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ABREVIATURAS

ADD: Dominio conservado en las proteinas ATRX, DNMT3, DNMT3L.

dADD : CG8290: ADD en Drosophila melanogaster.

ADN: Acido desoxiribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

ATPAsa: Enzima que hidroliza ATP para realizar su funcién.

ATRX: “Alpha-Thalassemia mental Retardation syndrome X- related”. Sindrome que genera retraso
mental, a-talasemia ligado al cromosoma X.

dATRX: proteina ATRX en Drosophila melanogaster.

hATRX: proteina ATRX de humanos.

dATRX-L: proteina ATRX de Drosophila la isoforma larga.

dATRX-S: proteina ATRX de Drosophila la isoforma corta.

C-terminal: Carboxilo terminal.

CyO: “Curly of Oster”. Balanceador del cromosoma 2. Homocigo letal, cuyo marcador dominante
es Cy: Las moscas presentan las alas curveadas hacia arriba (Lindsley y Zimm, 1992).

DAXX: “Death domain associated protein”.

DNMT3-DNMT3L: DNA metiltransferasas (3 y 3L).

DREF: “DNA Replication related Element binding Factor”. Factor de transcripcion de union al ADN
relacionado al proceso de replicacion.

EZH2: “Enhancer of Zeste homolog 2”. Homdlogo 2 del enhancer de zeste.

GAL4: Proteina activadora de la transcripcion requerida para la activacion de genes GAL
(galactosa).

GATA-1:“G= GuaninA; A=AdeninA; T= Timina”. Dedo de zinc de tipo-GATA de factores de
transcripcién implicados en el crecimiento celular.

H3.3: variante de la histona H3 en mamiferos

H3K9me3: marca epigenética de trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3.

H3K4meO: Indica que la lisina 4 de la histona 3 estd libre de metilacion.

HP1: “Heterochromatin Protein 1”. Proteina de Heterocromatina 1.

HRP: “Horse Radish Peroxidase”. Peroxidasa de rabano picante.

kDa: Kilo Daltones.



MeCP2: Proteina "metil-CpG binding protein 2).

MKRS: Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal, cuyo marcador dominante es Sbh: “Stubble”,
donde las moscas presentan quetas cortas en todo el cuerpo (Lindsley y Zimm, 1992).

N-terminal: Amino terminal.

ORER: Moscas silvestres Oregon.

pb: Pares de bases.

PBS: “Phosphate Buffered Saline”. Buffer de fosfatos.

PCR: “Polymerase Chain-Reaction”. Reaccidn en cadena de la polimerasa.

PHD: “Plant Homeo Domain”, por sus siglas en ingles.

PM: Marcador de peso molecular.

Polycomb: familia de proteinas que participan en el silenciamiento epigenético de ciertos genes.
RNAi: RNA interferente (silenciamiento). Secuencia de RNA especifico para una secuencia de RNA
mensajero blanco el cual interfiere con la expresién del gen blanco reduciendo los niveles de
produccién de esa proteina.

RT-PCR: del inglés (Reverse transcription polymerase chain reaction) es una variante de PCR donde
una hebra de ARN se copia a ADN (ADNc) usando una enzima llamada transcriptasa reversa.

S2R+: linea celular de Drosophila aislada de linea Schneider 2 que se encuentra en estadio
embrionario tardio.

SANT: Dominios conservados que se unen a las colas de histonas o presentan union al ADN (segun
su punto isoeléctrico), presentes en proteinas asociadas a complejos remodeladores de la
cromatina (SWI/SNF).

SDS: “Sodium dodecyl sulphate”. Dodecil sulfato de sodio.

SNF2: “Sucrose Non Fermenting 2” Subfamilia que pertenece a la familia SWI/SNF.

SU(VAR) 3-9: enzima metiltransfeasa de histonas que trimetila la H3 en la lisina 9.

Sp: “Sternopleural”. Marcador en el cromosoma 2. Homocigo letal. Las moscas presentan quetas
extras en la region del esternopleuro (Lindsley y Zimm, 1992).

SWI/SNF: “Switching-defective/sucrose non-fermenting”. Familia de complejos remodeladores de
la cromatina dependientes de ATP.

TM2: Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal, cuyo marcador dominante es Ubx:
“Ultrabitorax”, donde las moscas presentan una o varias quetas en el alterio (Lindsley y Zimm,

1992).



TM3: Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal, cuyo marcador dominante es Ser: “Beaded-
Serrate”, donde las moscas presentan las alas quebradas en la punta, en algunos casos esta
acompafiado por “Stubble “(Sb) que se observa por tener quetas quetas rasuradas y gruesas en el
torax (Lindsley y Zimm, 1992).

UAS: “Upstream activating secuence”. Secuencia activadora rio arriba.

W8 Marcador del cromosoma 1. “White”, variante del alelo w*, donde las moscas presentan
ojos blancos (despigmentacién) debido a una delecién.

WB: “Western blot”.

Wild type: organismo con genotipo silvestre.

Y(1): Marcador del cromosoma 1. “yellow”, la mosca presenta pigmentacién amarilla en la cuticula

del cuerpo de los individuos adultos.



RESUMEN

El gen ATRX de humanos fue descrito en 1995. Mutaciones en el gen hATRX (“Alpha-Thalassemia
mental Retardation syndrome X- related”) se asocian con un sindrome ligado al cromosoma X que
incluye una serie de fenotipos como retraso mental de moderado a severo, a-talasemia, fallas
psicomotoras, anormalidades urogenitales y microcefalia, entre otras (Gibbons et. al., 1995). La
proteina ATRX tiene un dominio ATPasa-helicasa en el carboxilo terminal, que la clasifica como un
miembro de la familia SNF2 de complejos remodeladores de la cromatina. Contiene un segundo
dominio se encuentra en el extremo amino terminal y tiene un PHD y un dedo de zinc tipo GATA
gue se han asociado al reconocimiento de las histonas (Argentaro et. al., 2007). Esta organizacién
de los dedos de zinc también se encuentra en las ADN metil transferasas DNMT3L y por lo tanto ha
sido nombrado el dominio ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L). Defectos en este dominio son

responsables del 50% de las mutaciones en individuos afectados (Argentaro et al., 2007).

ATRX se conserva a través de la evolucion, desde C. elegans hasta H. sapiens, sin embargo en los
invertebrados el dominio ADD no se ha descrito (Sun et al., 2006). En D. melanogaster un reporte
reciente muestra un posible homdlogo en la mosca (dATRX) (Bassett et al., 2008), la cual esta
presente en dos isoformas que derivan del mismo transcrito y al ser un organismo invertebrado,
la proteina dATRX carece del dominio ADD. Por medio de un analisis in silico se encontré otro
gen, “CG8290”, el cual codifica para dos isoformas que contienen el dominio ADD y las cuales
hemos denominado ADDa y ADDb. Ya que dATRX carece del dominio ADD es posible que una o
ambas de las isoformas de dADD interactuen fisicamente y / o genéticamente con dATRX y por lo

tanto podrian estar implicados en los mismos procesos celulares.

Por medio de la técnica de RT-PCR se pudieron observar cuatro transcritos principales llamados
ADDa, ADDb, ADDc y ADDd que se encuentran presentes a lo largo del desarrollo de D.
melanogaster y por medio de anticuerpos se pudieron reconocer varias bandas que pudieran ser

las isoformas proteicas de ADD.

Se analizd la distribucidn celular de las proteinas por separacién de las fracciones nucleares y
citoplasmicas de células S2R+ y se determind que son proteinas nucleares. Ademads se realizaron
co-inmunotinciones de cromosomas politénicos con la proteina HP1a y se puede observar que
colocalizan en el cromocentro principalmente, aunque también se observaron en los brazos de los

cromosomas en regiones eucromaticas.



Finalmente se disefiaron y mandaron inyectar moscas transgénicas que expresan un interferente
inducible para ADDa y ADDb pero no se pudo observar la disminucién de los niveles del transcrito
asi como un fenotipo. Sin embargo, al emplear un “stock” de “ Vienna Drosophila RNAi Stock
Center” el cual interfiere con todas las posibles isoformas junto con el “driver” de expresién ubica
TubulinaGal4, se observé que se afectd la supervivencia de las moscas que expresan el
interferente, siendo sélo del 3% en machos y del 59% en hembras. Al parecer estos organismos se

mueren en estadios de pupa y farato.

Los datos obtenidos muestran que los productos del gen CG8290 son ubicuos, son
predominantemente nucleares y tienen dominios involucrados en el reconocimiento al ADN vy a la
cromatina, por lo tanto pudieran tener un papel como factores transcripcionales y ademas son
importantes para la supervivencia del organismo. El determinar si estas proteinas interaccionan

con dATRX sera de gran importancia en el futuro para determinar sus funciones celulares.



ABSTRACT

The human gene ATRX was described in 1995. Mutations in hATRX ("Alpha-Thalassemia mental
retardation syndrome X-related") are associated with X-linked syndrome that includes a number of
phenotypes like mental retardation, a-thalassemia, psychomotor failures, urogenital abnormalities
and microcephaly, among others (Gibbons et al., 1995). The ATRX protein has an ATPase domain
at the carboxy-terminal helicase, which classifies it as a member of the family SNF2 of chromatin
remodeling complexes. The protein also contains a second domain is at the amino terminus and
has a PHD and a zinc finger GATA type that have been associated with recognition of histones
(Argentario et al., 2007). This organization of the zinc fingers also found in the DNA methyl
transferases DNMT3L and therefore has been named the domain ADD (ATRX-Dnmt3-DNMT3L).
Defects in this domain are responsible for 50% of mutations in affected individuals (Argentario et

al., 2007).

ATRX is conserved through the evolution from C. elegans to H. sapiens however in invertebrates
the corresponding ADD domain is absent (Sun et al., 2006). In Drosophila melanogaster a recent
report showed a possible homologue in the fly (dATRX) (Bassett et al., 2008) that interestingly
lacks the ADD domain. We found by in silico analysis that another gene, CG8290, codifies for two
isoforms of a protein that contains an ADD domain (dADD) that we have named ADDa and ADDb.
Since dATRX lacks the ADD domain it is possible that one or both of the isoforms of dADD interact
physically and/or genetically with dATRX and therefore they could be involved in the same cellular

processes.

Through RT-PCR technique it was possible to observe four major transcripts called ADDa, ADDb,
ADDc and ADDd that are present throughout the development of D. melanogaster and using

specific antibodies it possible to observe several bands that could be the protein isoforms of ADD.

By gradient separation of nuclear and cytoplasmic fractions in total extracts of S2R+ we
determined the enrichment of these proteins in the nucleus. Furthermore co-immunostaining iof
polythene chromosomes with this antibodies and HP1a show that they localize mainly in the
chromocenter, a heterochromatic region, although euchromatic signal is also present through the

chromosome arms.



Finally were designed and constructed transgenic flies expressing RNA interferent to ADDa and
ADDb but was not possible to observe the decrease in transcript levels and a phenotype. By
employing a stock Vienna Center for all possible interfering isoforms showed a survival phenotype

3% in males and 59% females. It looks like this organisms died in pupae and pharate.

The data obtained show that CG8290 gene products are ubiquitous and are predominantly nuclear
with domains that are involved in recognition of chromatin DNA and therefore may have a role as
transcription factors as well are important for the survival of the organism. Determining whether
these proteins interact with dATRX will be important in the future to determine their cellular

functions.
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1. Introduccion

1.1 La cromatinay los complejos remodeladores de la cromatina

La cromatina es el complejo de ADN y proteinas en el que el material genético es empacado
dentro de las células de organismos con nucleo (Fensenfeld & Groudine, 2003). La dindmica de la
cromatina mantiene una interaccién directa con todos los mecanismos que involucran al ADN en
eucariontes, entre ellos su transcripcion y su reparacién. La maquinaria de transcripcién de las
células eucariotas debe interaccionar especificamente con secuencias de ADN en los promotores
de los genes para poder iniciar la transcripcion de los mismos. Sin embargo, las zonas de
reconocimiento e interaccién de estos factores con el ADN no siempre se encuentran accesibles
dependiendo del grado de compactacién de la cromatina. La cromatina se encuentra altamente
organizada y su empaquetamiento se debe a su asociacion a dos clases de proteinas: las histonas y
las proteinas accesorias, como son: las proteinas reguladoras de la transcripcién, proteinas
modificadoras de histonas, reguladores de cromatina y proteinas de reconocimiento del ADN).
Ambas clases de proteinas participan manteniendo la estructura del DNA y regulando la expresion
génica (Lehninger et al., 2006). La subunidad primaria de la cromatina es el nucleosoma, el cual
estd formado por un octdmero de histonas, con dos copias de cada una: H2A, H2B, H3 y H4,
ademas esta asociado a una histona adicional, la histona H1 que actia como unién al ADN “linker”

(Allis et al., 2007) (fig 1).

Las histonas son proteinas pequefias, muy basicas que se encuentran conservadas a lo largo de la
evolucidn. Presentan un dominio globular llamado “core” de histonas y uno flexible: lo que se
conoce como “colas” de histonas donde se expone la regidon N-terminal. Estas juegan un papel
importante en la variabilidad y dinamismo de los nucleosomas ya que ambos dominios son objeto
de modificaciones post-traduccionales (Allis et al., 2007). En ciertas regiones de la cromatina, los
nucleosomas pueden incorporar variantes de histonas, las cuales presentan algunos aminoacidos
de diferencia con las histonas candnicas y se depositan en momentos del ciclo celular diferentes a
las histonas candnicas, las cudles se depositan durante la replicacion. Estas modificaciones le
brindan a los cromosomas funciones especializadas. Permiten en algunos casos que se lleve a cabo
el proceso de transcripcién y sirven de reconocimiento a diferentes tipos de factores involucrados
en el mantenimiento de la estabilidad del genoma (Allis et al., 2007). Por ejemplo la variante H3.3

de la histona H3 candnica difiere en cinco aminoacidos y se encuentra altamente enriquecida en
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regiones que estan activas transcripcionalmente promoviendo la regulacidon de genes especificos

durante el desarrollo (Goldberg et. al., 2010)

Los nucleosomas permiten el enrollamiento de 146 pares de bases de ADN, formando estructuras
de compactacion conocidas como el collar de perlas. Posteriormente los nucleosomas se
organizan en estructuras de orden mayor como las fibras de 30 nm, para seguirse condensando el
ADN hasta formar los cromosomas. De esta manera el ADN de los organismos eucariotes se

condensa dentro del ntcleo (Zhang et al., 2009; Lydall y Whitehall, 2005) (Fig. 1).

Sh acf)
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Figura 1. La organizacidn del ADN en el nucleo. (a) Cada nucleosoma comprende un octamero de
histonas, que consisten en un tetrdmero H3,-H4, y dos dimeros H2A-H2B. La parte amino terminal
de las histonas se proyecta fuera del centro del nucleosoma e interactia con el ADN. Estas colas
pueden ser modificadas postraduccionalmente y funcionar como sefalizadoras. (b) Estructura
cristalizada del nucleosoma donde se ve la interaccion del ADN con las histonas. (Levenson &
Sweatt, 2005). (c) Condensamiento del ADN en nucleosomas hasta llegar a su fase de mayor

compactacién que son los cromosomas mitdticos (Advanced Molecular Genetics-Biology).

Historicamente, la cromatina ha sido clasificada en dos configuraciones: la eucromatina se refiere

al estado en el cual la cromatina se encuentra descondensada debido a la baja densidad de
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nucleosomas proporcionando una composicion laxa que permite la entrada de la maquinaria de la

transcripcidn para que esta se lleve a cabo (Allis et al., 2007).

La heterocromatina, en cambio se refiere a regiones de la cromatina que se encuentran compactas
a causa de la alta densidad de nucleosomas, y se dice que esta cromatina siempre se encuentra
inactiva transcripcionalmente y no se afecta su estado de compactacién a lo largo del ciclo celular
(Allis et al., 2007). Presenta una funcién estructural ya que se encuentra en sitios
pericentroméricos y subteloméricos. Por lo general, los genes que se encuentran bajo este grado

de compactacién se encuentran silenciados y se replican tardiamente (Basett et al., 2009).

La heterocromatina puede clasificarse como constitutiva, que se encuentra permanentemente
compacta, contiene pocos genes y estd formada principalmente por secuencias repetitivas
localizadas en regiones coincidentes con centrémeros y telémeros. Este tipo de cromatina se
encuentra permanentemente silenciada y los genes son rara vez expresados. El otro tipo de
heterocromatina es la facultativa, que puede pasar de un estado compacto a uno mas relajado
dependiendo de la actividad transcripcional que varia por su condicién entre los distintos tipos

celulares o en diferentes etapas del desarrollo (Allis et. al., 2007).

Recientemente se realizé un analisis integrativo de los principales componentes que se unen a la
cromatina, como proteinas y marcas de histonas, que se encuentran en células en cultivo de
Drosophila derivadas de embriones y se describieron cinco tipos principales de cromatina las

cuales nombraron por colores (Fig. 2):

La cromatina verde seria lo que comiUnmente llamamos heterocromatina, se le asocia a las
proteinas HP1 (“Heterochromatin protein 1”) y SU(VAR) 3-9 (“Suppressor of variegation 3-9”)
junto con las marcas H3K9me2 y H3K9me3 y ademas se localiza en regiones pericentroméricas. La
cromatina amarilla se le relaciona con genes activos transcripcionalmente, tiene proteinas
asociadas de la maquinaria de transcripcidn y enzimas que controlan la acetilacidn de histonas. La
cromatina roja también se relaciona con genes activos pero que son tejido especificos y no tienen
la marca H3K36Me3 que se asocia a la elongacidn transcripcional. Ademas, es la cromatina mds
rica en proteinas y contiene la variante de histona H3.3. La clasificada cromatina azul se relaciona

con las proteinas del complejo “polycomb” y la marca H3K27me3 lo cual se relaciona con
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represion. Se le ha encontrado altamente representada en la regulacion de genes del desarrollo.
Los genes silenciados y regiones perinucleares se asocian a la cromatina negra y es la cromatina

mas cercana a la lamina nuclear (Filion et. al., 2010).

Figura 2. Representacion de los cinco principales tipos de cromatina identificados en células en
cultivo de Drosophila basado en las combinatorias de las distintas proteinas de unién a la

cromatina y marcas de histonas (Modificado de: Filion et. al., 2010).

Dado el diverso grado de compactacién de la cromatina, se sugiere que es una estructura dindmica
propensa a la remodelacion y reestructuracion (Allis et. al., 2007), y por lo tanto se requieren de
diversas estrategias para que la maquinaria de transcripcion pueda identificar sus secuencias
blanco y tener accesibilidad a las mismas, como es el uso de proteinas motoras que remodelan y
reestructuran a la cromatina (Li et al, 2007). Estos cambios, permiten el facil ingreso y la
interaccion de los factores de transcripcidn con la cromatina y por ende permiten que se lleve a

cabo el proceso de transcripcion.

Hasta el momento se conocen tres maneras por las que la estructura de la cromatina se modifica:
a) Mediante el intercambio de alguna de las histonas del nucleosoma por su variante
correspondiente (Felsenfeld y Groudine, 2003) (fig 3a).
b) A través de complejos proteicos que realizan modificaciones postraduccionales en los
residuos de amino acidos de las colas N-terminales de las histonas, lamados complejos

modificadores de la cromatina (Felsenfeld y Groudine, 2003) (fig 3b).
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c) Con ayuda de complejos multiprotéicos que dependen de ATP para remodelar
nucleosomas, llamados remodeladores de la cromatina, que a continuacién se describen

mas ampliamente (Felsenfeld y Groudine, 2003) (fig 3c).

A. Composicion

/" )‘
«
Nucleosoma canénico Variante de histona

B. Modificacion

TN =%

C. Posicionamiento

7 =

Figura 3. Remodelaciéon de la cromatina. (a) Modificaciones en la composicidon de los nucleosomas
por medio de las variantes de histonas. (b) Modificaciones postraduccionales en las colas de las
histonas. (c) Reposicionamiento o deslizamiento de los nucleosomas a través de los complejos

remodeladores de la cromatina (Saha et. al., 2006).

Los complejos remodeladores de la cromatina son maquinarias multiprotéicas especializadas que
permiten el acceso al ADN alterando la estructura, la composicién o el posicionamiento de los
nucleosomas de manera temporal ya sea por desplazamiento o por remocion de los mismos. Estos
factores determinan la arquitectura de la cromatina ayudando a remodelar los nucleosomas que
se encuentran cubriendo regiones promotoras y reguladoras como por ejemplo las llamadas
“enhancers” las cuales regulan el inicio de la transcripcidon de un gen e incrementan los niveles de
transcripcidn respectivamente. Los complejos remodeladores de la cromatina, permiten que se
lleve a cabo una regulacién en la transcripcidn, activan o reprimen controlando los distintos
estados de la cromatina (entre eucromatina y heterocromatina). Los promotores pueden
encontrarse bajo dos condiciones distintas: abiertos, como es en el caso de los genes constitutivos
(se expresan de manera constante) y cubiertos, como ocurre en los genes altamente regulados
(solo se expresan bajo condiciones adecuadas, por ejemplo en algin momento del desarrollo y en

tejidos especificos) (Cairns et al., 2009).
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Los complejos remodeladores de la cromatina requieren de la hidrélisis de ATP para el
cumplimiento de sus funciones de remodelacidon. Es por ello que todos los complejos
remodeladores poseen una subunidad con un dominio de ATPasa altamente conservado. Por lo
general estos han sido clasificados de acuerdo a sus funciones principales, el grado de
conservacién que existe entre sus dominios de ATPasa y de acuerdo a la presencia de otros
dominios cerca de la regién C-terminal que actian como sitios blanco o de regulacién para la

interaccion y el reconocimiento del ADN (Saha et. al., 2006).

Existen al menos 5 familias de remodeladores de la cromatina: INO80, NURD/Mi-2/CHD, ISWI,

SWR1 y SWI/SNF2 (Saha et al., 2006). A continuacidn, se describen algunas caracteristicas de ellas:

Familia INO8O, participa en procesos de reparacidn y transcripcién del ADN (Saha et al., 2006).
Familia NURD/Mi-2/CHD, involucrada en la represién de la transcripcién y el silenciamiento
regulado de ciertos genes (Saha et al., 2006). Familia ISWI la cual ayuda a conducir el ensamblaje y
la organizacion de la cromatina (Langst et. al, 1999; Ito et. al, 1997), manteniendo el
espaciamiento convencional de los cromosomas. Sus miembros promueven la represion. Actldan
sobre nucleosomas no acetilados confinando su actividad a nucleosomas en regiones
transcripcionalmente inactivas (Corona et al., 2002). Familia SWR1 que reconstruye nucleosomas
modificando su composicidn y por lo tanto su estabilidad. Su funcién es la insercién de variantes
de histonas, como lo es el intercambio de la histona H2A por su variante H2A.Z (Mizuguchi et. al.,
2004) en respuesta a cambios de en la temperatura haciendo el nucleosoma mas apretado (Cairns
et al., 2009). Estos remodeladores promueven la activacién génica (Guillimette et. al.,, 2005;
Raisner et. al., 2005; Zhang et. al., 2005). La familia SWI/SNF2 brinda acceso al ADN por medio del
desplazamiento de nucleosomas (Whitehouse et al., 1999) o por la liberacién de los mismos (Lorch
et. al., 1999). Su funcidon generalmente se encuentra correlacionada a la movilizaciéon de los
nucleosomas y a la activacion transcripcional (Narlikar et al., 2002; Saha et al., 2006; Lorch et al.,

1999).

En los humanos, los defectos o las mutaciones relacionados con los factores que se encuentran
involucrados en la estructuracidon de la cromatina, como los complejos remodeladores de la
cromatina, son causas de diversas enfermedades y sindromes como lo es el caso de la proteina

ATRX.
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1.2 ATRX
El gen ATRX de humanos fue descrito en 1995 (Gibbons et al., 1995). Mutaciones en el gen hATRX
(“Alpha-Thalassemia mental Retardation syndrome X- related”) se asocian con un sindrome ligado
al cromosoma X que incluye una serie de fenotipos como retraso mental de moderado a severo,
a-talasemia, fallas psicomotoras, anormalidades urogenitales y microcefalia, entre otras (Gibbons
et al.,, 1995). Ademds las mutaciones en el gen producen reducciones en la sintesis de la a-
globina, causante de la a-talasemia por lo que se sugiere su participacidn en la regulacion de este
gen (Gibbons et. al., 1995; Garrick et. al., 2004). El gen hATRX se encuentra en la posicién q13.1-
g21.1 del cromosoma X, por lo que la mayor parte de los individuos afectados son hombres

(Gibbons et al., 1995).

El gen hATRX tiene un longitud de aproximadamente 300 kb del ADN gendmico (Gibbons et. al.,
1995) y consta de 36 exones (Picketts et. al., 1996) que codifica al menos dos transcritos que dan
lugar a dos proteinas ligeramente distintas: una de 280 kDa que se ha visto que su localizaciéon es
principalmente en heterocromatina y en los cuerpos PML, que son puntos nucleares compuestos
principalmente por material proteico no cromatico. Ademas se produce otro transcrito por
“splicing” en donde el intron 11 es retenido generando un coddn de terminacion. Este transcrito
da origen a otra isoforma proteica, ATRXt de aproximadamente 180 kDa (Berubé et al., 2000). El
resultado es un péptido que conserva el dominio ADD pero carece de la parte C-terminal donde se
encuentra el dominio ATPasa/Helicasa al igual que pierde la unién a las proteinas Daxx, MeCP2 y
la localizacién en los cuerpos PML aunque se ha visto que se sigue asociando a heterocromatina

(Garrick et. al. 2004) (fig 4).

Recientemente Nogami et. al., (2011) por medio de RT-PCR de hipocampo de ratén identificaron
al menos otras cinco isoformas de ATRX en este tejido empleando un conjunto de oligonucledtidos

|ll

que les permitid observar el “splicing” alternativo y sitios internos de inicio de la traduccion. Asi

gue es posible que existan mas isoformas que sean tejido especificas no descritas hasta la fecha.
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Dirige a heterocromatina

a | ‘

hATRX Helicasa/ATPasa 280 KDa
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A
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HPla EZH2 Daxx MeCP2

hATRXt 180 KDa

HPla EZH2

Human ATRX
g %3550@ A

O Mutaciones descritas asociadas al sindrome ATRX
Figura 4. Las dos isoroformas de ATRX y las mutaciones en el gen descritas hasta el momento. (a)
La isoforma de la proteina ATRX (280KDa) con sus dominios y sitios de interaccion con distintas
proteinas y la isoforma alternativa por producto truncado ATRXt (180 kDa) (Modificado de Berubé,
2011). (b) Distintas mutaciones hasta la fecha descritas en la proteina ATRX sobre los dominios

ADD (~50%) y SNF2 (~30%) (Modificado de Eustermann et al. 2011).

Individuos con el sindrome-ATRX tienen diversas mutaciones en diferentes sitios en el gen:
cambios de aminodacidos conservando el marco de lectura, productos truncados o deleciones
(Gibbons et al., 2008). Estas mutaciones por lo general dan lugar a un cambio en la funcionalidad
de la proteina y en su mayoria caen sobre dos dominios altamente conservados a lo largo de la
evolucién. El primero es del tipo ATPAsa-helicasa en el carboxilo terminal que la clasifica como
miembro de la familia SNF2 de remodeladores de la cromatina, que es responsable del 30% de las
mutaciones que producen la enfermedad. El otro dominio se encuentra en la porcién amino y esta
compuesto por el dominio PHD y un dedo de zinc del tipo GATA (Argentaro et. al., 2007). Esta
organizacidn de dedos de zinc estd presente Unicamente en las ADN metil-transferasas DNMT3-
DNMT3L y por lo tanto es conocido como ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L). Mutaciones en este
dominio, son responsables del 50% de las mutaciones que producen la enfermedad (Argentaro et

al., 2007) (fig 5).
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Figura 5. La Proteina hATRX y sus dominos. (a) Representacion de los dominios ADD y SNF2 en la
isoforma larga (280 kDa) (Gibbons et al., 2008). (b) Esquema de la topologia de los dedos de zinc
de tipo PHD y GATA-1 del dominio ADD (Argentaro et al., 2007) (Narlikar et al., 2002).

El dominio ADD se ha propuesto puede estar involucrado en el reconocimiento de distintas
modificaciones postraduccionales de las histonas e incluso se ha demostrado que puede unirse a
ellas. Recientemente, Dhayalan et al., 2011 realizaron ensayos de interacciones in vitro del
dominio ADD con distintas modificaciones en las colas de las histonas y encontraron que el
dominio ADD de hATRX interacciona con la combinatoria de H3K9me3 y H3K4meO. Por otra parte,
en la regién C-terminal presenta siete dominios colineales conservados, tipicamente encontrados
en la familia SNF2 (SWI/SNF) de proteinas asociadas a complejos remodeladores de la cromatina
que le confiere actividad de ATPasa (Gibbons et al., 1997). La presencia de estos dominios sugiere
que la proteina ATRX tiene un papel en la remodelacién de la cromatina aunque hasta el

momento se desconoce el papel exacto de hATRX en la regulacién de la expresidn génica.

También se ha propuesto que hATRX tiene un papel en la represion transcripcional o que participa
en la formacién de la heterocromatina debido a que mediante ensayos de inmunolocalizacién, la
forma larga de la proteina interacciona fisicamente y co-localiza con la proteina “Heterochromatin
protein 1 a” (HP1-a) la cual se asocia a regiones heterocromaticas y es una proteina represora de
la transcripcion (McDowell et al., 1999). hATRX también interacciona con miembros de la familia

“Polycomb” como EZH2 y MeCP2 (Cardoso et al., 1998).
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Recientemente hATRX se encontrd en regiones teloméricas, co-localizando con la variante de
histona H3.3 y se propone como regulador clave de la cromatina telomérica (Wong et al., 2010).
Se propone que ATRX es esencial para incorporar a H3.3 y participa en la uniéon de HP1la a los
teldmeros, por lo que se sugiere que éstas proteinas pueden actuar para lograr un equilibrio en el
estado de condensacion de la cromatina que permite la renovacidon de los teldémeros pero sin
perder su estructura compacta (Wong et al., 2010). También se encontré que ATRX y Daxx
(“Death domain associated protein”), una proteina asociada a la heterocromatina y que se ha
visto implicada en procesos de regulacion del ciclo celular, forman un complejo que cataliza la
deposicién y remodelamiento de nucleosomas que contienen H3.3/H4. Se propone que ATRX sea
quien dirige este complejo a regiones teloméricas y con su actividad de ATPAsa/Helicasa
promueve que Daxx realice la deposicion de H3.3 para poder transcribir y mantener estas regiones

heterocromaticas (Lewis et al., 2010).

Otro descubrimiento reciente fue realizado por Law et al., (2010) donde observa que hATRX se
une a secuencias en tandem tanto en los teldémeros como en la eucromatina. Muchas de estas
secuencias repetidas pueden formar in vitro una estructura en el ADN que es llamada cuadruple
hélice cuadruple (G-cuadruplex) y que hATRX se une a estas estructuras donde puede jugar un
papel importante. En células de pacientes con mutaciones en hATRX, los genes asociados a estas
secuencias repetidas se desregulan ocasionando los variados fenotipos que se presentan en
pacientes con el Sindrome, uno de estos genes es el de la alfa-globina, lo que apoya su papel en la

regulacién transcripcional de este gen (Law et al., 2010).

En nuestro laboratorio en colaboracidon con la Lic. Dafne lbarra se realizé un dendograma
utilizando el programa PhyML que se eligié por que se encuentra en linea, utiliza el pardmetro de
maxima verosimilitud, se basa en crear una hipdtesis y comparar secuencias de nucleétidos o
aminodcidos de distintos organismos con esta hipdtesis y construye arboles sin necesidad de una
raiz, lo cual se adecud a nuestras necesidades. Se seleccionaron 12 organismos modelos para
observar la relacién de la proteina ATRX entre ellos (figura 6). Se pueden observar dos grupos
principalmente, los vertebrados y los invertebrados junto con Arabidopsis (que si presenta el
dominio ADD), donde los vertebrados mantienen una alta conservacion de los aminoacidos en
ambos dominios de la proteina y los invertebrados por su parte presentan el dominio

Helicasa/ATPasa pero carecen del dominio ADD.
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Figura 6. Dendograma de la proteina ATRX en los distintos organismos Dr: Danio rerio, Gg: Gallus
gallus, Pt: Pan troglodytes, Hs: Homo sapiens, Ec: Equus ferus caballus, Mm: Mus musculus, Xt:
Xenopus tropicalis, Sm: Schistosoma mansoni, Dm: Drosophila melanogaster, Aa: Anopheles, Ce:
Caenorhabditis elegans, At: Arabidopsis thaliana. Los numeros representan el “bootstrapping”, es
decir la fuerza de los nodos del arbol, por lo tanto representa las veces que se analizé la topologia

del arbol y se observo en esa posicion reflejada en porcentaje.

Asimismo se realizd un esquema comparativo entre los dominios de la proteina ATRX en los
mismos 12 organismos, donde podemos observar el dominio ADD en rojo, el SNF2 en azul y el
dominio Helicasa/ATPasa en amarillo y la posicién de los aminoacidos dentro de la proteina. Los
vertebrados conservan ambos dominios mientras que en los invertebrados se ve la ausencia del
dominio ADD en la region N-terminal de la proteina. Cabe destacar que A. thaliana conserva el
dominio ADD aunque en la regiéon media y S. mansoni conserva el dominio ADD aun siendo un

invertebrado (Figura 7).
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Figura 7. Conservacion de los dominios ADD y SNF2 de ATRX en los distintos organismos. Hs: Homo
sapien, Pt: Pan troglodytes, Mm: Mus musculus, Ec: Equus ferus caballus, Gg: Gallus gallus, Dr:
Danio rerio, Xt: Xenopus tropicalis, Sm: Schistosoma mansoni, At: Arabidopsis thaliana, Aa:

Anopheles, Ce: Caenorhabditis elegans Dm: Drosophila melanogaster.
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1.3 ATRX en Drosophila melanogaster

En D. melanogaster se ha reportado que existe un posible gen homdlogo a hATRX, (dATRX)
(CG4548) que codifica dos isoformas* proteicas de distinto peso molecular. Una isoforma larga
llamada dATRX-L de 148 kDa y una corta llamada dATRX-S, que se genera por un sitio alterno de la
traduccién, de 110 kDa (Bassett et. al., 2008). La isoforma larga presenta un 48% de identidad y un
66% de similitud en aminoacidos con hATRX. Ambas isoformas comparten la region C-terminal
Helicasa/ATPasa con la proteina humana, sin embargo ninguna posee en su region N-terminal el
dominio ADD (Lee et. al., 2007) lo cual la hace una diferencia interesante entre la proteina de
humano y la de mosca. Se sabe que dATRX-L se encuentra localizada en heterocromatina
pericentromérica y que al igual que hATRX interacciona fisicamente con HPla y se han
colocalizado juntas en cromosomas politénicos. (Bassett et. al., 2008) (Fig. 8).

Dirige a heterocromatina

A
HPla EZH2 Daxx MeCP2
DREF HP1la

Figura 8. La proteina ATRX en humanos con los dominios ADD y Helicasa/ATPasa. En Drosophila,
dATRX codifica para dos isoformas proteicas de distinto peso molecular: la isoforma larga de 148
kDa que interacciona fisicamente y colocaliza con la proteina HP1-a y la isoforma corta de 110

kDa.

Por otra parte Schneiderman et. al.,, (2009) mediante inmuno-histoquimica, observaron co-
localizacién entre dATRX-S y la RNA Polimerasa Il en la etapa de elongacidén en algunos lugares, lo
que implica que la proteina estd presente en zonas de eucromatina. Al igual que en los humanos,

existen datos que indican que en Drosophila dATRX también colocaliza con H3.3 en sitios de

*isoforma: distintos productos proteicos de diferentes versiones de ARN
creados por el mismo gen, empleando distintos inicios de la transcripcidn
o por “slicing” alternativo. Pagon RA, Bird TD, Dolan CR, et. al.,editors.
GeneReviews, University of Washington, Seattle;1993. Illustrated Glossary
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intercambio de nucleosomas (Schneiderman et. al., 2009). Si bien se observa su presencia en
ambos procesos, tanto transcripcion como represion, se sugiere que estd mas involucrada en el
silenciamiento de genes y su reclutamiento a heterocromatina (Bassett et al., 2008; Emelyanov et.
al. 2010). A pesar de todos estos avances en el conocimiento de dATRX, se desconoce el papel

exacto que juega en la regulaciéon de la transcripcidn génica.

En nuestro laboratorio se buscaron mediante un ensayo de doble hibrido, proteinas que
interaccionaran con dATRX, con la idea de buscar proteinas que la dirigieran a sus sitios blancos en
la cromatina. Se encontré que dATRX-L interacciona con el factor de transcripcién DREF que tiene
una secuencia de unidon consenso al ADN y funciona como un regulador positivo de la
transcripcidn, particularmente de genes involucrados en la proliferacion celular. Mediante ensayos
in vivo e in vitro se determind que DREF es capaz de unirse a la secuencia promotora del gen
pannier (pnr), un gen importante en diversos procesos del desarrollo de la mosca, y activar su
transcripcién, y que dATRX es reclutado por DREF para reprimir la transcripcién de pnr cuando

este gen ya no necesita ser expresado (Valadez-Graham et. al., 2011).
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2. Antecedentes
Debido a que el dominio ADD no esta presente en dATRX, en nuestro laboratorio se realizé una
busqueda informatica para determinar si este dominio se encontraba presente en alguna otra
proteina de la mosca. Mediante un analisis de secuencias se identificé el gen CG8290 que codifica
una proteina que contiene dos isoformas anotadas con el dominio ADD homdlogo al dominio ADD
de humanos y la proteina fue denominada dADD. Es importante mencionar que este gen no ha
sido estudiado y solo estd anotado en el genoma de la mosca (http://flybase.org/) y que ambas
isoformas proteicas, en el dominio ADD, tienen un 36% de identidad y un 52% de similitud en los
aminodacidos con el dominio ADD de hATRX, que es un porcentaje mayor de identidad que el que

se tiene con el de las DNA metil-transferasas (DNMT’s) que fue de 28% de identidad.

Una de las isoformas nombrada dADDa tiene un peso reportado de 130 kDa. La segunda isoforma
tiene un peso reportado de 127 kDa, fue nombrada dADDbD y tiene tres dominios MADF que son
una subfamilia de los dominios SANT. Los dominios SANT tienen un papel clave en el
reconocimiento de las colas de las histonas, principalmente en aquellas que no poseen
modificaciones (Boyer et al., 2002; Yu et al., 2003) y al parecer se ha encontrado que reconocen
secuencias consenso en el ADN. Por el punto isoeléctrico tedrico los dominios SANT de ADDb

reconocerian a ADN(fig. 9).

(64-124)

(758-813 ; 903-973 ; 1033-1103)

Figura 9. Isoformas proteicas de la proteina dADD. dADDa tiene un tamafio de 130 kDa. dADDb

tiene un tamafio de 127 kDa y posee tres dominios SANT.
En el laboratorio se empezd a trabajar con la hipdtesis de que ambas o alguna de estas proteinas

pudieran interaccionar con dATRX. Datos no publicados por la Dra. Viviana Valadez indican que al

menos una de las dos isoformas de dADD es capaz de interaccionar con dATRX (Fig10).
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Figura 10. Inmunoprecipitacidon de extractos nucleares de embriones de 0-12 horas con el anti-
ATRX y revelando con el anti-ADD. EN: extracto nuclear; P1: precleaning; UB: no unido; Mock:
incubacién del extracto con un anticuerpo irrelevante, IP: inmunoprecipitacion. PM: Marcador de

peso molecular.

También se ha observado que dADD y dATRX co-localizan en varias regiones de la cromatina

(Neumann-Mondlak, tesis de licenciatura, 2010).

+ ® Empalme

Figura 11. Colocalizacién de dADD y dATRX. Inmunotinciones de cromosomas politénicos de larvas
de 3% instar de moscas OREg donde el anticuerpo a-dADD se muestra en rojo(a) y a-dATRX en
verde (b). Los sitios de convergencia o empalme se observan en amarillo (c). El anticuerpo a-dADD
reconoce a ambas isoformas proteicas de dADD. Las flechas indican donde se localizan bandas

especificas del anticuerpo sefialado con su respectivo color.

De estos datos se desprende la siguiente propuesta de trabajo de investigacion. Debido a que
dADDa y dADDDb son las Unicas proteinas en la mosca que tienen el dominio ADD, es importante
determinar si estan involucradas en los mismos procesos celulares que dATRX, cooperar con ella o

formar un nuevo complejo remodelador junto con dATRX.
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3. Hipdtesis

Ya que la proteina ATRX de humano presenta el dominio ADD y la proteina homdloga en

Drosophila melanogaster carece de éste, es probable que una o ambas isoformas para las que

codifica el gen CG8290 interaccionen fisica y/o genéticamente con dATRX y participen en los

mismos procesos celulares.

4. Objetivos

Objetivo General

Caracterizar las isoformas de dADD durante el desarrollo de D. melanogaster.

4.1 Objetivos particulares

1.

Identificar el patrén de expresién de dADD en los diferentes estadios del desarrollo de D.
melanogaster.

Determinar la distribucion intracelular de ambas isoformas.

Definir a qué tipo de cromatina se asocian las diferentes isoformas.

Evaluar un posible fenotipo al disminuir los niveles de Add por medio de ARN interferente.
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5. Materiales y Métodos
5.1 Identificar el patrén de expresion de dADD en los diferentes estadios del desarrollo de

D. melanogaster

e RT-PCR

Se extrajo ARN de todos los estadios del desarrollo de acuerdo con el protocolo del reactivo Trizol
(Invitrogen®). EI ARN se cuantifico y almacend a -70°C en etanol 75% para su posterior utilizacion.

La integridad del ARN se comprobd corriendo 1ul en un gel desnaturalizante de agarosa al 1%.

La amplificacion de las secuencias en los distintos estadios se hizo en dos pasos: primero se
sintetizd cDNA a partir del ARN extraido y con ese cDNA se realizd la amplificacion mediante PCR

empleando oligonucledtidos especificos para cada isoforma.

La sintesis del cDNA se realizd de acuerdo al protocolo del reactivo “M-MLV Reverse
Transcriptase” (Invitrogen®) pero sin el tratamiento previo con DNAsa | y ademas del uso de oligo
dT se usaron random primers (Stratagene®) para favorecer la reaccion. El cDNA se almacené a -

20°C.

Para la amplificacién por PCR se mezclaron los siguientes componentes en un tubo estéril de 0.5
ml: 2.5 pul de Buffer 10x (Fermentas®), 2 ul MgCl2 (Fermentas®), 1 ul de dNTPS (Invitrogen®) a
10mM cada uno, 1.5 pl del oligo A (10uM), 1.5 pl del oligo B (10uM), 0.5 ul de la enzima “Taq DNA
Polymerase” (Fermentas®), 1 ul de cDNA y 15 pl de agua estéril. Bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: 94°C por 5 minutos (1 ciclo); 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos para Rp49
y 60°C por 30 segundos para los oligos de ADD, 72°C por 30 segundos (30 ciclos); 72°C por 7
minutos (1 ciclo). El control de carga que se empled es RP49 y ademas de ADN gendmico para cada

reaccion. Posteriormente se visualizd por electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Los oligonucledtidos que se emplearon para la amplificacion se muestran en la siguiente tabla y
mas abajo se encuentra un esquema donde se representan su posicion aproximada en los

transcritos.
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Tablal. Oligonucledtidos empleados para amplificar el cDNA de ADD.

oligonucledtido Secuencia 5°-3

Adda5317 CATCTTACGGGCAAAGTGGT
Adda5318 CAGGCTGGCCAATATCGTGG
Addb5315 GCTTGTCATCGGGCATATCT
Addb5316 GCTCATAAGCAGCCAGCAGT
Addc4511 ACAGCGGCAGCAACGGAAGC
Addc4512 GCGGAAGTCCTTGCAGCGGT

Ademas se emplearon oligonucledtidos para amplificar Rp49 que es el control de carga.
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Figura 12. Esquema de los posibles transcritos codificados por el gen ADD. Las flechas indican la
posicion aproximada de los oligonucleétidos descritos en la tabla anterior. Los cuadros en gris
oscuro son los exones, las lineas punteadas representan los intrones y los dominios ADD se

observan en rosa y los SANT en azul.

e Ensayo tipo “Western blot”

Como inicialmente sélo estaban reportadas dos isoformas, dADDa y dADDb se mandaron hacer

anticuerpos que reconocian especificamente a cada una de estas isoformas y se realizaron ensayos
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tipo “western blot”. Ademas se cuenta con un anticuerpo localizado en la parte N-terminal de la
proteina que reconoceria a todas las posibles isoformas proteicas. A continuacién se muestra un
esquema con la representacion de los posibles transcritos para dADD y los anticuerpos con los que

contamos hasta el momento:
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Figura 13. Representacién de los posibles ARN mensajeros producidos por el gen dADD. En rosa se
muestra el dominio ADD y en azul los dominios SANT. Con unas barras negras se seiala la region

gue reconocerian los anticuerpos disefiados para reconocer estas proteinas.

Para identificar el patrédn de expresidn de las isoformas proteicas de dADD se realizd un ensayo
tipo “Western blot” que son una herramienta favorable para la identificacién y/é cuantificacidon de
una proteina especifica o complejos multiproteicos (Towbin et. al., 1979). Primeramente se
colectaron embriones a distintos tiempos y fueron puestos en una solucidn de hipoclorito de sodio
(cloro comercial) al 50% con agua estéril durante 5 minutos, con el fin de decorionar al embrién.
Fueron lavados varias veces para extraer el exceso de cloro y fueron puestos a secar. Se agrego el
mismo volumen de buffer de homogenizacién (Tris pH 7.5 1M + KCl 2M + MgCI2 1M + Sacarosa
2M + Complete (inhibidor de proteasas)/ 1 pastilla para 50 ml de solucién Roche®). Haciendo uso
de un homogenizador de teflén se uniformé la muestra y fue colocada a 4° C. Se afiadié el 10% del
total de la muestra de SDS 10% y se centrifugd en frio (4°C) durante 10 minutos a 10000g
recuperando el sobrenadante. En las muestras del organismo completo se procesaron con el

mismo “buffer” de homogenizacién machos y hembras en estado adulto de la misma forma.
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Se cuantificd la proteina por el método de Bradford (Biorad) para determinar la concentracién
proteica de la muestra (Bradford M.M 1976). Posteriormente se cargaron en un gel SDS-PAGE al

8% donde corrieron 10 minutos a 80 Volts y durante 2 horas a 110 Volts (Maniatis et. al., 1987).

Para realizar la inmunodeteccion, la membrana se bloqued con leche descremada 10% en PBS 1X +
0.1% Tween20, en agitacion durante 1 h. Se agregd la solucidon con el anticuerpo primario: Leche al
5% en PBS 1X + 0.1% Tween20 en una dilucidn de 1:1000 del anticuerpo a-Btubulina dN-17 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc), 1:1000 del anticuerpo a-ADD (New england peptide), 1:1000 del
anticuerpo a-ADDa (New england peptide) y 1:500 del anticuerpo a-ADDb (New england peptide).
Posteriormente se realizaron lavados con PBS+ 0.1% Tween20 y se agregaron los anticuerpos
secundarios acoplados a HRP (Zymed) todos 1:2000 “goat-antimouse”, “goat-antirabbit”, “goat-

antirabbit” y “goat-antirat” respectivamente. La deteccidn se realizé con el “Kit” de Amersham

para la deteccién por Quimioluminiscencia.

5.2 Determinar la distribucion intracelular de ambas isoformas

e Obtencidn de fracciones subcelulares de células en cultivo S2R+
El experimento fue realizado principalmente como describe Meller et al 1996 con algunas
modificaciones. Se cultivaron células de Drosophila S2R+ que son células embrionarias tardias,
hasta alcanzar una confluencia de 80-90% y se concentraron centrifugando a 3000 rpm por 5
minutos. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS mas inhibidores. Se resuspendieron en
“buffer” hipoténico [42 mM KCI, 10 mM Hepes (pH 7.5), 5 mM MgCl,] mas inhibidores y se
incubaron a 4 °C por 15 minutos, se le agregd 10% de Np40 y se mezcld suavemente con pipeta. El
lisado se centrifugd a 12, 000 rpm por 40 segundos para precipitar los nucleos, y el sobrenadante
fue colectado (fraccidn citoplasmica). El pellet fue resuspendido en 100 pl de “buffer” de lisis y se
incubé en rotacidon por 15 minutos a 4C°, se centrifugd a 12, 000 rpm por 5 minutos y el

sobrenadante contiene la fraccion nuclear.

Posteriormente se cuantifico la proteina por el método de Bradford (Biorad) para la determinar la
concentracién proteica de la muestra (Bradford M.M 1976). Posteriormente se cargaron en un gel
SDS-PAGE al 8% donde corrieron 10 minutos a 80 Volts y durante 2 horas a 110 Volts (Maniatis, et
al 1987).
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e Ensayo tipo “Western blot”
Se realizd un ensayo tipo “western blot” como el descrito previamente, solo que en este caso se
cargaron la fraccién nuclear y la fraccion citoplasmica en cada carril. La membrana se bloqued
como se describié previamente y los anticuerpos primarios que se emplearon fueron Pol |l
(Covance) 1:500, a-ADD (New England) 1:1000 y Tubulina (Hibridoma) 1:2000. Se siguieron los
pasos de lavados descritos previamente y los anticuerpos secundarios empleados fueron “goat-
antimouse”, “goat-antirabbit” y “goat-antimouse” respectivamente, todos a una concentracion

1:2000.

5.3 Definir a qué tipo de cromatina se asocian las dos isoformas

e Lineas de Moscas
Para la obtencién de los cromosomas politénicos, fueron utilizadas las larvas de tercer instar de la

linea ORER cepas de tipo silvestre durante los experimentos.

e Diseccidon de glandulas salivales.
Se seleccionaron larvas de tercer instar, que son aquellas que salieron del alimento adhiriéndose a
las paredes del tubo y presentan movilidad antes de prepararse para la pupacién. Estas larvas
fueron enjuagadas con agua destilada para quitar los excesos de comida. Posteriormente las larvas
se colocaron sobre un vidrio de reloj en una solucidon de NaCl 0.7% esterilizada en el autoclave
para la realizacion de diseccién de las glandulas salivales de las mismas. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico y unas pinzas de diseccién se toma la larva por ambos extremos; la
cola y la probdscide extendiéndola cuidadosamente hacia lados opuestos para extirpar las

glandulas. Las glandulas fueron recolectadas y se removieron los excesos de grasa y otros drganos.

e Tratamiento de glandulas para la preparacion de cromosomas politénicos.
Los cromosomas politénicos fueron fijados y extendidos siguiendo el protocolo reportado por
Engels (1986). Primeramente fueron tratados los portaobjetos y cubreobjetos; los portaobjetos se
lavaron en una solucion de 25 mL de Poli-L-lisina y puestos a secar durante una hora, los
cubreobjetos se lavaron en solucion de 10 mL de sigmacote y puestos a secar durante una horay
posteriormente se enjuagaron con 10 mL de etanol al 100% hasta que se secaron. Se almacenaron

ad°C.
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Fueron preparadas las soluciones de lisis y fijacion para el proceso de “squash”. La Solucion de lisis
contiene: 0.5g de paraformaldehido 10% + 5 mL de H20 + 13.5 puL de KOH. La Solucién fijadora
estd compuesta por: 0.5g de paraformaldehido 10% + 5 mL de PBS 1X. Estas soluciones fueron
separadas en alicuotas de 200 pL a -20°C para su uso posterior. A partir de éstas soluciones se
prepararon las soluciones Il y Il las cuales son preparadas en el momento debido a que deben
utilizarse frescas. Solucién Il: contiene 185 pL de Solucién fijadora + 5 pL de Triton 1% + 310 uL PBS
1X. Solucién llI: 185uL de Solucién de lisis + 250 pL de Acido acético al 50% + 65 pL de Agua

destilada.

Se tomaron 2 cubreobjetos tratados con sigmacote y se colocaron en uno 25 plL de la Solucién
fijadora en uno y en el otro 25 L de la solucién de lisis. Haciendo uso de las pinzas de diseccion,
fueron colocadas dos pares de glandulas durante un periodo de 10 segundos en la Solucién Il e
inmediatamente después en la Solucidn Il durante 3 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se
dejo caer suavemente sobre el cubreobjetos un portaobjetos tratado con sigmacote. Se tomod el
portaobjetos y con ayuda de una pinza se deslizdé de un lado a otro el cubreobjetos con el objetivo
de romper el tejido, hasta el punto en que las glandulas quedaron esparcidas. Se cortd un
fragmento de papel cromatografico de 3MM (“Whatman”) aproximadamente del tamafio de un
cubreobjetos, se colocé a lo ancho de la muestra asegurandonos de abarcar todo el cubreobjetos y
se deslizd el pulgar apoyado de abajo hacia arriba varias veces con la finalidad de extender los

cromosomas politénicos ("squash").

Las muestras fueron observadas bajo un microscopio electrénico, y congeladas en nitrégeno
liguido. Finalmente fueron almacenadas a 4° C en solucién de Metanol para su posterior uso en la

inmunotincion.

e Inmunofluorescencia
Para hidratar las preparaciones se enjuagan dos veces con PBS 1X durante 30 min. Después se
incuban con un anticuerpo que reconoce la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (a-
H3K9me3) (Millipore) a una concentracion 1:20, el a-ADD (New england peptide) a una
concentracién 1:50 y anticuerpo que reconoce a HP1 (Hibridoma) 1:300 en leche al 1% (diluida en
PBS 1X con Igepal al 0.1%), y se deja incubando toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavan las

preparaciones 6 veces con Igepal al 0.1% diluido en PBS 1X por 15 minutos para después aplicar el
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anticuerpo secundario (Alexa de Invitrogen) a una concentracidon 1:100 Alexa Flour rojo 568
antirabbit para a-H3K9me3 y a-ADD, y 1:500 antimouse Alexa Flour verde 488 para a-HP1 en
leche al 1% (diluida en PBS 1X con Igepal al 0.1%) y se deja incubar 3 horas a temperatura
ambiente. Por ultimo cada preparacion se lava 6 veces con Igepal al 0.1% diluido en PBS 1X por 15

minutos en agitacidn, se agregan 20 ul de citifluor y se sellan con esmalte.

5.4 Evaluar un posible fenotipo al disminuir los niveles de Add por medio de ARN

interferente

A continuacién se muestra una tabla con las principales caracteristicas de los vectores empleados

en este trabajo. Las representaciones esquematicas de los vectores estdn en anexos.

Tabla2. Vectores empleados para realizar las clonaciones y subclonaciones del presente trabajo.

Vector Tamaio Caracteristicas Resistencia

pGEX4T-1a 6.6 Kb Vector de fusién a GST con el | Ampicilina
cDNA de ADDa insertado

pGEX4T-1b 6.4 Kb Vector de fusién a GST con el | Ampicilina
cDNA de ADDb insertado

pSympUAST-w 12 Kb Vector de expresion inducida por | Ampicilina
el sistema Gald en D.
melanogaster con el promotor
SV40y el marcador w+.

e Clonaciény purificacion de fragmentos de ADN

Para poder generar moscas transgénicas primero se realizaron subclonaciénes de clonas
proporcionadas por M. C. Brenda Falcén en el vector pGEX4T-1 con resistencia a ampicilina. En
este vector se encontraban las secuencias del cDNA tanto de ADDa y ADDb por separado. Los
vectores se digirieron con enzimas de restriccidon apropiadas: el vector que contenia el fragmento
de alfa fue digerido con las enzimas de restriccién Bgll y Not1 (Roche) para obtener un fragmento
de 288 pb. Para el vector que contenia el fragmento de beta se digirid con las enzimas de

restriccion Sall y EcoR1 (Roche) para obtener un fragmento de 238 pb. Los fragmentos producidos

-33-




por los cortes se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. Posteriormente las
bandas de interés se cortaron y se purificaron con el “kit” de QIAGEN segun las especificaciones

del proveedor.

e Ligaciones

Se llevaron a cabo ligaciones de los fragmentos previamente digeridos en el vector psympUAST-w.
El vector fue previamente digerido con las enzimas Bglll y Not | para insertar el fragmento alfa, y
con las enzimas Xho | (son extremos compatibles los generados por la enzima Sal I) y Ecorl y
defosforilado para poder ligarlo con el fragmento en relacién 1:3. Se incubé durante 12 ha 4°Cy
posteriormente 3 h a temperatura ambiente. Subsiguientemente se purificé el ADN con varios

lavados de 1-butanol.

e Transformacion por electroporacion

Se electroporaron bacterias E. coli preparadas para el procedimiento (Sambrook et. al., 1989) de la
cepa DH5a con el vector ligado dando un pulso de 1.8 kV y se recuperaron a 37°C durante 1h en
medio SOC. Posteriormente se plaquearon en cajas con medio LB-agar y el antibidtico

correspondiente.

e Confirmacion por pcry purificacion

Una vez crecidas las colonias en placas se confirmd la presencia del vector junto con el fragmento
de interés por medio de PCR utilizando oligonucleétidos disefiados especificamente para cada
fragmento como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados para la confirmacidn de la insercidn de los fragmentos de

interés de ADD.
oligonucledtido Secuencia 5°-3
Adda3309 GATCTGATAAAAGCCTTGGGCAGCCCCAGCGTCCT
Adda4350 ATCAGCGGCCGCTAGCCAACAATCTCAGCCGTGGC
Addb3214 GAATTCGGCCGCATCTTCGTGGTCTTTTTC
Addb1247 CAACGTCGACAACTGGACGACGTGGATCTC
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Para verificar que la clona obtenida estuviera en el marco de lectura correcto y/o que la enzima
Taqg polimerasa no hubiera introducido mutaciones se secuenciaron las clonas de interés en la

Unidad de Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

e Inyeccion

La inyeccién de los plasmidos psympUAST-w con los respectivos fragmentos de cada isoforma se

llevé a cabo por la compafiia Genetic Services, Inc (http://www.geneticservices.com). Consistié en

microinyeccidon de embriones de la linea w'*®/w**® antes de la formacién de las células polares ya
gue estas células daran origen a la linea germinal y es necesario inyectar antes de este momento
para poder heredar la construccién. La microinyeccién se llevo a cabo con los plasmidos
psympUAST-w que contiene cinco secuencias de levadura UAS (Upstream Activator Sequences)
inducibles por Gal4 también de levadura. Es un sistema ventajoso que permite el control temporal
y espacial de la expresidén de genes ectépicos que fue propuesto en 1993 por Brand y Perrimon. Es
un sistema de dos componentes, uno de ellos es la proteina GAL4, que es un factor transcripcional
enddégeno de levaduras y no presenta homdlogos en Drosophila. El segundo componente son las
secuencias UAS (Upstream Activating Sequence) a las cuales se une GAL4 para activar la
transcripcién de genes en Drosophila que se encuentran rio abajo de la misma (Fischer et al.,

1988) (fig 14).

Enhancer-trap GAL4 UAS—gene X
A,

Genormic
~enhancer —1GALE
Tissue-specific expression Transcriptional activation
of GALS of gene X

Figura 14. Sistema UAS-GAL4 se puede usar para regular la expresién de genes en Drosophila.
Esquema el cual ejemplifica como se lleva a cabo la activacidn especifica de un gen haciendo uso

del sistema UAS-Gal4. Donde uno de los individuos posee Unicamente la secuencia activadora Gal4
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y el otro posee solamente la secuencia UAS. Esto permite asegurarnos que en toda la progenie se

active o inactive nuestro gen de interés (gene X) (Tomado de St Johnston, 2002).

El plasmido psympUASt-w ademds de la secuencia de inserciéon también contiene el gen w' de
Drosophila que permite la sintesis del pigmento que confiere el color rojo de los ojos de las
moscas. Por esta caracteristica es facilmente observable como marcador de transformacién en

18w que no pueden sintetizar el pigmento rojo y presentan ojos blancos. La

individuos w
secuencia de insercion ademas de estos elementos presenta secuencias invertidas repetidas del
elemento P que es capaz de transponer en presencia de la enzima transposas contransformada
durante la inyecciéon con otro plasmido, lo cual permite la insercidn al azar en el genoma de

Drosophila (Spradling, 1986).

Una vez microinyectados los embriones se recuperan las larvas y se seleccionan los adultos con

0jos rojos, w* para poder establecer lineas transgénicas independientes.

El sistema UAS-Gal4 es ampliamente utilizado para ensayos de sobreexpresion de genes, la
interferencia en la expresion de algun gen de interés utilizando ARNi y la expresién de genes
reporteros que permiten la visualizaciéon de la estructura y el funcionamiento de sistemas de

interés (Brand et al., 1995).

e Mapeo de lainsercidon y estabilizacidn de lineas transgénicas

Para poder identificar el cromosoma donde ocurrid la insercién, se seleccionaron machos de cada
linea transgénica que expresara el gen marcador w* (0jos rojos) asociado al transgen, y se cruzaron
de manera independiente con hembras virgenes de una linea Doble Balancer que tiene marcados
los cromosomas 2 y 3 con distintos marcadores dominantes, CyO para el cromosoma 2 (alas

“curly”) y Sb para el cromosoma 3 (quetas rasuradas y gruesas).

Se seleccionaron los individuos con el genotipo t?/Cy0O; t?/MKRS, Sb para establecer las familias
de lineas transgénicas independientes. Posteriormente se tomaron tres machos de cada linea y se

. , . 11 11 B A
cruzaron con diez hembras virgenes con genotipo w'®/w'® para poder determinar en qué

cromosoma se localiza el transgen como se muestra en el siguiente esquema de cruzas:
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W1118; Sp; TM2 X W1118,' T_?,' T_?

wlll® Cyo MKRS Y + o+
(ojos blancos) (ojos rojos)
wllid CyO; MKRS x wllid. CyO; MKRS
wills T7? T? Y T? T?
(hermanos x hermanas)
willls. % will8. CyvO; MKRS
wllis Y T? T?
(ojos blancos) (ojos rojos)

Para poder observar un fenotipo debido a la falta o disminucién de la expresion de la proteina por
el mecanismo de ARN interferente se cruzaron las moscas disefiadas y balanceadas con moscas
que contienen el “driver” de expresidon ubicua de Gal4 tubulina y[1] w[*]; P{w[+mC]=tubP-
GAL4}LL7/TM3, Sb[1] (5138), expresion ubica de Gald Actina y[1] w[*]; P{w[+mC]=Act5C-
GAL4}25F01/Cy0O, y[+] (4414), expresidon especifica de Gald en glandulas salivales w[1118];
P{w[+mC]=Sgs3-GAL4.PD}TP1 (6870), expresion dorsal en el disco imagal de ala w[1118]
P{w[+mW.hs]=GawB}Bx[MS1096] (8860), expresion de Gal4 en el ala y en el halterio
P{w[+m*]=GAL4}A9, w[*] (8761) y expresion de Gal4 en los compartimentos posteriores en la
segmentaciéon embrionaria w[*]; P{w[+mW.hs]=en2.4-GAL4}el16E (30564) todas moscas
provenientes de “Bloomington Stock Center”. También se emplearon moscas con dicer Gal4. Y
como control se empled una mosca que expresa un ARN interferente para UAS-ADD pero que
disminuye los niveles de todas las isoformas, la linea fue obtenida del “Vienna Drosophila Stock

Center” w'™'®; P{GD4729} (v12739).

Para los analisis de RT-PCR semicuantitativa se empleé la técnica descrita en el punto 5.1 pero se
analizaron los productos de pcr a distinto ciclos, es decir no punto final, para observar cuando
comienza a aparecer la banda correspondiente al transcrito esperado. La estandarizacién de los

ciclos se muestra en anexos.
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6. Resultados

6.1 Identificar el patron de expresion de dADD en los diferentes estadios del desarrollo de D.

melanogaster

Para identificar el patron de expresién de dADDa, dADDb y la reciente isoforma descrita en
flybase.org dADDc en los diferentes estadios del desarrollo embrionario de D. melanogaster, se
extrajo ARN total de todos los estadios del desarrollo empleando el reactivo Trizol de Invitrogen®
para poder realizar un RT-PCR del desarrollo. A continuacién se muestra un gel desnaturalizante

de ARN para observar la calidad de las muestras:

. Ea o -
- 5 N

YorFapp b -

&

0-3 321 L1 L2 L3aL3bP F

Figura 15. Gel desnaturalizante de ARN. Extractos totales de ARN del desarrollo 0-3: embriones de
0-3 horas, 3-21: embriones de 3 a 21 horas, L1: larvas 1° instar, L2: larvas 2° instar, L3: larvas 3°

instar, P: pupas, F: faratos, @: hembras, J': machos.

En el gel se pueden observar dos bandas mayoritarias que comprenden los ARN ribosomales, el
primer fragmento es el 18s, y en Drosophila se tiene un fragmento de 28s que se procesa en dos
gue migran con el mismo peso que el fragmento de 18s. La banda mas pequena corresponde al

fragmento de 5.8s (Tautz et. al., 1988).

Una vez confirmada la integridad del ARN se realizé la reaccion de transcripcidn reversa en cada

uno de los estadios para generar cDNA y posteriormente amplificar una regidén especifica para
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cada isoforma y observar su distribucion durante el desarrollo. Los productos obtenidos se

cargaron en geles de agarosa al 1.5% y se visualizaron en un transiluminador (Fig 16).

2000 pb

1000 pb

500 pb 470 pb

500 pb e L e 404 pb
Rp49

033211 12 B P F & S

Figura 16. ADDa se expresa durante todo el desarrollo. cDNA del desarrollo 0-3: embriones de 0-3
horas, 3-21: embriones de 3 a 21 horas, L1: larvas 1° instar, L2: larvas 2° instar, L3: larvas 3° instar,
P: pupas, F: faratos, @: hembras, &: machos, +: ADN gendmico, -: control negativo. En la parte
inferior se muestra el control de carga que se empled, Rp49 el cual se expresa durante todo el
desarrollo y se observa solo la banda esperada denotando la ausencia de contaminacién por ADN

genomico (carril -).

Para la isoforma “b” se observaron dos isoformas, una esperada de 446 pb y una previamente no
descrita del tamaifo de la muestra de ADN gendmico, es decir que se encuentra reteniendo el
intrén. Ademas se puede observar que la expresidn de las isoformas no es constante en relacién
de la una con la otra (figura 17). La isoforma b larga (528 pb) fue llamada ADDd. La banda fue
purificada y se mandd secuenciar para verificar que sea un nuevo transcrito de ADD. Asimismo en
un ensayo in silico se determind que esta nueva isoforma cambia el marco de lectura y causa un
stop coddén prematuro que produciria una nueva isoforma mas pequefia de 106 kDa

aproximadamente con la presencia de un Unico dominio SANT.
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Figura 17. ADDb se expresa durante todo el desarrollo. cDNA del desarrollo 0-3: embriones de 0-3
horas, 3-21: embriones de 3 a 21 horas, L1: larvas 1° instar, L2: larvas 2° instar, L3: larvas 3° instar,
P: pupas, F: faratos, 9: hembras, &: machos, +: control positivo, -: control negativo. En la parte
inferior se muestra el control de carga que se empled, Rp49 el cual se expresa durante todo el
desarrollo y se observa solo la banda esperada denotando la ausencia de contaminacién por ADN

gendmico.

Para todos los ensayos de RT-PCR se empled el mismo cDNA tanto para ver las isoformas como

para los controles de Rp49. Esto demuestra que no existe contaminacién por ADN gendmico.

En los ultimos meses se reportd una posible nueva isoforma llamada ADDc en el flybase. Se
mandaron hacer los oligos especificos para ver esta nueva isoforma que corta el exdn tres y
produce un pequefio intrédn de aproximadamente 70 pb por lo cual amplifica como una banda de
aproximadamente 100 pb. En la parte superior del gel con un peso de 536 pb se observa la banda
correspondiente a las demas isoformas de ADD (figura 18). In silico se determind que este nuevo
transcrito podria codificar una isoforma proteica de aproximadamente 112 kDa y que solo

contendria dos dominios SANT.
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Figura 18. ADDc se expresa durante todo el desarrollo. cDNA del desarrollo 0-3: embriones de 0-3
horas, 3-21: embriones de 3 a 21 horas, L1: larvas 1° instar, L2: larvas 2° instar, L3: larvas 3° instar,
P: pupas, F: faratos, Q: hembras, &: machos, +: control positivo, -: control negativo, solo agua. En
la parte inferior se muestra el control de carga que se empled, Rp49 el cual se expresa durante
todo el desarrollo y se observa sélo la banda esperada denotando la ausencia de contaminacién

por ADN gendmico.

En resumen, se han descrito hasta el momento cuatro isoformas posibles que se muestran a

continuacién con sus posibles pesos esperados y los dominios que presentarian (fig 19).

(64-124aa)

dADDa - 130 kDa
dADDb - “l 127 kDa
(758-813; 903-973 ; 1033-1103aa)
dADDc - l'l 112 kDa
(903-973 ; 1033-1103aa)
dADDd - I 106 kDa

(758-813aa)
Figura 19. Representacidon esquematica de las posibles isoformas del gen dADD con sus nombres,

los dominios que contienen y los aminoacidos donde se localizan y finalmente el peso esperado.

Debido a la alta cantidad de isoformas se decidio realizar un ensayo tipo “western” con extractos

totales proteicos revelando con el anticuerpo que reconoce a todas las formas para determinar su
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presencia durante el estadio embrionario y en adultos. A continuacién se muestra el film con los
distintos estadios embrionarios que se evaluaron y muestras de adultos, donde la primera banda
de peso 130 kDa podria ser un doblete con ADDa y ADDb y la segunda de peso 112 kDa podria ser

ADDc:

" 130 kDa —— - -~ 130kDa  o_4aDD
— — -

=
95 kDa . 8 " | <— 112kDa
- —

B 55kDa —— |G SR S a- BTubulina

PM 0-3 05 0-123-103-15 Ad

Figura 20. Determinacién de la presencia de isoformas dADD a lo largo del desarrollo embrionario.
A. El anticuerpo a-dADD reconoce a todas isoformas de la proteina; B. Control de carga revelada
con a-BTubulina con una banda de 55 kDa. PM: Marcador de peso molecular, embriones de 0-3

horas, 0-5 horas, 0-12 horas, 3-10 horas y 3-15 horas, Ad: organismos adultos hembras y machos.

Se cree que en los embriones de 0-12 horas se degradd la proteina y como la tubulina es una

proteina tan abundante, aun asi se pudo observar.

Aunque en la RT-PCR se logra observar ADDd durante todo el desarrollo, por medio de “western”

blot no se pudo observar una banda con el peso esperado de 106 kDa.

Posteriormente se realizaron ensayos preliminares tipo “western blot” con los anticuerpos que se
hicieron especificamente para ADDa y ADDb en extractos proteicos de embriones y adultos. Hasta
el momento solo se han probado estos nuevos anticuerpos en tiras de membrana completas y no

se cuenta con un control de carga. Las figuras se muestran en anexos.
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6.2 Determinar la distribucion intracelular de ambas isoformas.

Debido a que dATRX esta reportado como una proteina principalmente nuclear (Law, et al 2010)
se decidid indagar la localizacion de estas proteinas realizando una separacién de extractos
proteicos de células en cultivo de Drosophila S2R+ donde por gradiente se separaron la fraccion
nuclear y citoplasmica para enriquecer las distintas partes. Por medio de un ensayo tipo “western
blot” se analizé la proteina ADD en el cual se pueden observar distintas bandas, una de 130 kDa
gue podrian ser ADDa y/o ADDDb, y otra de 112 kDa que podria ser ADDc y las bandas por debajo
del marcador de peso de 95 kDa podrian ser productos de degradacion y se confirmd su
localizacién nuclear. En la parte superior de la figura se observa una banda que corresponde a la
Polimerasa Il como marcador de la fraccién nuclear y en la parte inferior se observa una banda

para la B-tubulina que se encuentra altamente enriquecida en la fracciéon citoplasmica.

a- Pol Il
250 kDa
130 kDa 130 a- dADD
112
95 kDa
55 kDa
a -BTubulina
PM N %

Figura 21. Ensayo tipo western blot de células en cultivo S2R+ separando la fraccidn nuclear y
citopldsmica. Se probaron tres distintos anticuerpos, a-Polimerasa Il, a-ADD y a-Btubulina; N:

fraccion nuclear, C: fraccion citopldasmica; PM: Marcador de peso molecular.
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6.3 Definir a qué tipo de cromatina se asocian las isoformas

En Drosophila es muy conocido el uso de los cromosomas politénicos de larvas de 3er instar como
modelo para estudiar las relaciones entre la estructura de la cromatina la transcripcion. Este
tejido pasa por varias rondas de replicacion con ausencia de division celular dando
aproximadamente 1000 copias del ADN (Johansen et. al., 2009). Usando imagenes de contraste de
fases o preparaciones de fluorescencia se puede apreciar cromatina mas densamente condensada
a la cual se le llama bandas y a las zonas mas dispersas interbandas. Las interbandas localizan
especificamente con la ARN polimerasa y se asocian a factores que indican genes activos. Las
bandas se asocian a heterocromatina y tienen un patron muy especifico, por lo cual han sido

identificadas y mapeadas (Jamrich et. at., 1977).

Para observar a qué tipo de cromatina se asocian las proteinas ADD se empled el anticuerpo que
reconoce a todas las isoformas en cromosomas politénicos de larvas de tercer instar de moscas
Oregon y como control de tincidn del ADN empled sytox green, que es una molécula altamente
afin a acidos nucléicos. En cromosomas politénicos ADD se localiza principalmente en zonas de

bandas y no en las interbandas, por lo cual se observa un gran empalme con sytox.

empalme
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Figura22. dADD se observa en principalmente en bandas. Cromosomas politénicos de larvas de
3er instar de moscas Oregon donde se observa la tincién del ADN con sytox (verde),a-ADD (rojo),
empalme (fotografias tomadas 40x). En la parte inferior se muestra un acercamiento a uno de los

brazos del cromosoma.

Posteriormente, se intentaron inmunotinciones con dos distintos anticuerpos que reconocen la
marca H3K9me3 pero no se obtuvieron resultados positivos. Al mismo tiempo se evalud la co-
localizacién de ADD con la proteina HP1a ya que esta proteina reconoce la marca H3K9me3 por
medio de su cromodominio y estd asociada a regiones de heterocromatina donde se aprecia
principalmente en el cromocentro ya que es una regién altamente heterocromatica. Como se

puede ver en la figura 23, ADD colocaliza principalmente con HP1a en el cromocentro.
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Figura 23. ADD y HP1a colocalizan en el cromocentro. Cromosomas politénicos de larvas de 3er
instar de moscas Oregon donde se observa la tincion con a-HP1a (verde), a-ADD (rojo), tincion
del ADN con Hoetch (azul), empalme (gris/morado) (fotografias tomadas a 40x). En el empalme se

muestra una flecha con la colocaliacion en el cromocentro.
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6.4 Evaluar un posible fenotipo al disminuir los niveles de Add por medio de ARN

interferente

Para poder determinar la posible funcién de ADD en Drosophila una de las técnicas que se puede
emplear es la construccién de moscas transgénicas que tengan un ARN interferente especifico
para cada isoforma ya que no existen moscas disponibles especificas para cada isoforma en los

bancos comerciales de moscas transgénicas ni moscas mutantes en este gen.

Como se menciond con anterioridad solo se tenia conocimiento de la existencia de las isoformas
ADDa y ADDb por lo cual el trabajo se describe a continuacién se realiz6 tomando en cuenta
Unicamente estas dos isoformas. Se realizaron subclonaciones de clonas proporcionadas por M. C.
Brenda Falcén que tienen las secuencias del cDNA para cada isoforma en el vector PGEX-4T1. Las
clonas se pidieron a flybase.org. De la clona 24 realicé una doble digestidn con las enzimas de
restriccion Bglll y Notl de Roche para obtener un fragmento de 288 pb que es especifico de la

isoforma “a” en su exdn 6 (la secuencia se encuentra en anexos). Posteriormente lo inserté en el

pldasmido sympUAST-w predigerido con las mismas enzimas.

PM digestidon

P .v

5000 pb

300 pb 288 pb

Figura 24. Gel de agarosa al 1% donde se observa el fragmento de 288 pb. PM: marcador de peso

molecular invitrogen. Digestién: ADN plasmidico digerido con Bglll y Notl.

Se diseiaron oligos especificos para la secuencia subclonada y las colonias se confirmaron por PCR

y se mandd a secuenciar a la colonia 1. La banda que se observa en la parte superior del control de

solo plasmido y el control positivo son formas super enrolladas del plasmido.
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PM -w- + 1 2 3 4 5 6

12 000 pb

2000 pb
1000 pb
500 pb 288 pb
100 pb

Figura 25. Gel de agarosa 1% donde se cargaron los productos de PCR con los oligos especificos.
PM: marcador de peso molecular invitrogen. —(H20): control negativo que incluye solo los oligos y
agua, -: plasmido sympUAST, +: el pldsmido PGEX4T1 con la secuencia de interés, 1-6: colonias que

crecieron en la placa con antibidtico.

Para construir el vector que contenia la secuencia de ARNi especifica contra para la isoforma “b”,
se selecciond la clona 23 de flybase.org y se cortd el cDNA con una doble digestion con Sall y EcoRI
de Roche para obtener un fragmento de 238 pb especifico para la isoforma beta en su exén 4 (la
secuencia se encuentra en anexos) y se insertd en el vector sympUAST-w digerido previamente
con Xhol y EcoRl de Roche. Se empled este plasmido por las caracteristicas que posee

mencionadas anteriormente en materiales y métodos.

PM  sympUAST pGEXf

12 000 pb
2000 pb
1000 pb

500 pb

200 pb 238 pb
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Figura 26. Gel de agarosa al 1% donde se observa el fragmento de 238 pb. PM: marcador de peso

molecular invitrogen. psympUAST: plasmido digerido con Xhol y EcoRIl, pGEX-4T1:plasmido
digerido con Sall y EcoRI.

Se disefiaron oligos especificos para la secuencia subclonada y las colonias se confirmaron por PCR

y se mando secuenciar a la colonia 2.

12,000 pb " I'
L
2000 pb —
1000 pb
]
500 pb oo
. —
—
100 pb —

Figura 27. Gel de agarosa 1% donde se cargaron los productos de PCR con los oligos especificos.

PM: marcador de peso molecular invitrogen. -: pldsmido sympUAST, +: el plasmido PGEX4T1 con la

secuencia de interés, 1-5: colonias que crecieron en la placa con antibiético.

Posteriormente se purificd el ADN con las especificaciones de la compafiia “Genetic Services, Inc”
para la inyeccion de embriones y la obtencién de lineas transgénicas. De la compaiiia obtuvimos

seis lineas transgénicas para ADDa y nueve lineas transgénicas para ADDb que se muestran en el

siguiente cuadro junto con el mapeo del transgen.

Tabla 4. Lineas mapeadas con la construccién UAS-ADDai y UAS-ADDbi

Linea Cromosoma
ADDai
Linea 1 2
Linea 2 3
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Linea 3 3
Linea 4 X
Linea 5 2
Linea 6 2
ADDbi
Linea 1 2
Linea 2 2y3
Linea 3 2
Linea 4 3
Linea 5 3
Linea 6 2y3
Linea 7 2
Linea 8 3
Linea 9 2

No se buscaron inserciones en el cromosoma cuatro porque practicamente nunca suceden
debido a que este cromosoma es muy pequeio y esencialmente heterocromatico (Ashburner,
2004). Una vez conocido el cromosoma en el que se encontraba la insercion en cada linea se

construyeron lineas estables de cada una de ellas.

Posteriormente se disefid un oligo para la region UAS y se realizaron PCR de ADN gendmico de

distintas moscas, junto con el oligo 3" especifico para cada isoforma para confirmar la presencia

del plasmido sympUAST con la regién deseada de cada isoforma como se muestra a continuacion:
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Ore ail ai4 bi2 +

3 kb
1kb

0.5 kb

Figura 28. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la presencia del transgen en las moscas
disefadas para identificar el interferente de cada isoforma. Ore: ADN gendmico de moscas “wild
type” que sirven como control negativo, ail: ADN gendmico de la linea 1, ai4: ADN gendémico de
la linea 4, bi2: ADN gendmico de la linea 2, +: control positivo empleando el pldasmido purificado
que fue microinyectado en las moscas.
Ore bi2 bi3 ail +
3 kb

1kb

0.5 kb

Figura 29. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la presencia del transgen en las moscas
disefadas para expresar el interferente de cada isoforma. Ore: ADN gendmico de moscas “wild
type” que sirven como control negativo, bi2: ADN gendmico de la linea 2, bi3: ADN gendmico de
la linea 3, ail: ADN gendmico de la linea 1, +: control positivo empleando el plasmido purificado

qgue fue microinyectado en las moscas.

Una vez confirmada la insercidn correcta de las secuencias en el genoma de la mosca es necesario
inducir su expresion por medio de “drivers” que contengan la secuencia para expresar Gal4. Este
sistema permite la induccion de la proteina de interés espacio y/o temporalmente dirigida,
manipulando el sitio donde se exprese el activador GAL4. Esto se logra eligiendo de una coleccidn
amplia en el acervo comunitario de Drosophila, lineas de moscas que expresan GAL4 en tejidos y/o
etapas de desarrollo de interés. A estas lineas se les conoce como “drivers”. En primer lugar se
decidid emplear el “driver” de expresidon ubicua tubulina Gal4 [1] w[*]; P{w[+mC]=tubP-

GAL4}LL7/TM3, Sb[1].
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Como control positivo de las cruzas genéticas se realizaron cruzas con la linea de mosca
previamente reportada que contiene un ARN interferente contra ADD del “Vienna Stock Center” y
gue afectaria la expresion de todas las isoformas de ADD. El experimento se realizé por triplicado
y en ambos sentidos, es decir primero el progenitor femenino era portador del ARNi (UAS:ADDi) y
el progenitor masculino contenia el “driver” TubGal4 (filas rosas de la tabla5) vy viceversa, el
progenitor femenino aporta el “driver” TubGal4 y el progenitor masculino al ARNi (UAS-ADDi)

(filas azules de la tabla5).

Como se puede apreciar en la tabla 5, se observa un fenotipo de supervivencia del 3% de en
machos que presentan el interferente para ADD y un 59% de supervivencia en las hembras. Asi, el
fenotipo es mucho mas notorio en los machos, los cuales mueren en el estadio de farato previo a
estadio adulto. Para descartar cualquier efecto inespecifico causado por los “drivers” se uso el
“driver” ActGald que confirmd el fenotipo observado previamente con el “driver” TubGal4 y
descarta que el fenotipo de semiletalidad observado se deba a los “drivers” utilizados en estos
ensayos. Los faratos que quedaron muertos se disecaron y presentan todas las partes del cuerpoy

los segmentos bien definidos, no se observd alguna anormalidad a simple vista en su anatomia.

Tabla 5. Disminuir los niveles del transcrito de ADD genera un fenotipo de muerte de machos. En
la tabla se muestra el genotipo resultante de la cruza de ADDi/ADDi;+/+ con +/+; tubgal4/tm3,Sb
en ambos sentidos. Posteriormente se muestra el sexo de los organismos contados asi como el

porcentaje de supervivencia obtenido con respecto a la clase mas sana que representa el 100%.

Genotipo sexo % Supervivencia (# individuos)

ADDi/+; tm3, Sb/+ Q 100 (408/408)
ADDi/+; tm3, Sb/+ 3 100 (436/436)
ADDi/+; tubGal4/+ Q 84 (343/408)
ADDi/+; tubGal4/+ 3 57 (250/436)
ADDi/+; tm3, Sb/+ Q 100 (252/252)
ADDi/+; tm3, Sb/+ 3 100 (234/234)
ADDi/+; tubGal4/+ Q 59 (146/252)
ADDi/+; tubGal4/+ 3 3(18/234)
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Posteriormente se extrajo ARN y por rtPCR se evaluaron los niveles de transcrito por
densitometria. Sin embargo, no se logrd observar una disminucién significativa en los niveles del
transcrito a pesar del fenotipo tan fuerte lo cual nos puede indicar que las moscas que llegan
adulto son “escapers”, lo que significa que sus niveles no estdn disminuidos en cantidad

considerable y por lo tanto logran llegar a adulto (fig 30).

carriles 1 2 3 4
650 pb —— ADDby d

< 528pb
400 pb — o 446 pb

ADDa
¥ 470 pb

650 pb =——

. Rp49
400 pb = 404 pb

100% 95% 100% 85%

Figura 30. Los niveles del transcrito de ADDa,b y d no disminuyeron significativamente en las
moscas que contenian los ARN interferentes para todas las isoformas. En los carriles 1 y 3 se
observan los transcritos de moscas ORE, en los carriles 2 y 4 se observan los transcritos de las
moscas addi/+; tubgald/+, en el carril, en los carriles 1 y 2 se amplificé un producto de PCR con
oligos especificos para ADDa, en los carriles 3 y 4 se amplificé un transcrito con oligos especificos
para ADDb y d. En la parte baja del gel se muestran los transcritos de Rp49 como control de carga.
Los porcentajes que se muestran en la parte inferior corresponden a los valores de densitometria

normalizados con rp49.
Como puede observarse en la fig. 31, nuestros resultados indican una diferencia estadisticamente

significativa entre los diferentes fenotipos estudiados en cruzas donde las hembras tenian el

genotipo ADDi/ADDi;+/+ y los machos eran +/+; tubgal4/tm3,Sb.
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ADDi/+; tm3, sb/+|ADDi/+; tm3, sb/+|ADDi/+; tubGal4/+ADDi/+; tubGal4/+

Figura 31. El porcentaje de supervivencia se reduce principalmente en machos al disminuir los
niveles de transcrito de dADD. Las primeras dos barras representan las clases control de la cruza
siendo normalizados los datos con éstos. Las ultimas dos barras muestran el fenotipo de interés
con el sistema UAS-Gal4 inducido para disminuir los niveles de ADD con un “driver” de expresion
ubica como Tubulina Gal4. Las barras en la parte superior muestran la desviacion estandar del

experimento. En la parte inferior se muestra en genotipo de la clase.

El fenotipo de letalidad se exacerba cuando las lineas parentales tienen el genotipo opuesto a la
cruza anterior, es decir hembras +/+; tubgal4/tm3,Sb con machos ADDi/ADDi;+/+. Con estas
condiciones experimentales el porcentaje de supervivencia cae a un 59% en hembras y un 3% en

machos que heredan el ARN interfente (fig 32):
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Figura 32. El porcentaje de supervivencia se reduce hasta un 3% en machos al disminuir los niveles
de transcrito de dADD. Las primeras dos barras representan las clases control de la cruza siendo
normalizados los datos con éstos. Las uUltimas dos barras muestran el fenotipo de interés con el
sistema UAS-Gal4 inducido para disminuir los niveles de ADD con un “driver” de expresion ubica
como Tubulina Gal4. Las barras en la parte superior muestran la desviacion estandar del

experimento. En la parte inferior se muestra en genotipo de la clase.

A continuacién para determinar si alguna de las lineas transgénicas establecidas podia disminuir
los niveles de la proteina, primero se evalué la expresiéon ubicua con el mismo “driver” para
confirmar que funciona el sistema de expresién utilizado y ademas evaluar si se conseguia el

mismo fenotipo al disminuir la expresidn de alguna isoforma de ADD en la mosca.

Para este objetivo se cruzaron las lineas ADDai 1 y ADDbi 3 con los drivers de expresion ubica
TubulinaGal4 y ActinaGal4 provenientes de “Bloomingtong Stock Center”. La cruza se realizd a
25°Cy no se observo un fenotipo evidente. También se emplearon “drivers” especifico para tejidos
como el de glandulas salivales, discos imagales de ala y de expresion embrionaria sin poder

observar un fenotipo.
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Para confirmar la posible disminucién de los niveles del transcrito se extrajo ARN de las moscas
inducidas con TubulinaGal4 y con el cual se sintetizé el cDNA. Posteriormente se realizaron rtPCR
semi-cuantitativas con los oligos especificos para las isoformas (Tablal). Los productos se
cargaron en un gel de agarosa y se cuantificaron por densitometria normalizando con el control de
Rp49. No se pudo observar una diferencia considerable en el carril 2 ADDai y en el carril 5 ADDbi
que es donde se encuentran las muestras con el interferente de interés (fig 33). Normalmente al
hacer uso de este tipo de interferentes inducibles, los transcritos no tienen un rango de porcentaje
de disminucidn, se observa mas bien con un fenotipo pero en este caso ni observamos fenotipo ni

observamos una disminucion considerable de los niveles de transcrito.

carriles 1 2 3 4 5 6
ADDbyd
650 pb < 528 pb
400 pb < #18ph
, ADDa
470 pb
650 pb Rp49
404 pb
400 pb

100% 84% 81% 100% 86% 97%

Figura 33. Los niveles del transcrito de ADDa,b y d no se disminuyeron en moscas con los ARN
interferentes. En los carriles 1, 4 se observan los transcritos de moscas ORE (control), en los
carriles 2 y 6 se observan los transcritos de moscas addai/+; tubgal4/+ .En los carriles 3y 5
addbi/+;tubgald/+. En los carriles 1 al 3 se amplific el transcrito de ADD con oligos especificos
para la isoforma ADDa, en los carriles 4,5 y 6 se amplificd el transcrito con oligos especificos para
las isoformas ADDb y d. En la parte baja del gel se muestran los transcritos de Rp49 como control
de carga. Los porcentajes que aparecen en la parte inferior representan los valores de

densitometria normalizados con rp49.

Posteriormente se cruzaron las moscas junto con el “driver” de expresién ubicua TubulinaGal4 y
UAS-dicer para incrementar la procesividad de los ARN pequefios e incrementar la formacién de

los ARN de interferencia pero aun asi no se pudo observar un fenotipo ni una disminucién de los
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transcritos por rtPRC semicuantitativa ain cuando se generd una mosca que presenta doble
transgen, uno para disminuir los niveles de la isoforma a y otro para la isoforma b (carriles 4 y 8 de

la figura 34) tampoco se pudo observar un fenotipo evidente.

carriles 1 2 3 4 - 5 6 7 8

650 pb

200 pb

650 pb

200 pb

100% 115% 64% 122 % 100% 103% 78% 96%

Figura 34. Los niveles del transcrito de ADDa,b y d no cambiaron en las lineas de moscas que
contenian los ARNs interferentes aun en presencia de dicer. En los carriles 1, 5 se observan los
transcritos de moscas ORE, los carriles 2 y 6 corresponden a los transcritos de las moscas
dicer/sp; tubgal4d/addai, en los carriles 3 y 7 se muestran los transcritos de las moscas dicer/sp;
tubgal4/addbi y en los carriles 4 y 8 podemos ver los transcritos que coreesponden dicer/addai;
tubgal4/addbi. El transcrito mostrado en los carriles 1 al 4 se amplifico con oligos especificos para
ADDa, mientras que el transcrito mostrados de los carriles 5 al 8 se amplificé con oligos
especificos para las isoformas ADDb y d. En la parte baja del gel se muestran los transcritos de
Rp49 como control de carga. Los porcentajes presentados en la parte inferior corresponden a los

valores de densitometria normalizados con rp49.
Finalmente se determind que las moscas transgénicas que se generaron con las secuencias para

interferir los transcritos de ADDa, ADDb y ADDd no presentaron un fenotipo ni se observa una

disminucién de los transcritos por medio de la técnica de RT-PCR semicuantitativa.
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7. Discusion

Cada vez son mayores las evidencias que indican que los mecanismos epigéneticos son
importantes para la regulacién de la expresidn genética y la estabilidad del genoma. La cromatina
es una molécula que presenta un alto nivel de dinamismo y dada su importancia y participacion en
diversos procesos, ha sido blanco de estudios durante los ultimos afios. Entre los procesos mds
estudiados se encuentra la regulacion de la transcripcion génica. La complejidad de los
mecanismos se refleja en la gran cantidad de proteinas que intervienen en el proceso. Justamente
una de las lineas de investigacion del laboratorio es la proteina ATRX que cada dia emerge con
mayor fuerza como un factor involucrado en la regulacién transcripcional y la estabilidad del

genoma en células de mamiferos.

La proteina ATRX se encuentra altamente conservada a lo largo de la evolucién. Estd presente
desde invertebrados hasta humanos (Sun et. al, 2006). Lee et. al., (2007) reportaron que el gen
gue corresponde a la secuencia CG4548 del proyecto Berkeley del genoma de D. melanogaster
codifica una proteina a la cual se le ha llamado XNP/ dATRX. Esta proteina carece de las
secuencias que corresponden al extremo N-terminal de la proteina de hATRX las cuales incluyen el
dominio ADD. Debido a que el 50% de las mutaciones reportadas en pacientes con el sindrome de
ATRX caen en este dominio de la proteina humana, resulta interesante estudiar una proteina que

contiene el dominio ADD pero de forma separada al dominio Helicasa/ATPasa en mosca.

El dominio ADD esta compuesto por un dominio PHD y un dedo de zinc del tipo GATA (Argentaro
et al.,, 2007). Es de notoriedad que mutaciones en los genes que codifican proteinas que
contienen el dominio PHD estan involucradas en distintas enfermedades en humanos como
leucemia, cancer de mama y melanoma asi como en distintos sindromes como el “Weaver,
Rubinstein—Taybi” y “Borjeson Forssman Lehmann” que afectan a las lineas germinales como lo
hace el sindrome de ATRX. En todas estas enfermedades se ha reportado una desregulacidn de los
PHD y se propone que la mala interaccion o la falta del reconocimiento de modificaciones de las
histonas es la causa de las padecimientos por lo tanto es importante entender su funcionamiento

y describirlos en detalle (Baker et. al., 2008).

En el laboratorio se identificd que el Gen CG8290 de D. melanogaster, el cual esta reportado en la

base de datos flybase que codifica dos isoformas proteicas que tienen el dominio ADD. Se observo
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que el transcrito que codifica la isoforma ADDa se encuentra presente durante todo el desarrollo
pero en cuanto se utilizaron oligonucledtidos para amplificar especificamente el transcrito de la
isoforma ADDb se pudieron observar dos bandas, una con el peso esperado y otra con el peso que
incluiria la retencidén de un intrén a la cual se designé como ADDd. Esta nueva isoforma cambiaria
el marco de lectura de una posible proteina producida causando un producto de menor peso de

aproximadamente 106 kDa.

Recientemente. fue publicada una nueva isoforma llamada ADDc que tiene dividido el exdn tres
produciendo al parecer un nuevo intrén. Este transcrito se encuentra representado a lo largo de
todo el desarrollo y produciria una proteina de 112 kDa de peso esperado la cual podria ser alguna
de las bandas que se observa en los ensayos tipo “western” y que ademas se compite con el
péptido especifico contra el cual fue hecho el anticuerpo (Dra. Valadez, dato no publicado). El
hecho de que pudieran expresarse varias isoformas es bastante interesante ya que en ratdn,
empleando la técnica de RT-PCR pero en hipocampo, Nogami et. al., (2010) encontraron al menos
cinco isoformas distintas de ATRX. Empelando el organismo completo en los distintos estadios del
desarrollo se observaron todos los transcritos presentes por lo que seria interesante analizar si
existe una expresién diferencial en tejidos especificos como lo son las glandulas salivales, cerebro
y discos imagales del estado larvario, y en ovarios y testiculos del adulto para ver si existe una
expresion diferencial de las isoformas. Ademds de buscar en tejidos donde las mutaciones en ATRX

generan un fenotipo, como el sistema nervioso en mamiferos.

Los dominios SANT presentes en las isoformas ADDb, ¢ y d tienen un papel clave en el
reconocimiento de las colas de las histonas, principalmente en aquellas que no poseen
modificaciones (Boyer et al., 2002; Yu et al., 2003) y pueden unirse a secuencias consenso en el
ADN o a otras proteinas. Debido a su punto isoeléctrico hipotético calculado los dominios SANT

que presentan las dADD son de pl basico, es decir que podrian unirse a ADN.

Una interesante pregunta que surge es porque en D. melanogaster se cuenta con isoformas
proteicas que ademas del dominio ADD tienen la presencia de los dominios SANT en el Carboxilo
terminal, ya que al cambiar el marco de lectura se producirian proteinas que contienen el dominio
ADD con uno o dos dominios SANT. Una posible explicacion es que tengan distinta especificidad

para unirse al ADN dependiendo del tejido donde se encuentren. Otra explicacion de la presencia
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de estas isoformas nuevas es que podrian actuar como dominantes negativas, que en Drosophila
una proteina que actua de esta forma es llamada antimorfa, es decir una nueva proteina que
antagoniza a la “wild-type”. Este mecanismo antagoénico podria realizarse de varias formas. Una
propuesta es que pueda unirse a los mismos blancos a través del dominio ADD pero careceria de
uno o varios dominios SANT por lo que surge la hipdtesis que no podria tener su funcién completa.
Estas nuevas isoformas pueden ser antagonistas en una regulacién muy fina en algin momento
del desarrollo o en un tejido especifico ya que si observamos el transcrito (Fig 17), esta isoforma
gue hemos llamado ADDd se encuentra presente al mismo tiempo que ADDb. Pudiera existir una
expresion diferencial que debido a la técnica empleada no hemos podido observar, y si asi fuese
estos diferentes niveles de expresion de las isoformas pudieran indicar que la isoforma corta se
esté comportando como una dominante negativa, aunque se tendrian que realizar experimentos
para poder determinarlo con certeza y observar a qué nivel esta actuando. Un claro ejemplo de la
regulacién de proteinas con isoformas dominantes negativas es la proteina Fox que pertenece a
una familia de factores transcripcionales que juegan un papel primordial en la regulacién del
“splicing” de muchos exones por lo que se le ha relacionado a la regulacion de genes importantes
para el crecimiento celular, proliferacién, diferenciaciéon y el desarrollo embrionario. Se han
encontrado distintas isoformas de esta proteina en tejidos especificos como neuronas y musculo
de ratén donde alguna de sus isoformas carece del dominio encargado de reconocer el pre-ARNm
para promover el “splicing”, y por lo tanto actia como dominante negativa de su propia proteina
al competir con otros factores necesarios para realizar el “splicing” (Damianov y Black, 2010). Esto
nos da una idea que proteinas que son importantes en el desarrollo embrionario o en algun tejido
especifico tienen una fina regulacion para poder ser expresadas en momentos o lugares

especificos.

Con una serie de anticuerpos se pudieron observar tres de las posibles cuatro isoformas durante el
desarrollo embrionario. Se determind que son depositadas por herencia materna en el embridn,
es decir que estan presentes antes de que comience la transcripcidn cigdtica y también se
pudieron observar en organismos adultos. La herencia materna la podemos diferenciar ya que en
embriones de Drosophila se tiene bien establecido que la transcripcidon cigética inicia a las tres
horas de vida embrionaria. Esto nos indica que es importante su presencia durante el desarrollo

temprano del organismo.
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En cuanto a su localizacion se encontré que tanto ADDa y ADDb, como las posibles isoformas ADDc
y ADDd, son proteinas exclusivamente nucleares como ha sido descrito previamente para dATRX
en células somaticas, donde se localiza en secuencias altamente repetidas del genoma,

especialmente en regiones pericentroméricas (Law, et al 2010).

Eustermann et. al (2011) e Iwase et. al (2011) observaron que el dominio ADD de la proteina ATRX
de humano reconocia la trimetilacién de la lisina 9 de la histona H3 y la no modificacién de la lisina
4 de la histona H3 y describieron los aminoacidos importantes para que se lleve a cabo el
reconocimiento de esta marca. Ademas Dhayalan et. al., (2011) realizaron un modelo del dominio
ADD donde muestran los aminodcidos importantes para el reconocimiento de esta marca. En el
laboratorio con la ayuda del Biol. Adam Campos se realizé el modelamiento de la proteina en
mosca que empalma con la de humano. Ademas se hicieron alineamientos donde se observé que
los aminodacidos que reconocen estas marcas (H3K9me3 y H3K4meO0) se encuentran conservados o
estdn presentes aminoacidos con cargas y caracteristicas similares. Se trataron de hacer
inmunotinciones de cromosomas politénicos con dos distintos anticuerpos que reconocen la
marca H3K9me3 con la finalidad de observar colocalizaciones con el anticuerpo que reconoce a

dADD pero desafortunadamente ninguno fue capaz de reconocer esta marca en los cromosomas.

Al mismo tiempo se realizaron co-tinciones de ADD con el anticuerpo que reconoce a HP1a, que es
una proteina asociada a heterocromatina y reconoce especificamente esta marca de trimetilacién
de la lisina 9, donde encontré que colocalizan en el centromero (Fig. 23). Estos datos coinciden
con Bassett et. al. (2008) donde realizaron el mismo experimento pero para dATRX y ven que
colocaliza con HP1a en el cromocentro. A partir de esta informacién se ha propuesto encontrar un
proceso donde dADD y dATRX estén colaborando en el mantenimiento de la heterocromatina

pericentromérica.

El disefio de moscas que expresen un ARNi para cada isoforma es una herramienta util para poder
seguir contestando preguntas sobre la posible interaccidn entre las proteinas ADD y dATRX. La
mayoria de las mutaciones que se encuentran en proteinas que codifican para remodeladores de
la cromatina en mamiferos y que contienen un PHD, como lo es ATRX en su dominio ADD resultan
en un espectro de sindromes que contienen problemas en el sistema nervioso, condiciones

autoinmunes y algunos tipos de canceres (De la fuente et. al., 2011).
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La ausencia de un fenotipo observable en las moscas adultas inducidas con el sistema UAS-Gal4
podria deberse a que se estan presentando los fenotipos en sistema nervioso o retina, y de ser
asi, no es posible observarlo a simple vista. Seria necesario realizar cortes histolégicos o
disecciones de los posibles tejidos blanco de accién. Otra explicacién a la falta de un fenotipo
observable podria ser que el ARNi no es tan fuerte como se esperaba al localizarse en la region
3’del transcrito y aunque se realizaron las cruzas con “Dicer” para potenciar los posibles fenotipos
no se pudo observar fenotipo alguno. Aun asi son herramientas que brindardn una gran cantidad

de informacidn al realizarnos las preguntas correctas.

Con respecto a las moscas provenientes del banco de Vienna que interfieren todas las isoformas
se observd un fenotipo de supervivencia del 3% en los machos y 59% en hembras que llegan a
adulto donde se disminuyeron los niveles para estas proteinas, ademas de que es muy notoria la
muerte de los organismos en el estadio de farato previo al adulto. Estos datos coinciden con
Emelyanov et. al., (2010) donde ve 20% de viabilidad con alelos de dATRX y con los datos de
Bassett et. al., (2009) donde observan que solo 20% llega a pupa y solo el 10% llega a adulto con
alelos de dATRX que ellos generaron pero sin hacer distincién entre machos y hembras. Un dato
preliminar que tenemos en el laboratorio son moscas heteroalélicas para dATRX donde se observa
una supervivencia de los machos entre un 20% y 60% dependiendo la combinacién entre alelos. Al
obtener resultados parecidos con mutantes de dATRX vy los interferentes de dADD se podria
sugerir que estan participando en la misma via de sefalizacién o en un proceso celular en el
mismo complejo. De hecho los pacientes humanos afectados con el sindrome son principalmente
hombres y se les ha relacionado con anormalidades urogenitales, infertilidad y reversién sexual.
En C. elegans se ha encontrado que su ortdlogo (XNP-1) esta involucrado en la cascada de la
determinacidon sexual y gonadogenesis (Huyhn et. al., 2011). Bagheri-Fam et. al., (2011)
encontraron que ATRX interacciona fisicamente con el receptor de andrégeno en ratones y puede
ser un regulador de la transcripcidn tejido especifico en testiculos. ATRX se expresa en células
somaticas y células germinales de testiculos de humanos (Tang et. al., 2009), ratas, ratones y
marsupiales indicando un posible rol de ATRX durante la espermatogénesis y donde ademads se ha
visto un patrén de distribucion similar a DMRT1 (“Doublesex and mab-3 related transcription
factor 1”) que es una proteina involucrada en la determinacién sexual de vertebrados (Huyhn et.
al., 2011). El ortélogo de DMRT1 en mosca es DSX (“Doublesex”), que es un factor transcripcional

que regula la diferenciacidn sexual durante la embriogénesis y es una proteina determinante para
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la compensaciéon de dosis en mosca, proceso en el cual las proteinas ADD podrian estar
involucradas. Aunque los datos que se obtuvieron durante el desarrollo de mi tesis son bastante
preliminares seria interesante poder indagar mas sobre el papel de ADD y ATRX durante la

diferenciacién sexual y la compensacidn de dosis en machos de D. melanogaster.

Otra teoria que podria explicar el fenotipo de muerte en machos es la colocalizacidn de hATRX con
la variante de histona H3.3 en telémeros descrita por Wong et. al., (2010) donde proponen a
hATRX como regulador clave de la cromatina telémerica al incorporar a H3.3 y participar en la
unién de HPla a los teldmeros, por lo que se sugiere que éstas proteinas pueden actuar para
lograr un equilibrio en el estado de condensacién de la cromatina que permite la renovacion de los
teldmeros pero sin perder su estructura compacta esencial. En D. melanogaster la compensacion
de dosis se lleva a cabo sobreexpresando el cromosoma X, al contrario de muchos organismos
donde se inactiva a uno de los cromosomas X, ademds se ha observado que en los machos la
variante H3.3 se encuentra altamente enriquecida. Siendo que en mamiferos hATRX es parte de
un complejo que deposita esta variante, entonces seria interesante analizar si esto estd
sucediendo en la mosca y por lo tanto mutantes de dATRX y dADD podrian estar afectados en la
deposicidn de esta variante de histona en el cromosoma X de los machos aunque faltarian realizar

una serie de experimentos para poder aseverar esta teoria.
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Conclusiones

La expresidn de los transcritos del gen dADD es ubicua durante el desarrollo.

El analisis de los transcritos sugiere que al menos existen cuatro isoformas de dADD, de las
cuales se pudieron corroborar tres. Por medio de un ensayo tipo western blot con un
anticuerpo que reconoce a dADD se observaron dos bandas con un peso de 130 kDa y otra

de 112 kDa. Las proteinas son de herencia materna.

Las proteinas tienen una localizacion nuclear.

Las proteinas ADD colocalizan en cromosomas politénicos con la proteinaHP1 en el

cromocentro.

Se realizaron cruzas con una mosca interferente para todas las isoformas proveniente del
“Vienna RNAIi Drosophila Stock Center “ que al inducirla con el “driver” TubulinaGal4 se
puede observar un fenotipo de supervivencia del 3% en machos y 59% en hembras

falleciendo en el estadio de faratos.

Se disefiaron moscas transgénicas con un sistema inducible UAS-ARNi para cada dos

isoformas y no se observd ninglin fenotipo al inducirlas con el sistema Gal4.

-64-



Perspectivas

Observar si existen otros posibles transcritos de ADD.

Determinar con que proteinas podrian estar interaccionando con las isoformas

proteicas de dADD.

Realizar un Chip-seq para observar en que regiones del genoma se asocian estas

proteinas.

Identificar genes que podrian estar siendo regulados por las proteinas de dADD.

Determinar si el dominio ADD reconoce la marca H3K9me3.

Inducir la expresion de ARNi en tejidos como sistema nervioso, reportados asociados

con el sindrome en mamiferos.

Examinar los componentes del mecanismo de compensacién de dosis y su posible

relacidn con el fenotipo que se observa en moscas interferentes para ADD.
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11. Anexos

Como parte del objetivo de identificar el patréon de expresidon de las isoformas de dADD se
generaron anticuerpos para las primeras dos isoformas descritas, ADDa y ADDb a la compaiiia New
England peptide. Una vez que llegaron se purificaron y se estandarizaron las concentraciones para
poder observar las proteinas en bandas de los pesos correspondientes.

Las pruebas se realizaron en extractos de embriones de 3-21 horas y de organismos adultos con
extractos proteicos totales. Las concentraciones dptimas de anticuerpo para poder observar ADDa
se obtuvieron al bloquear con Leche descremada 10% en PBS 1X + 0.1% Tween20 durante 1 hora,
posteriormente se agregd el anticuerpo primario en una concentracion 1:1000 en leche
descremada 5% en PBS 1x+ 0.1% Tween20 durante 1 hora. El anticuerpo secundario se agregé a
una concentracién de 1:2000. Los lavados y el revelado se realizaron conforme a lo descrito
previamente.

Como se muestra en la siguiente figura se observan dos bandas en el carril de embriones donde la
banda de 130 KDa suponemos que es la isoforma a y la otra banda de peso inferir puede
corresponderd otras isoformas existentes, degradacion o un forma con modificaciones
postraducionales, ya que al realizar la competencia con el péptido contra el que fue hecho
desaparecen (dato no mostrado). Esto podria resolverse también teniendo el control de carga y
viendo que ese no esté degradado.

250kDa ——
130kDa ___ - 130kDa
’ . 112kDa
95kDa —
72kDa ___ -
PM e3-21 Ad

Figura 35. Ensayo tipo western blot de embriones de 3-21 horas (e 3-21) y de organismos adultos
(ad). El anticuerpo a-dADD purificado reconoce especificamente la isoforma “a” de la proteina;
PM: Marcador de peso molecular.

Para el anticuerpo purificado de ADDb también se realizaron las pruebas en extractos proteicos de
embriones de 3-21 horas y de organismos adultos donde las condiciones optimas se obtuvieron al
bloquear con Leche descremada 10% en PBS 1X + 0.2% Tween20 durante toda la noche y agregado
a continuacidn el anticuerpo 1:500 en leche descremada 5% en PBS 1x+ 0.2% Tween20 durante 1
hora. El anticuerpo secundario se agregd a una concentracién de 1:2000. Los lavados y el revelado
se realizaron conforme a lo descrito previamente.
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Como se muestra en la figura 36 se observan tres bandas en el carril de embriones pudiendo
corresponder a la isoforma b (banda de 130 kDa) y alguna de las bandas de menor peso molecular
a la isoforma ¢ que tiene un peso predicho de 112 kDa pero en este gel pudo migrar como 123
kDa o 106 kDa y este anticuerpo tendria la capacidad de observarla. La otra banda puede ser
degradacion o una forma con modificaciones postraducionales, ya que al realizar la competencia
con el péptido contra el que fue hecho desaparecen (dato no mostrado).

250 kDa
130 kDa < 130 kDa
| < 123kDa
9okba < 106kDa
72 kDa
PM

Figura 36. Ensayo tipo western blot de embriones de 3-21 horas (e 3-21) y de organismos adultos
(ad). El anticuerpo a-dADD purificado reconoce las isoformas b y ¢; PM: Marcador de peso
molecular.

Desafortunadamente los experimentos no cuentan con un marcador de carga como lo he utilizado
previamente, la BTubulina ya que se estaban probando las condiciones de los anticuerpos y que
no se observaran mas bandas en otras partes de la membrana y se empled la tira completa. Sin
embargo se concluye que por lo menos pudimos observar las isoformas ADDa,ADDb y ADDc tanto
en embriones como en adultos.

Para cumplir con el objetivo de observar a qué tipo de cromatina se asocian las proteinas ADD se
muestran a continuacién los controles de las inmuno-histoquimicas:

Figura 37. Controles del anticuepro ADD competido, suero preinmune y solo anticuerpo
secundario. En la parte izquierda se muestra el anticuerpo ADD competido con el péptido contra el
que fue disefiado observando ausencia de sefial. En la parte media observamos el suero
preinmune de conejo igualmente con ausencia de seial. En |la parte derecha se observa la inmuno-
histoquimica solo con el anticuerpo secundario a- conejo (Alexa rojo 568) sin sefal en rojo.
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Posteriormente se realizaron los controles de las tinciones dobles con a-ADD y aHP1.

Figura 38. Controles de las dobles tinciones de ADD y HP1 en cromosomas politénicos. En el panel
de la izquierda se muestra un cromosoma con el a-ADD y su secundario a-conejo (Alexa rojo 568)
que se le adiciond secundario a-ratén (Alexa verde 488). En el panel de la derecha se muestra un
cromosoma tefido con O-HP1 y su secundario a-ratén (Alexa verde 488) que se le adiciond
secundario a- conejo (Alexa rojo 568). Como se puede observar la seial de cada anticuerpo es
especifica a su secundario y no hay cruce de canales al observar los fluoréforos.

Para cumplir con el objetivo de disefiar moscas transgénicas que expresen un ARN de
interferencia especifico para las dos isoformas que hasta el momento se conocian de dADD, se
realizaron subclonaciones del vector pGEX-4T1 que ya contenia un fragmento del cDNA de ADDa,
el cual se digirié con las enzimas Bgll y Notl para generar un fragmento de 288 pb. La secuencia
que se extrajo de esta construccién es:
ATCTGATAAAAGCCTTGGGCAGCCCCAGCGTCCTGCCTTCCCAAAATACAAAGGATAATGAGACTGATTTGGATGCAAA
CGATTTTATTGGAAATCTCCCACTCGAAACAACGGAGCCACCTGAGATTCTCTTGAAGGAGGATGAGTGCAAGGTGGA
AAAGACAACAGGGATTTCACAAGTAGGAGCACCCAGCCCCGCCGAAAATGGTGACACAGAAATGGAATCCACACTTG
AAGCCAGTGACTCTGCGCCAGACGAGTTCGCCACGGCTGAGATTGTTGGCTAG
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Figura 39. Esquema del vector pGEX-4T1 que contiene un fragmento del cDNA de ADDa de 2525
pb.

A continuacion se muestra el esquema del vector pGEX-4T1 que ya contenia un fragmento del
cDNA de ADDDb, el cual se digirié con las enzimas Sall y EcoRI para generar un fragmento de 238 pb
y la secuencia que se cortd de este vector es:
GGCCAACTGGACGACGTGGATCTCTTCAACACAGGCTGCAATAGCTTTCACAATCAGGTCTATGAATACCGCAAGAGTT
TGCATGCCAATCTTAAGGATGGCGAGGACTGCGAGCCATTGCCTCCGCTGATGCCGCTGGGAGTTCGAGCCGAAGGTG
ATCCCATCGATGAGCCCGAGGAACCGGAAACGGTACCGGAACCGAGCAGGATGACACCGAAAAAGACCACGAAGAT
GCGGCCGAATT

Sall

Inserto cDONA ADDb
A 1477 pb

a T Notl

pGEX-4T1
6435 pb

Ampicilina

Figura 40. Esquema del vector pGEX-4T1 que contiene un fragmento del cDNA de ADDb de 1477
pb.

Una vez que se obtuvieron los fragmentos de losvectores de las figuras 36 y 37 se ligaron en el
vector especial para mosca SympUAST-w que a continuacion se muestra su esquema:
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Figura 39. Esquema del vector SympUAST-w de 12 Kb aproximadamente de peso. En este vector se
ligaron los fragmentos obtenidos de los vectores anteriores y este vector fue el que se mandd
microinyectar para generar las moscas transgénicas.

Para poder evaluar si los niveles de transcrito fueron disminuidos en las moscas transgénicas con
el ARN interferente se empled la técnica de RT-PCR semicuantitativa, en la cual se monitorea a que
ciclo de la reaccion de PCR aparece el transcrito. A continuacién se muestran los geles con los
transcritos de interés a distintos ciclos:

1000 pb

400 pb

100 pb

15 20 25 30 30G

Figura 40. El transcrito de Rp49 aparece al ciclo 20. Reaccidon de RT-PCR empelando cDNA de
adultos para observar cuando aparece el transcrito. Los nimeros de la parte inferior muestra el
ciclo en el cual se detuvo la reaccion. El ultimo carril muestra el control de ADN gendmico con G.
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400 pb
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23 25 26 27

Figura 41. El transcrito de ADDa aparece al ciclo 25. Reaccion de RT-PCR empelando cDNA de
adultos para observar cuando aparece el transcrito. Los nimeros de la parte inferior muestra el
ciclo en el cual se detuvo la reaccidn.

27 28 30G

Figura 42. El transcrito de ADDb y d aparecen al ciclo 27. Reaccion de RT-PCR empelando cDNA de
adultos para observar cuando aparece el transcrito. Los nimeros de la parte inferior muestra el
ciclo en el cual se detuvo la reaccidn. El ultimo carril muestra el control de ADN gendmico con G.
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