posible que TnaA esté directamente asociado a denatina ya que interacciona
genéticamente con genes que codifican para divemsasinas que modifican a la
cromatina (Gutiérrezt al., 2003). Durante mi tesis de Licenciatura (200&hegé
anticuerpos policlonales contra diferentes regiodesTnaA. Después de ensayar
diversas metodologias para purificar los anticueqmeparados previamente (Figs. 16-
21), en este trabajo logramos demostrar que lasugnpos policlonales contra TnaA si
funcionan para ensayos de inmunotincion y reconacknproteina TnaA nativa (Figs.
24'Y 25 y 27-31).

Uno de los objetivos de esta tesis fue determinafngA se une a la cromatina
interfasica. En este trabajo muestro, por la técmie inmunotincion, que TnaA se
encuentra en los cromosomas politénicos de larv&edinstar de Drosophila silvestres
y de lineas transgénicas con TnaA etiquetado cepitdpe FLAG (Figs. 29y 30) . Los
nacleos donde se encuentran estos cromosomasi#ieados estan en interfase y
por lo tanto, algunas regiones de esta cromatité eksponibles para la transcripcion.
Las proteinas como Brahma, la RNA polimerasa Ih{gtronget al., 2002) 6 SUMO

(Capelson y Corces, 2006) se encuentran en la maayte las bandas de los



cromosomas politénicos. Es notorio que a diferedeidas proteinas mencionadas, en
este trabajo muestro que TnhaA se encuentra en shamenor nimero de bandas, en
un patron discreto y especifico, preferencialmemeda cromatina laxa (eucromatina,
Fig. 29) lo que sugiere que TnaA lleva a cabo aguoncion relacionada
probablemente a la sumoilacion y/o a la transadipen zonas especificas del genoma.
TnaA pudiera ser entonces responsable de la swidoila otra modificacion (si es que
no es una E3 ligasa de SUMO) de alguna proteinciaan a la cromatina so6lo en

determinado$oci.

Encontramos que la expresion ectopica de las versietiguetadas FLAG-TnaA y
TnaA-FLAG causa letalidad en Drosophila. No deteanios en qué etapa del
desarrollo mueren estos animales pero no encongraadaltos en condiciones de
expresar las proteinas etiquetadas (Tablas 1 yn Ajrguna de las lineas transgénicas
probadas. Esto nos indica que la regulacion dsilms y 6 etapas dondea se expresa
debe estar modulada finamente. Sin embargo, sirfogg la expresion de las versiones
etiguetadas FLAG-TnaA y TnaA-FLAG en las glandusadivales de larvas de 3er
instar (Figs. 13 y 15) sin detectar ningun efedletreo de esta expresion ni en larvas

ni en adultos.

La version etiquetada sobreexpresada de TnaA, Fia¥G, también se localiza en los
cromosomas politénicos (Figura 30) de las lineasstrénicasUAS TnaA-FLAG/Sgs-
GAL4) y puede ser detectada con el anticuerpo que @eoatra la proteina de fusiéon
GST-TnaAspring (N0 con el anti-FLAG). En este caso, el numero ldmdas
eucromaticas en donde se detecta TnaA es muchorngayo el observado en los

cromosomas silvestres (Fig. 29 y 30) sin teneefaeato toxico. Ya que TnaA-FLAG



retiene su capacidad de unirse a la cromatina,cég@enente a la eucromatina,
creemos que esta forma etiguetada puede ser délizzn otros experimentos
bioquimicos como coinmunoprecipitaciones con dagfgroteinas. Es notorio que con
el anticuerpo comercial anti-FLAG podemos deteetaa version etiquetada en analisis
tipo Western de extractos solubles de las glandsdigales de las lineas transgénicas

(Figs. 13 y 15) pero no en los cromosomas poligm{€ig. 30).

¢A qué podria estar unida TnaA en los cromosonaditémicos? Algunas de las
proteinas del grupo trithorax que interaccionanéjeamente cormna, como Brahma
(Armstronget al., 2002), Kismet (Srinivasadt al., 2008) y Osa (Mohrmand al.,
2004) se encuentran altamente asociadas a cromsgoolitgénicos. En este trabajo
mostramos que TnaA colocaliza en algunas bandasmaticas con Osa (Fig. 31 A"y
en otras no (Fig. 31 B"). A pesar de que esta no&igdh solo nos sirve para visualizar
esta colocalizacion, esta informacién nos permisifidar mas nuestros modelos de
trabajo para demostrar si Osa y ThaA puedan irtenaar fisicamente o si estan en el
mismo complejo proteico. Por ejemplo el hecho deenoontrar siempre a Osa y a
TnaA juntos nos obliga a predecir que existe(n)ir@dgs) caracteristica(s) de Osa, TnaA

0 la cromatina donde se encuentran, que podrilnrieh este patrén de colocalizacion.

Por ejemplo, en la literatura encontramos que,sampée que Osa es una proteina del
grupo trithorax que se requiere para el mantenitoiele la expresion de los genes
homeoticos (Vazqueet al., 1999), Osa también puede reprimir directamentdr@s
genes. Este es el caso del gen blanco deDMtgl-less (DII), en la region de la bolsa
“pouch” del disco imagal de ala (Collins y TreismaR000). Para qu®Il pueda ser

activado, requiere de la presencia de dos protejnasson subunidades del complejo



transcripcional Mediador, Kto y Skd (Carremt al., 2008). tna interacciona
genéticamente tanto cakd como conosa. Por lo tanto, una hipétesis seria que TnaA
se uniera a Osa sumoilada (Nteal., 2009) a través de su dominio SIM (ver Tabla 3) y
facilitara el reclutamiento del complejo Mediadotraves de algun tipo de interaccion
con Kto y Skd, como lo sugieren las interaccioneséticas (Gutiérregt al., 2003).
Esto promoveria un cambio o “switch” en la funcide las subunidades BRM, que
involucraria la modificacién del equilibrio entreopeinas de Represion/Activacion en
genes, como los homeoticos, que requieran del @m@BRM y detna para su

expresion.

Por otro lado, se sabe que diversas proteinas damdistonas H2A y H2B, las
topoisomerasas, y las HDACs se sumoilan, y que3ldigasa de SUMO Mms21 se
encuentra unida a los cromosomas (Zhao y Blobdl5;20lie et al., 2009). Ademas,
SU(VAR)2-10, la uUnica otra proteina codificada mbrgenoma de Drosophila que
contiene un SP-RING también se encuentra asociadar@somas politénicos (Haati
al., 2001). Hay cada vez mas ejemplos de proteinasfagrman parte 6 que estan
asociadas a la cromatina. Es posible que TnaA puderaccionar fisicamente con

alguna(s) de éstas u otras proteinas de la croanagira ejercer su funcion.

La sumoilacion y la expresién de los genes homedtsc

tna es requerido para la expresion de genes homedt@asrrezet al., 2003) y un
modelo es que TnaA pudiera ser una E3 ligasa de@Hésta la fecha existen pocos
ejemplos que vinculen directamente la sumoilacion el mantenimiento de los

patrones de expresion de los genes homeodticos. déncellos se encontré6 en



Caenorhabditis elegans (C. elegans), donde se observé que la proteina del PcG, SOP-2
(Polyhomeotic, PH y Sex Combs on Midleg, SCM enddphila) se une a la E2 Ubc9 a
través del dominio SAM, lo que permite la sumoibacide SOP-2in vivo. Esta
modificacion promueve la localizacién de SOP-2 mithios o cuerpos nucleares lo que
permite su funcion para el mantenimiento de laegpn de los genes homeoticos
(Zhanget al., 2004b). La disrupcién generalizada de la suroidifaimita 6 fenocopia la
falta de SOP-2 y por lo tanto, con este tratamiesgcobservan fenotipos de expresion
ectopica de los genes HOX y consecuentemente dramstiones homeoticas. Aunado
a esto, se encontrd que la proteina SOP-2 se weaainente a fragmentos de RNA a
través del dominio FCS (“Four Conserved Cysteindg’)cual contribuye a la
localizacion de SOP-2 en ldsci 0 secuencias blanco (Zhaegal., 2004a). SOP-2
también interacciona fisicamente con la proteinaRid& llamada SOR-1 y ambas
actlan sinérgicamente en el mantenimiento de les&m de los genes homedticos en

C. elegans (Zhanget al., 2006).

El otro ejemplo involucra a una proteina PIAS, p&ste no necesariamente involucra a
la sumoilacion. Las proteinas PIAS, tienen un déglainc tipo SP-RING. Todas ellas
poseen actividad de E3 ligasa de SUMO. Se ha emaclinjue las proteinas Mizl y
PIAS1 de ratdon confieren la especificidad de us@NA de las homeoproteinas Msx2
y Msx1 respectivamente (Kotaghal., 2000; Leest al., 2006). PIAS1 se requiere para
que Msx1 se mantenga en la periferia nuclear denioblastos (Leet al., 2006). El
punto interesante aqui, es que estas funcionesitdespara la proteina PIAS1, son
aparentemente independientes de su actividad deg&$a de SUMO (revisado en
Sharrocks, 2006). Lee y col. (2006) proponen quidalizacion en compartimentos

subnucleares de las homeoproteinas, es un requiaite para su union especifica a



ciertas secuencias de DNA y que este proceso merdeyudado por cofactores como

PIAS1.

Con los resultados de esta Tesis podemos conclaifgaA se asocia con proteinas de
la cromatina muy probablemente en eventos de reiulgositiva de la transcripcion
en D. melanogaster. TnaA probablemente dirija, regule 6 favorezca uady
modificacion (probablemente sumoilacion) y/6 laalixacion de proteinas del trxG
como por ejemplo: 1) alguna(s) subunidades del &mBrahma, 2) de alguno de los
blancos del complejo e. g. histonas 6 3) de pratefjue formen parte de la maquinaria
basal de transcripcion de la RNA polimerasa lIsueoilacion u otra funcion de TnaA,
ayudarian a la localizacién correcta de algunaésgstas proteinas en alguna regién
especifica de los cromosomas, de tal forma quesadzca el mantenimiento de la

expresion de los genes homedticos.






CONCLUSIONES

-La fusion BD-TnaA activa la transcripcion de genes reporteros en el sistema de
dos hibridos de levadura y por lo tanto no puede Uizarse como "carnada"” en este

ensayo

- TnaA nativa (anti-TnaAxspring) S€ localiza en_bandas_especificas y_discretas
asociadas a cromatina laxdeucromatina) en cromosomas politénicos silvestres

- TnaA (anti-TnaAxspring)_cColocaliza_con _Osaen algunos sitios en_cromosomas
politénicos

-La expresion_ectépica_de TnaA-FLAG(Act-5C) en D. melanogaster causa una
letalidad del 100%.

-La forma etiquetada de TnaA, TnaA-FLAG se expresan glandulas salivales de
larvas de 3er instar y ocasiona mortalidad parcialentre las etapas de pupa y
adulto.

-La forma etiquetada de TnaA, TnaA-FLAG mantiene lacapacidad de unirse a
eucromatina en cromosomas politénicos de glandulasalivales de larvas de 3er
instar.

-TnaA-FLAG se encuentra en la region perinuclear decélulas de glandulas
salivales (anticuerpos anti-TnaAspring Y anti-FLAG) y presenta una distribucion
generalizada en los cromosomas politénicos de lavade 3er instar de lineas
transgénicasUAS-tnaA-FLAG/Sgs3-GAL4 (anticuerpo contra ThaAxsprinG)-

- La glicina-HCI 0.1 M pH 2.5 eluyea la proteina_ GST-TnaAspring d€ la resina
glutation sefarosa.

PERSPECTIVAS.

Determinar los dominios de TnaA que activan y goectivan la transcripcion
de genes reporteros en el sistema de dos hibridos.

- Buscar proteinas que interaccionen fisicamenteTowA por ensayo de dos
hibridos.

Realizar ensayos de inmunoprecipitacion con loswrpos anti-TnaA y anti-
Osa o con proteinas relacionadas a TnaA.

Realizar inmunotincion de cromosomas politénicaizahdo anticuerpos de
proteinas relacionadas a TnaA.

Realizar inmunotincion de cromosomas politénicorEas mutantes patiaa.



ANEXO

1.- Presencia de TnaA durante el desarrollo dB. melanogaster.

Existen proteinas que se expresan durante todesalmllo deD. melanogaster, desde

la etapa embrionaria hasta el estadio adulto. TpraBablemente esté a lo largo de todo
el desarrollo, pues el transcritA esta presente en todos los estadios (Gutiétralz,
2003). Por otra parte, la proteina TnaA se ha tatecen embriones de 3-21 h y en
adulto (R. A. Juarez-Uribe, Tesis de Licenciatud@7). Con el objetivo de determinar
en qué estadios del desarrollo esta presente Ts@Aealizd un ensayo tipo Western
utilizando el anticuerpo contra Tngaés en extractos de proteina que abarcaran estadios
de todo el desarrollo d@. melanogaster. La razén por la cual se utilizé el anticuerpo
TnaAwnsz €s debido a su capacidad de reconocer a TnaAB, Wasi poder comparar la

presencia de transcritos con proteinas (Fig. 32).
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Figura 32. Las proteinas Tna en diferentes estadiatel desarrollo deD. melanogaster. Andlisis tipo
Western de extractos proteicos insolubles de lted&s de embriones de 0-3 y 3-21 hr, larva de 1
estadio (L1), larva de2estadio (L2), larva de®3estadio (L3), pupa (P), adulto hembra (H) y adulto
macho (M). La membrana se incub6 con el anticudgmi-suero) contra Tnafs: en una dilucion
1:1000. La flecha-) indica la presencia de las proteinas TnaA dek20y TnaB de 64 kDa, asi como
porteinas adicionales de 194 y 75 kDa.



Como se puede observar (Fig. 32), la sefial quesmrnde a la proteina TnaA es muy
tenue y se encuentra a partir del estadio de emtded@-21 h hasta adultos, lo cual seria
consistente con la presencia del transdng® en el desarrollo (ver Fig. 7). También
aparece una proteina de 194 kDa en los mismosi@stdd ThaA, y con una mayor
intensidad en los estadios de pupa (P), adulto reeiftd y adulto macho (M). Dicha
proteina de mayor peso aparece en los analisisNipstern anteriores (R. A. Juarez-
Uribe, Tesis de Licenciatura 2007), aunque no seatta la posibilidad de que sea otra
version de Tna, también podria ser TnaA modificealzalentemente. En el caso de la
banda correspondiente a la proteina TnaB, estancgemtra en todos los estadios
aunque muy tenue, lo cual no corresponde con kepoia del transcrittnaB, el cual
solo se encuentra a partir de larva dee3tadio (L3) (ver Fig. 7). Probablemente la
explicacion de la presencia de TnaB en estadiopreemos se explique por depositacion
materna de la proteina, la cual posiblemente pezmtanpor lo menos hasta larva d2 2

estadio (L2).

2.- Prueba de protedlisis de la proteina GST-ThaApring CON trombina.

Para hacer experimentos de competencia con lazuantios dirigidos contra la proteina
de fusion GST-Tnakspring €N algunos casos seria preferible tener la peotEituble.
Esto no ha sido posible debido a que no habiamdsipalespegarla de las perlas de
glutation-sefarosa con diversos protocolos probafihsirez-Uribe RA, Tesis de
Licenciatura 2007).

La proteina de fusion GST-Tnadring S€ construyd en el plasmido pGEX-2T que
contiene un sitio de corte para la enzima tromiirea-Val-Pro-Arg-Gly-Ser) entre la

secuencia de la proteina GST y la secuencia glismma a ella. Por tanto, decidimos



establecer las condiciones para aprovechar el ddi@orte por trombina y eluir el

segmento Thagspring de la proteina de fusidon GST-TnafrinG

Como primer paso para determinar las condicioneprdeedlisis mas eficientes, se
parti6 de una muestra de la proteina de fusiénauaith resina de glutatién-sefarosa y
se incubd durante diferentes tiempos (2, 4, 8 yhléen presencia de diferentes

concentraciones de trombina (0.0002, 0.0005 y 0WQl) a 22C.
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Figura 33. Obtencién de TnaAspring POr procesamiento con trombina de la proteina deukidn
GST-TnaAxspring. La reaccion se llevd a cabo con 20 pl de resint@tibn sefarosa que contenia ~ 40
Hg de GST-Tnagspring CONn 40 pl de buffer de corte con trombina que ewiat diferentes
concentraciones de la enzima (0, 0.0002, 0.000®§10U/ul) incubando durante diferentes tiempos (2,
4,8y 16 h) a 2Z. En cada carril se cargaron 20 ul del sobrenaddatcada reaccién. Se cargaron 5 pl
de las resinas unidas a la proteina de las muesitadas con 0.0002 y 0.001 U/ul de trombina,1® %

de incubacién (Sefarosa 1 y Sefarosa 2 respectivi@geLa fusion GST-Tna&pring (GST-TnaAXSP),

y los fragmentos Tna&pring (TNAAXSP) y GST son sefialados con flechgs (

De estas condiciones encontramos que GST-J&@f\c Sse corta eficientemente con
0.001 U/ul de trombina incubando durante 16 h (@mapSefarosa 1 y Sefarosa 2, Fig.
33) pero el fragmento Tnalering NO Se libera en la fraccién soluble. En la muestra
"Sefarosa 2" se puede observar que la mayor coacét de proteina ahora se
encuentra distribuida entre los fragmentos proaesdmhaAspring Y GST, Yy que adn
gueda un remanente de la proteina de fusion intRectdoablemente se requiera de un

mayor tiempo de incubacion 6 mayor concentraciétiatabina para procesarla toda.



Por lo tanto en el siguiente experimento se em@teaoncentraciones crecientes de
trombina (0, 0.001, 0.0025 y 0.012 U/ul), mayordasaprobadas en el experimento
anterior y las reacciones se llevaron a cabo ebufier de bicarbonato de amonio 50
mM, pH 8.0 incubadas por 16 h, para probar si @asesondiciones era posible
solubilizar el dominio procesado Tngérne Para mayor sensibilidad durante el
analisis, se utilizé una solucion de AgOH paraedélido del gel. Los resultados de la

reaccion con 0.012 U/ul de trombina se muestrda €igura 34.
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Figura 34. Ensayo de obtencién de GST-Tna&rring CON trombina por corte de la proteina
GST_TnaAxspring €N diferentes buffers SDS-PAGE tefiido con AQOH que muestra la fracaén
sobrenadante (40ul) de la reaccidn con la resiidala la proteina de fusion y 20 pug de sefaro8pl)1
después de la incubacién con trombina (0.012 U&ih 22C) en dos buffers disintos: en buffer de corte
y en buffer de bicarbonato de amonio. Las proteipesducto del procesamiento entre GST y
TnaAxspring SON sefialadas ).

Como se puede observar no hay solubilizacion gedteina procesada en ninguno de
los dos "buffers” probados. En la sefarosa, seredsena banda de gran intensidad
correspondiente a GST en las muestras procesadaammdnos "buffers”, y las tratadas
con "buffer" de bicarbonato de amonio se observa ligaro aumento en la

concentracion del dominio Tnadering asi como productos proteicos de bajo peso



molecular. En conclusion, el "buffer" de bicarbanate amonio no mejora la
solubilizacion del TnaksprinG

Como es notorio, en la sefarosa post-corte, sienggrdta mas intensa la banda de GST
gue la de Thakspring @Un cuando deberian estar en proporcion 1:1, sareproducto
de una misma proteina de fusién. Con la intenceddeterminar donde se encuentra el
TnaAxspring después del corte con trombina, se realizé un cwwexperimento,
cargando las diferentes fracciones y los lavadosoffo lado, para verificar si la banda
gue se observa en las resinas del peso molecutaspondiente a GST lo es, se agrego

glutation reducido para eluirla de la sefarosa.

e 2 q
Kol N
@Q \5} & &}P .§§)
& il
S
&
202
115
o8 4=GST-TnaA
GST-TnaAsp =1 *TnaAs,
TnaA.
il 37
29 «=GST
GST 50

0.0005 Ufpl, 16 h 22°C

0.012 UMl 1 h22°C

Figura 35. Analisis de procesamiento de GST-Tna@prine CON trombina. Se muestra la elusion de
GST post-corte al afiadir glutation reducido (A) as Idiferentes fracciones y lavados durante el
procesamiento de GST-Tnaérine (B). De reacciones de protedlisis de volumen td&@l30 pl, se
cargaron sobrenadantes, lavados (PBST) y elus{@0egl), asi como la sefarosa pre- (Sefarosa)sypo
corte (1 y 2) (10 pl). La fusion GST-Tnghrine (GST-TNaAXSP), y los fragmentos Tnafrine
(TnaAxsp) Y GST son sefialados con flechas)(La concentracién de trombina, tiempo y tempeeatle
incubacion se muestran debajo de cada panel.

En la figura 35A se muestra que la proteina de2¥ é&s GST puesto que una fraccion
se eluye con el buffer de glutation reducido. Cloprepdsito de visualizar el destino o

la presencia del dominio Tnaéering pOSterior a la incubacién con trombina, se



cargaron diferentes fracciones y lavados del pmdeés la figura 35B se observa que
GST-TnaAspring €Sta en la sefarosa previa al corte, y en la agedapost-corte se
mayoritariamente GST y Thalrring Minoritariamente. Thaipring NO SE encuentra
en ninguna de las fracciones solubles. Dicho radaltsugiere que probablemente el
dominio TnaAsprinG €S insoluble y se precipita, y como el ensayoas® len “"batch”
gueda mezclado de manera no uniforme con la sefaPas ende, al cargar una muestra
de sefarosa, se toma una cantidad nula o no repadisa de la concentracién de
TnaAxspring Finalmente se concluyd que este ensayo en laticdmmes que se hizo,

no resulta practico para purificar al dominio TRa#kine
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