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Resumen

Los genes del grupo trithorax se requieren paratenar en un estado activo la expresion de los
genes homedticos @rosophila melanogaster. A este grupo perteneceonalli (tna), brahma (brm) y
osa. tna fue identificado por su interaccién genética bom que codifica a la subunidad ATPasa de los
complejos remodeladores de la cromatina del tipdABRA (BRM) y con osa que codifica a una
subunidad exclusiva de uno de los dos tipos de lgpogpBRM deD. melanogaster. Previamente se
describié que existen al menos dos isoformas de Time@A y TnaB. TnaA tiene el dominio XSPRING
que contiene un dedo de zinc tipo SP-RING. El SR&RIse ha encontrado exclusivamente en
proteinas con actividad de E3 ligasa de SUMO. L&SUacién es una modificacién postraduccional
de proteinas que causa cambios en la localiza¢@®fugcion de las proteinas modificadas. Los datos
obtenidos durante mi proyecto de Doctorado muedtragxistencia de por lo menos dos proteinas
TnaA (TnaAso ¥ ThahAs) que se expresan de manera diferencial durantéesdrrollo deD.
melanogaster. Encontramos que Tnagse localiza en el ndcleo mientras que TngAsta tanto en el
nucleo como en el citoplasma de embriones de 3-Atlémas, mas tarde en el desarrollo, en larvas de
tercer instar, encontramos que las proteinas Tisé#neen los nicleos de las glandulas salivales y de
las glandulas protoracicas. En estas ultimas getigia la ecdisona que es la hormona clave para la
metamorfosis. Las larvas de tercer instar mutaot®s niveles disminuidos de TnaA, presentan
diferencias en algunas proteinas del perfil soltdial con respecto al presente en larvas sil\&stre
Ademas, estas larvas mutantes mueren mayoritarianeenesta etapa con una extension de vida de
este periodo, sin sufrir metamorfosis. De manetar@ésante encontramos que TnaA se localiza en
sitios discretos de la cromatina en los cromosgmoétenicos de glandulas salivales de larvas dmter
instar y que en algunos casos colocaliza con OsiemAs demostramos que TnhaA interacciona
fisicamente con Ubc9 que es la enzima E2 conjugen®UMO y con Osa. Los ensayos de interaccion
genética en los que se evalud un fenotipo aso@addoexpresion incorrecta del gen homeo#otp
nos permitieron demostrar gtr& y osa interaccionan con genes que codifican a composeéietéa via
de SUMOilacién. También se muestran algunos datessqgieren la actividad de ThaA como una E3
ligasa de SUMO. En conclusion demostramos quegoorenos hay dos formas de TnaA que debido a
su localizacion y tamafio diferencial podrian teémeciones distintas. Demostramos que las proteinas
TnaA estan asociadas a la cromatina y que fisfcagionalmente interaccionan con componentes de
la via de SUMOilacion. Los datos obtenidos nos jgermsugerir que ThaA a través de su posible
actividad de E3 ligasa de SUMO podria afectar threcindirectamente las funciones de las proteinas

involucradas en la expresion de los genes homeodtico



Summary

The trithorax group genes are required to mainteimeotic gene expression Drosophila
melanogaster. tonalli (tna), brahma (brm) and osa belong to this grouptna was identified by its
genetic interaction wittorm which encodes the ATPase subunit of the BRAHMA MBRhromatin-
remodeling complexes and witsa which encodes a subunit that is exclusively foiméne of the
two types of BRM complexes iD. melanogaster. Previously it was described that there are atlea
two Tna isoforms, TnaA and TnaB. TnaA harbors afPRENG domain, which contains an SP-RING
zinc finger. The SP-RING finger has been exclugivelind in proteins with SUMO E3 ligase activity.
SUMOylation is a posttranslational modification ttiidhanges the location and/or the function of the
modified proteins. Data obtained during my PhD @ecbjshow the existance of at least two TnaA
proteins (TnaAso and TnaAys) that are differentially expressed alobg melanogaster development.
We found that Tna#sis located in the nucleus while Tngéis in the nucleus and in the cytoplasm of
3-21 h embryos. Later in development, in third andarvae, we found that TnaA proteins are also
nuclear in salivary and prothoracic glands. In ldtéer ones, ecdysone is synthesized which is a key
hormone for metamorphosis. Mutant third instar darwith low TnaA levels have differences in some
proteins of the total soluble profile with respazthe one found in wild type larvae. Besides, najst
these mutant larvae die at this stage with an sidarof the life span in this period without suiifey
metamorphosis. Interestingly we found that Tnag8hsmatin-associated at discrete sites on polytene
salivary gland chromosomes of third instar larvael @@ some cases it colocalizes with Osa. We
demonstrated that TnaA physically interacts withc®lwvhich is the SUMO E2 conjugating enzyme
and with Osa. Through genetic interaction assayer&vwe evaluated a phenotype associated to the
misexpression of the homeotic gefwetp, we show thatna andosa genetically interacts with genes
that encode proteins involved in the SUMOylatiothpay. We also show some data suggesting TnaA
SUMO E3 ligase activity. In conclusion we demonstitnat there are at least two TnaA proteins that
due their differential location and size could healved in different functions. We demonstrated tha
the TnaA proteins are chromatin-associated and tti&t interact physically and functionally with
SUMO pathway components. The data suggest that Tmafigh its putative SUMO E3 ligase activity

could be affecting directly or indirectly the furmts of proteins involved in homeotic gene expr&ssi



Introduccion

Los genes homedticos

Durante la embriogénesis, el embribn &eosophila melanogaster se divide en 14
parasegmentos, los cuales formaran los tres segmedatla cabeza, los tres segmentos toracicos y los
ocho segmentos abdominales de una mosca adultardFij. La identidad diferencial de cada
segmento del cuerpo d2 melanogaster se determina por los genes homeoticos tambiératam
“selectores”, los cuales se encuentran en dos @osplEl complejo Antennapedia esta formado por
cinco genes l@bial (lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr) y
Antennapedia (Antp)] que se encuentran ordenados en tandem en ebsoona 3. Estos genes son
necesarios para el desarrollo de la cabeza y deldesprimeros segmentos toracicos (Figura 1)
(Kaufman et al., 1980). EI complejo bithorax estd formado pors tgenes Ultrabithorax (Ubx),
abdominal-A (abd-A) y Abdominal-B (Abd-B)] ordenados en tandem en el cromosoma 3, los cuale
estan comprometidos con el desarrollo del tercgmseato toracico y de todos los segmentos
abdominales (Lewis, 1978). Los genes homedticofficad factores transcripcionales que regulan la
transcripcién de otro grupo de genes llamados izadbres”, que pueden ser: a) genes que codifican
proteinas efectoras que estan directamente inaalasren procesos como la morfogénesis, la mitosis y
la adhesion célula a célula, entre otros, b) ggnescodifican factores transcripcionales que reglda
expresion de otros genes y c¢) genes que codificgripas involucradas en las vias de transduca&on d
sefales (revisado en Gradial., 1997).

Regulacion de la expresion de los genes homeoticos

En un principio se pensOd que varias mutaciones mpseltaban en distintos fenotipos
homeodticos correspondian a lesiones en diferertessghomedticos. Estudios moleculares posteriores
demostraron que muchas de esas mutaciones cordégpam lesiones en elementos que regulan la
expresion de los genes homedticos en el espacid terapo. Funcionalmente, los elementos
regulatorios que se conocen mas, son los iniciadgréos de mantenimiento. A los elementos

iniciadores se unen factores involucrados en laesifn inicial de los genes homedticos, los cuales



son codificados por los genes de herencia matepua pps genes de segmentacion (revisado en Maeda
y Karch, 2006). Los genes de segmentacion se divigde genes “gap”, genes “pair-rule” y genes
“segment-polarity”. Basicamente, las proteinas fomatias por los genes de herencia materna
establecen los ejes antero-posterior y dorso-Vemteh embrién. Posteriormente, las proteinas
codificadas por el grupo de genes “gap” subdividénembriébn en regiones mientras que las
codificadas por el grupo de genes “pair-rule” edmam el nUmero de segmentos. Después, las
proteinas codificadas por el grupo de genes “segpwarity” determinan la polaridad antero-
posterior de cada segmento y finalmente los gemesefticos establecen la identidad de cada
segmento (revisado en Akam, 1987). Muchas de lateipas antes mencionadas son factores

transcripcionales que van a establecer los domieesxpresion de los genes homeaticos.

Segmentos
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Figura 1: Expresién de genes homedticos en el embni de D. melanogaster. En la parte superior se indican los
segmentos Mandibular (Md), Maxilar (Mx), Labial (Ltbos segmentos toréacicos T1, T2 y T3 y los segaseabdominales
(Al a A9) asi como los parasegmentos (1-14) equesse divide un embrién con aproximadamente 320d@idesarrollo.
En la parte inferior se muestran los genes homedtde los complejos Antennapedia y bithorax querdehan la
identidad de cada parasegmento (imagen modificaddasda y Karch, 2006).



Dentro de los elementos de mantenimiento estanlléamsados PRES/TREs (“Polycomb
Response Elements/trithorax Response Elementstys aqlie se les unen factores involucrados en
mantener en un estado reprimido o activo la ex@nede los genes homeoticos (revisado en Maeda y
Karch, 2006). Las proteinas del PcG (“Polycomb @fpumantienen en un estado reprimido la
expresion de los genes homedticos y de otros gimaste el desarrollo. Muchas de las proteinas del
PcG son subunidades de complejos multiméricos egelan la expresion génica a través del control
de la estructura de la cromatina, principalmenteliame la modificacion postraduccional de las
histonas (revisado en Miller y Verrijzer, 2009).g&hos miembros del PcG estan asociados a los
PREs, que son sitios para el ensamblaje de los lemapPolycomb (revisado en Miller y Kassis,
2006). Por otro lado, las proteinas del trxG (fsitax Group”) se requieren para mantener en ud@sta
activo la expresion de los genes homeoticos y des @enes durante el desarrollo. Las proteinas del
trxG tienen funciones heterogéneas y algunos miesnilel grupo se encuentran asociados en
complejos multiméricos que controlan la transcdpcde los genes mediante la regulacion de la
estructura de la cromatina, como es el caso deasggubunidades de los complejos BRAHMA y
COMPASS (revisado en Kennison, 2004 y en Shilatjf&2012). EnD. melanogaster, algunas
proteinas del trxG estan asociadas a los TREs,mechas otras no, lo cual es de esperarse si e tom
en cuenta las distintas funciones en las que gEatidos miembros del trxG (ver mas adelante). Los
TREs, a diferencia de los PREs, se han estudiadmsng aun esta en debate la existencia de los
mismos. Los TREs identificados al momento coinciffecuentemente con los PREs (revisado en
Schuettengrubest al., 2011).

Otros elementos regulatorios que también se tetifitado son: a) aquellos que actian como
“enhancers” (elementos que aumentan la expresidogedes) especificos de células o tejidos que
permiten la expresion diferencial de los genes lddicees en grupos de células o tejidos dentro de un
parasegmento, b) aquellos que participan como latss” (elementos que modulan la funcién de un
“enhancer”) y que sirven como limites entre losmaetos regulatorios adyacentes, d) los llamados
PTS (“Promoter-Targeting Sequence”) los cualesrsgiones que permiten que ciertos “enhancers”
localizados lejos del promotor puedan ejercer swcifin a pesar de haber regiones regulatorias
intermedias (revisado en Maeda y Karch, 2006) lp€MES (“Maintenance Elements for Silencing”)
los cuales al parecer son importantes para mant@aserinteracciones entre PREs adyacentes
(Southworth y Kennison, 2002).



Los elementos regulatorios mas estudiados sorllagjugie regulan la expresion de los genes
homedticos del complejo bithorax (Figura 1). EgestUbx, los elementoabx/bx se encuentran dentro
de un intrén y regulan la expresion de este geneldtioo en el parasegmento 5, mientras que los
elementopbx/bxd se localizan rio arriba del inicio de la transcidp y regulan la expresion tiix en
el parasegmento 6 (revisado en Maeda y Karch, 20@63xpresion dabd-A en los parasegmentos 7,
8 y 9 es regulada por los elementas 2, iab-3 y iab-4, respectivamente (revisado en Maeda y Karch,
2006). El elementmb-2 se encuentra dentro del cuerpo del gen mientrasmttB y iab-4 se localizan
rio arriba del inicio de la transcripcion (revisastoMaeda y Karch, 2006). Los elemeriais5, iab-6,
iab-7 y iab-8 regulan la expresion débd-B en los parasegmentos 10, 11, 12, 13 y 14, respautinte
(revisado en Maeda y Karch, 2006b-5, iab-6, iab-7 se encuentran rio abajo &bd-B. iab-8 se
localiza antes del inicio de la transcripcion hadtdinal del cuerpo del gen (revisado en Maeda y
Karch, 2006). También se han identificado elememegpilatorios de la expresion de los genes
homeoticos del complejo Antennapedia pero éstos dida menos estudiadoscf, Gorman y
Kaufman, 1995, Southworth y Kennison, 200&), Chouinard y Kaufman, 199%b, Kapoun y
Kaufman, 1995Dfd, Bergson y McGinnis, 199@ntp, Boulet y Scott, 1988).

La expresion de los genes homeodticos, ademéassdadtores y elementos antes mencionados,
también requiere de la maquinaria de transcripgidde remodeladores y modificadores de la
cromatina, las cuales son maquinarias que a trdeéalterar la conformacion de los nucleosomas,
favorecen o impiden el acceso de las proteinaggmondientes a sus secuencias blanco. Estas pueden
ser los elementos regulatorios mencionados comiantad o los promotores por ejemplo. Algunos
complejos remodeladores de la cromatina estanunredios en facilitar el avance de la ARN Pol Il
durante la fase de elongacion en la transcripc@losl genes homeoticos (Armstrosigal., 2002). La
transcripcion de genes en general es un procemoeaite regulado en sus distintas etapas. El id&io
la transcripcién de genes, por la ARN Pol Il, regeide varios complejos de proteinas como los
factores basales de la transcripcion TFIIA, TFITBSIID, TFIE, TFIF y TFIH, cuya funcion es
importante en la formacion del complejo de preadn y en el inicio de la transcripcion en cada
promotor (revisado en Sikorski y Buratowski, 2005511D y TFIIB tienen un papel importante, ya que
a través de las interacciones entre sus subunidamegl ADN permiten el reconocimiento de los
promotores y participan en el reclutamiento de RINApol Il. TFIIA promueve la union de TFIID al
ADN, mientras que TFIIE, TFIIF y TFIIH participam €l desenrollamiento del ADN y en los primeros

pasos del inicio de la transcripcion del ADN (reds en Sikorski y Buratowski, 2009). El complejo de
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proteinas MEDIADOR sirve como puente entre la naagé basal de la transcripcion y distintos
factores regulatorios (revisado en Taatjes, 20Wl@a vez iniciada la transcripcion, la ARN pol Il es
detenida cerca del sitio de inicio de la trans@dipgor la accion de factores negativos de la eloidg
como NELF (“NEgative Elongation Factor”) y se regya de otros factores como P-TEFb (“Positive-
Transcription Elongation Factor b”) para liberdaadRN Pol Il de su estado pausado y permitir cgie s
lleve a cabo la etapa de elongacién. En la fornmad& un ARN mensajero procesado se requiere de
varios factores mas, involucrados en el “capping/’ektremo 5’, en el “splicing” diferencial y en la

poliadenilacion del extremo 3" (revisado en Zkbal., 2012).

Durante la formacién del complejo de preiniciacitms elementos regulatorios contenidos en
los promotores tienen un papel importante en lalaegdn de la expresion de los genes. Todos los
promotores de los genes homeoticos carecen dgald A3 A, el cual es un elemento localizado entre
las posiciones -30 a -31 respecto al sitio de onide la transcripcion. La caja TATA eb.
melanogaster corresponde a la secuencia TATAWAAR y es recoro@dr TBP (“TATA Binding
Protein”), que es una subunidad de TFIID (revisadoJuven-Gershon y Kadonaga, 2010). Con
excepcion deUbx y abd-A, todos los promotores de los genes homeoticoemias un elemento
localizado entre las posiciones +28 a +33 respaicitio de inicio de la transcripcion llamado DPE
(“Downstream core Promoter Element”) (revisado ewed-Gershon y Kadonaga, 2010). BEn
melanogaster el elemento DPE, cuya secuencia consenso es RG\G&vshenzoret al., 2006),
consiste en un sitio de unién para dos subuniddelefactor TFIID, TAR60/TAF6 y TAR40/TAF9
(Burke y Kadonaga, 1997).

Entre las proteinas que regulan la expresion aesgeon promotores con caja DPE [@n
melanogaster se encuentra un circuito formado por TBP, NC2 ytMMoen donde TBP activa la
transcripcién a partir de promotores con caja TAfeprime la transcripcién a partir de promotores
con DPE (Hsuet al., 2008). Para que ocurra la transcripcion a paeirpromotores con DPE, se
requiere de la accion de Motl y NC2, ya que entnbas bloquean la funcion de TBP (Hsual.,
2008). Caudal es una proteina de herencia mateimaarticipa en el establecimiento del eje antero-
posterior en etapas tempranas del embriéon de lacanfevisado en Akam, 1987) y favorece la
transcripcién de genes homedticos que tienen glezito DPE en sus promotores (Juven-Gersbon
al., 2008). Caudal también se requiere para la regulale la expresion de los genes homeaoticos en el
raton (Charitéet al., 1998) y en el pez cebra (Davidson y Zon, 2006).
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Antecedentes

Diversos grupos de investigacion a través de simalgenéticos, han encontrado que
subunidades de los complejos remodeladores deBip®HMA (BRM) juegan un papel esencial para
contender con el bloqueo de la transcripcidn yetpulacion de la expresion de los genes homedticos
impuesta por los nucleosomas @nmelanogaster (Kennison y Tamkun, 1988; Papoukisal., 1998;
Armstronget al., 2002; Chalkleyet al., 2008). En 1990, Vazquez y Kennison llevaron bocan
tamizaje genético para buscar genes cuyos produdtageran en la accion de la ATPasa Brahma
(Brm) para facilitar la transcripcion de los gemesnedticos. En este tamizaje se identifictoralli
(tna) que es el gen que codifica a las proteinas Tojajmde este trabajo. A continuacion se resume lo
que hoy sabemos de los complejos BRM, de las padeTna y de la SUMOilacion, que es la

modificacion enzimética en la que podria estari@pando algunas de las proteinas Tha.

Los complejos BRAHMA

En D. melanogaster Brm, Moira (Mor) y Snf5-related 1 (Snrl) son miewd del trxG
(Kennison y Tamkun, 1988; Papoulktsal., 1998) que forman parte de los complejos remddets
de la cromatina del tipo SWI/SNF llamados BAP (‘#re Associated Proteins”) y PBAP
(“Polybromo-associated BAP”) (Chalklegt al., 2008). Osa también pertenece al trxG (Kennison y
Tamkun, 1988) y es una subunidad exclusiva de BAdéhf(mannet al., 2004). Los complejos del tipo
SWI/SNF enD. melanogaster contienen de 8 a 11 subunidades (Figura 2). Blagd en humano de
Brm, la subunidad con actividad de ATPasa, pued®delar la cromatinan vitro por si misma
(Phelanet al., 1999). La adicion de las subunidades ort6logesamas de Mor y Snrl resulta en una
actividad remodelador&n vitro comparable a la observada cuando estd preserdeetocbmplejo
(Phelanet al., 1999). Esto ultimo sugiere que las otras suladdd son requeridas para mantener la
estabilidad del complejo y/o participan en la ide@#cion de los promotores (ver: Vazquezal.,
1999; Marendat al., 2004). Los complejos remodeladores de la croraatel tipo SWI/SNF pueden
remodelar la cromatina mediante: a) el deslizarniete nucleosomas, en el cual la posicion del
nucleosoma en el ADN cambia, b) la disociacion meta entre las histonas y el ADN, c) la
formacion de dinucleosomas y d) la formacién deestado remodelado del nucleosoma en el cual el

ADN estd més accesible a pesar de la presencistdads (revisado en Martens y Winston, 2003).
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PBAP BAP
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Figura 2: Complejos PBAP y BAP deD. melanogaster. Esquema de los complejos PBAP y BAP. Las subungade
comunes se muestran en color azul, mientras quautamidades especificas de PBAP y BAP se muestrawolor rojo y
verde, respectivamente (revisado en Chalitey., 2008).

Los complejos BAP/PBAP €. melanogaster estan asociados a sitios de la cromatina que son
transcripcionalmente activos y su funcion es net@egzara la asociacion de la ARN pol Il a los
cromosomas (Armstrong al., 2002), en la elongacién de la transcripcion l{ZyaDingwall, 2012) y
tanto en la mosca como en humano, en la regulagbtsplicing” alternativo del ARNm (Batscleé
al., 2005; Tyagkt al., 2009; Zraly y Dingwall, 2012). En contraste ta@émbse ha observado que BAP
se requiere en algunos casos para la represioa ebgptesion de algunos genes (Collins y Treisman,
2000). El hecho de que los complejos BRAHMA y SWIFSparticipan en la activacion y la represion
de la transcripcion se puede deber a la asociaemporal de proteinas al complejo remodelador, pero
al parecer el principio comun es que la remodetad® la cromatina permite o no, el acceso de otros

complejos enzimaticos al ADN (revisado en Martengigston, 2003).

Tonalli

Como se menciondna se identific6 como un gen que interacciona bon que codifica a la
ATPasa Brm de los complejos BRM (Gutiéretal., 2003).tna, como miembro del trxG, se requiere
para la expresion correcta de los genes homedtiots Ubx, Scr (Gutiérrezet al., 2003) yAbd-B
(comunicacién personal del Dr. J. A. Kennison) Yaléa de funcion déna suprime la falta de funcion
del PcG (Gutiérrert al., 2003). EIl andlisis de los transcritostda durante el desarrollo indicé que

tna codifica al menos dos isoformas, una grande llamathA y una pequefa llamada TnaB (Figura
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3A) (Gutiérrezet al., 2003). TnaA se obtiene a partir de la traducaiéndiez exones del ARN
mensajero. Ambas proteinas (TnaA y TnaB) compaedieextremo amino y el carboxilo. En la
isoforma pequefia (TnaB) no estan presentes loeeX®8. Por otro lado, los analisis de predicciones
bioinformaticas y de las secuencias EST (“ExpreeSsrjuence Tags”) realizadas por el andlisis de los
genes codificados por el genomalemelanogaster y que estan depositados en la base de datos del
Flybase, indican que podria haber por lo menosdodsrmas de TnaA nombradas isoformas A, By D
(B y D con mayor probabilidad que A) (Figura 3B)d®uiltonet al., 2012). Las isoformas A y B de
TnaA tienen aminoacidos extra en el extremo amioisoforma D de TnaA es la isoforma cuya
secuencia fue reportada previamente por nuestardadyio (Gutiérrezet al., 2003) y en esta tesis

siempre que se mencione TnaA nos estaremos refiiri@esta isoforma.

Al evaluar la expresion de los ARN mensajeros (ARNi@ las isoformas codificadas pgoa
durante las fases de desarrollo se encontrdngéeesta presente desde las fases embrionarias, pasand
por los estadios larvarios (primer, segundo y tengostar) hasta las etapas de pupa y adulto. Sin
embargo, la expresion del ARNm que codifica paraArmo es constante sino que se observé un
aumento continuo, alcanzando los niveles mas altoss etapas de pupa y adulto (Gutiésteal .,
2003). Por otro lado, el ARNm que codifica paraBsa detecta a partir de la etapa larvaria deéterc
instar y presenta niveles de expresion mas altdaseetapas de pupa y adulto (Gutiéeeal., 2003).

Los estudios en etapas embrionarias muestran gesplasion dena se induce en las Ultimas etapas
de la celularizacion (Piladt al., 2006) y que se expresa de manera diferencia esbeza embrionaria
(Brodyet al., 2002). Los individuos con alelos mutantedrdese mueren en estadios postembrionarios
(Deaket al., 1997; Gutiérrert al., 2003).

TnaA y TnaB presentan en el extremo amino dos domiincos en glutaminas (Figura 3A).
TnaA tiene en la parte central un dominio de 30thaétidos denominado XSPRING (eXtended SP-
RING) (Figura 3A) que esta presente en algunaejmas de organismos eucariontes multicelulares,
entre las cuales se encuentran las proteinas herhZimap7 y hZimp10 (Sharnet al., 2003; Huangt
al., 2005a). Dentro del XSPRING, TnaA contiene urikbipartita de localizacién nuclear y un dedo
de zinc caracteristico de un tipo de E3 ligasaSWRIO (Small Ubiquitin-related MOdifier) conocido
como SP-RIN{ Siz/PIAS (Protein Inhibitors of Activated STABignal Transducers and Activator of
Transcriptiof)—RING (Really Interesting New Gene)El SP-RING consta de 40 aminoéacidos y esta

conservado desde levadura hasta plantas angiospgrmamiferos (revisado en Geiss-Friedlander y
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Melchior, 2007 y en Novatchkow al., 2012). El dominio SP-RING es esencial para tvidad de
E3 ligasa de SUMO de este tipo de enzimas ya gha s&sto que participa en la interaccion fisica co
la enzima E2 de la via de SUMOilacion (Nishidaasida, 2002; Takahashi y Kikuchi, 2005).

A XSPRING |

Regién| Regicn Il Regidn Il I Region IV
T = FE=TTW = T= = ] e

Tha B

Ll Hfe] = IE*I\/ ige

D Dominio rico en Gin . Dominio SP-RING

Sefial bipartita de localizacién nuclear

10 20 30 40 50 60

e PR RS LR I e FEEE  EE R o] e e e e EE A I
TRaA-D ——————mmm—mmmmm e MNQOAGSSRAPATGGQISPP
TnaA-A MQLIVDKIPMYSKQTTKRNSKKKNDE-—————=—====—— MNQOAGSSRAPATGGOISPP

TnaA-B MPHCVIPVYYTOWPYYIITLWIPTNSWLYLVYELCRKNDEMNQOAGSSRAPATGGQISPP

Figura 3: Las diferentes proteinas Tha. A.Las dos formas alternativas de Tha segun Gutiétret. (2003). En el
esquema la letra “E” indica los exones. El domimdo en glutamina (GIn) se muestra en color grigntnas que la sefial
de localizacion nuclear y el dominio SP-RING copm@wden al recuadro rayado y negro, respectivamé&itdominio
XSPRING se muestra en el recuadro supeiBor.as secuencias de los extremos amino de las wésnsas de ThaA
segun McQuiltonet al. (2012). La probabilidad de las isoformas B y Dfeasrte mientras que la de la isoforma A es
moderada segun Flybase (McQuiltgral. 2012).

La via de SUMOilacion

La SUMOilacion consiste en la adicion de SUMO aideos de lisina localizados en la
secuencia consens8KxE, dondeW¥ corresponde a un aminoacido hidrofébico y "x" aslquier
aminoacido (revisado en Geiss-Friedlander y Melchid007). SUMO es una proteina de
aproximadamente 10 kDa cuya estructura tridimemsies parecida a ubiquitina. BEn melanogaster

y Caenorhabditis elegans hay solo un gen que codifica a SUMO, mientras gneplantas y en
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vertebrados hay mas de un gen (revisado en Gaedldfrder y Melchior, 2007). La SUMOilacion
esta conservada entre los eucariontes y tiene p@l paportante durante el desarrollo (revisado en
Lomeli y Vazquez, 2011). El mecanismo de modifiéacipostraduccional de proteinas y las

consecuencias a nivel molecular se explican emglar#& 4.

La via de SUMOilacion se ha relacionado con difexe procesos celulares que tienen lugar en
el nacleo y/o en el citoplasma. Ejemplos de estoggsos son la muerte celular programada, el
mantenimiento de la integridad y la estructura gigioma, la fusion y la fision de mitocondrias, la
progresion en el ciclo celular, la expresion génlaatransduccion de sefales, el metabolismo y el
transporte de iones (revisado en Geiss-Friedlapdiéelchior, 2007). La moscenela maquinaria de
SUMOilacion y en este organismo se ha demostrad® egta modificacion postraduccional es
importante durante la embriogénesis, en el desarmel sistema nervioso, en la respuesta inmune, en
la metamorfosis, en la regulacion transcripcioralgénes, entre otros (revisado en Talandllal.,
2008a y en Lomeli y Vazquez, 2011). La presendidaminio SP-RING en TnaA sugeria fuertemente
que podria estar relacionada con la via de SUMBiacomo una E3 ligasa de SUMO.
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Figura 4: La via de SUMOiIlacién y sus consecuencianoleculares. A.La SUMOQilacién requiere de la participacién
concertada de varias proteinas: SUMO inmaduro geepa por una proteasa de la familia UIp/SENP @uitin-Like
Processing enzymes/SENTtrin-specific Proteases)pu#ss la enzima activadora denominada E1 (hetesydimosl-
Uba?2), genera un SUMO maduro adenilado y catadiZarinacién de un enlace tioéster entre SUMO yHekteriormente
SUMO se transfiere a la enzima conjugante E2 (tdmiiamada Ubc9), la cual es la que propiamentéizeeda
transferencia de SUMO a las proteinas blanco. Echosicasos aunque no siempre, una E3 ligasa de Sidw@ece el
proceso, ya sea al estimular la actividad de ERfacditar la formacion del complejo E2-proteinkatico. Finalmente, las
proteasas de la familia Ulp/SENP hacen el procesersible (revisado en Geiss-Fiedlander y Melchk@Q7).B. De
manera general, la SUMOilacion de proteinas puadiar la estructura de una proteina (panel supgbioquear un sitio
de interaccién (panel medio) o crear uno nuevodjpiaferior) (revisado en Geiss-Fiedlander y MetchR007).
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Hipotesis
La proteina TnaA es una E3 ligasa de SUMO encargked promover la SUMOilacion de

algunas proteinas codificadas por los genes comuesinteracciona genéticamente u otros y dicha

actividad se requiere en la regulacion de la exgmede los genes homedticos.

Objetivo

Encontrar proteinas que interaccionan fisicameate los diferentes dominios de TnaA,
investigar si TnaA es una E3 ligasa de SUMO y ddter si interacciona genéticamente con la via de
SUMOQilacion.

Resultados

Como primer resultado de este trabajo se incliyetieulo publicado en la revista PLoS One
gue se anexa a continuacion.
Monribot-Villanueva J, Juérez-Uribe RA, Palomera&8éez Z, Gutiérrez-Aguiar L, Zurita M,
Kennison JA, Vazquez M. 2013. TnaA, an SP-RING gimtinteracts with Osa, a subunit of the
chromatin remodeling complex BRAHMA and with the ldOylation pathway inDrosophila
melanogaster. PLoS One 8:p. e62251.
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Abstract
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proteins of the Ulp/SENP family proteases make this whole
process reversible [4].

Introduction

SUMOylation is a post-translational protein modification that
can change the location, stability, activity or the interactions of the
protein targets involved in many cellular processes, including cell
death, cell cycle, signal transduction, and gene expression [1].
SUMOylation is the addition of SUMO (Small Ubiquitin-related
MOdifier) to lysine residues of the target protein in the consensus

The tna gene was identified in a genetic screen designed to find
brakima (brm)-interacting genes [5]. brm encodes the SNF2 type-
A'TPase of the BRM chromatin remodeling complexes [6,7]. The
osa gene encodes an exclusive subunit of one type of BRM
complexes [6,8,9]. Besides interacting with brm, tna interacts even
stronger with osa. All three genes (brm, osa, and tna) are required for

amino acid sequence WKxE (W represents a hydrophobic amino
acid) [2]. Hundreds of proteins are SUMOylated in Drosophila [3].
The SUMOylation pathway starts with processing of an immature
SUMO protein by the Ulp/SENP family of proteases. Next, the
activating enzyme El (an Aosl/Uba2 heterodimer) generates a
mature SUMO-adenylate intermediary which then forms a
thioesther bond between the catalytic cysteine of Uba2 and
SUMO. SUMO is next transferred to the E2 conjugating enzyme
(Ubc9), which transfers SUMO to the target proteins. The SUMO
E3 ligases function by stimulating the activity of Ubc9 or by
facilitating the formation of an Ubc9-substrate complex. Finally,

PLOS ONE | www.plosone.org

proper expressions of the homeotic genes [5]. Homeotic genes
determine the identity of body segments in Drosophila [10,11].
The role of various components of the SUMOylation pathway
have been studied in Drosophila development [12,13]. tna is
involved in homeotic gene expression but little is known about
the proteins encoded by this locus. tna expresses a at least one
putative isoform called TnaA [5]. This isoform has an XSPRING
(eXtended SP-RING) domain that harbors a zinc finger of the SP-
RING type {Siz/PIAS (Protein Inhibitors of Activated STAT
[Signal Transducers and Activator of Transcription])-RING
(Really Interesting New Gene)}. This zinc finger is present in
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one of the four major groups of proteins that have SUMO E3
ligase activity [1]. The only SP-RING finger proteins with putative
SUMO E3 ligase activity that have been identified in the Drosophila
proteome are Su(var)2-10 [14] and TnaA [5].

Here we show that TnaA physically interacts with both Ubc9
(the SUMO E2 conjugating enzyme) and with Osa (a putative
wm vivo target). We determined the dynamics of different TnaA
species throughout development and showed that TnaA is an
embryonic nuclear protein and is also present at discrete bands on
polytene salivary gland chromosomes of third instar larvae. We
also found that defects in fna cause larval lethality, abnormalities in
the whole protein profile and an extension of the lifespan at this
stage. Finally, we found genetic interactions between fna and osa
and genes encoding the SUMOylation pathway components.

Materials and Methods

Ethics Statement

All animal handling was approved by the Instituto de
Biotecnologia Bioethics Comittee, Permit Number 226 (2009/
12/04), which follows NOM-062 animal welfare mexican law. All
efforts were made to minimize animal suffering. Animals were
sacrificed by COy euthanasia.

Protein Extraction and Analyses

Soluble protein extracts for the developmental Western were
obtained from 1 g of Ore-R individuals from each developmental
stage with Trizol (Invitrogen). For cellular localization of the TnaA
proteins, soluble nuclear (SNF) and cytoplasmic fractions were
obtained from Ore-R embryo collections of 3-21 hour postfertil-
ization [15]. The SNF was also used for the TnaA coimmuno-
precipitation (Co-IP) assays. For Osa Co-IP assays, a total soluble
protein fraction was obtained from Ore-R embryo collections of
3-21 hour postfertilization [16]. Protein extracts from salivary
glands of third instar larvae were obtained by collecting the glands
in PBS buffer plus Complete protease inhibitors [EDTA-free
protease inhibitor tablet (ROCHE)], and boiling them for 5
minutes in sample loading buffer. The proteins were separated by
SDS-PAGE and electrotransfered to nitrocellulose membranes for
Western blot analyses. Immunoblots were done according to
standard procedures and proteins of interest were detected with
specific antibodies using different chemoluminiscence kits (Super-
signal West Pico Chemiluminescent Substrate from Thermo
scientific, ECL Plus Western Blotting Detection System or ECL
Advanced Western Blotting Detection kit from Amersham, GE
Healthcare, USA), according to manufacturers instructions.

Affinity-purified primary TnaAyge and TnaAxspring antibod-
ies were used at a 1:100 dilution. Anti-B-tubulin (E7, Develop-
mental Studies Hybridoma Bank) and anti-Osa (Developmental
Studies Hybridoma Bank) were used at 1:3000 and 1:1000
dilutions, respectively. The antibodies anti-Cdk7 (dsl7, Santa
Cruz), anti-RNA Pol II (8WG16, Covance) and anti-Hsp70
(ab2787, ABCAM) were used at 1:1000, 1:500 and 1:600,
respectively.

Production and Affinity Purification of TnaA Antibodies
To generate antibodies against different TnaA regions, we used
the TnaA cDNA that contains the TnaA translated exons from the
ZAP1 clone [5] that represent the TnaA RD transcript [17]. The
TnaA cDNA clone was digested with BamHI and two fragments
were independently subcloned into the pGEX2T vector to
generate glutathione S-transferase (GST) fusion proteins harboring
the TnaA amino-termini (amino acids 159-432, GST-TnaAxo 1)
and the XSPRING domain (amino acids 433-856, GST-TnaAx.
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sprING1)- GST-fusion proteins were expressed and purified [18] to
mject Winstar rats to raise polyclonal antibodies [19]. The
antibodies from total sera were affinity-purified [20].

Pull-down and Immunoprecipitation Assays

All the clones used in this work were nucleotide-sequenced. The
Drosophila Ubc9 c¢cDNA (BDGP Gold collection of Drosophila
Genomics Resource Center) was amplified with the Forward: 5'-
AGTTCGGAGAATTCTCCGGCATTGCTATTACACG-3’
and Reverse: 5'-CGGAATCCTCGAGGCG-
CTTCTCGTACTCCAG-3' primers, and cloned in the EcRI
and Xhol sites of the pGEX-4T vector. Pull-down assays were done
as described previously [21]. Immunoprecipitations were done on
SNF or total protein extracts from 3-21 hour postfertilization Ore-
R embryos [22]. In these assays we made two preclearings steps
and we used the Buffer PD (20 mM HEPES, pH 7.9, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 4 mM MgCl,, | mM DTT, 0.1% NP-40,
10% glycerol and 0.2 mM PMSF).

Yeast Two-hybrid Assays

Drosophila TnaA and Ubc9 cDNAs were cloned in the £coRI and
Sall, and EcoRI and Xhol sites of the pGBKT7 and pGADT?7
vectors, respectively. pGBKT7-TnaA was digested with BamHI
and religated to obtain the TnaAnpo o fragment (1-432 aa).
Tna_AXSPRINGQ (379*927 'da.) and TIl'dAUOO (929*1073 'da) were
obtained after the digestion of the full-length pGBKT7-TnaA with
Neol and each fragment was cloned separately in Neol-digested
PGBKT7. TnaAgy s (306-696 aa) and TnaAsp.coo qress (711-
999 aa) were obtained by cloning in pGBKT?7 digested with Ndel
and EcoRI, PCR fragments obtained from the TnaA cDNA clone
[5] using the primers: a) TnaAgy e Forward 5'-GGAATTCCA-
TATGCGACGAATGGC. CCCATATC-3" and Reverse 5'-
CGAGAATTCATCTG-GCCCGGCATTC-3', b) TnaAsp.coo
OLess Forward  5'-GGACAGGCTCATATGGCCAAGATCT-
CATTGAAGTGC-3" and Reverse 5'-GCAGAATTCCGTTT.
GGGGCGAGTTGTG-3". Osacy cDNA harbouring aminoacids
1951-2600 from the Osa protein was synthesized from polyA*
RNA from Ore-R embryos 3-21 hour postfertilization, according
to [23]. The Osagy PCR fragment was synthesized with the
Forward: 5'-GGAATTCTCCATATGAACTACACGATGGT.
CACG-3" and Reverse: 5-CGTGAATTCCGTACCG-
CAGCTGTTGCTGTTG-3" primers and cloned in pGADT?7
with Ndel and EeoRI. Yeast two-hybrid assay was performed using
the BD Matchmaker library construction and screening kit
(Biosciences-Clontech). The interaction between baits and preys
were tested evaluating the reporter genes ADE2 and HIS3 using
the media QDO (SD-Trp/—Leu/—Ade/—His) supplemented
with 3 mM 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole).

Fly Strains, Genetic Procedures, and Larval Staging
Unless otherwise noted, all mutations are described in Flybase
[17]. Briefly, na’, ma’, osa’ and osa® are EMS-induced mutations.
In tna’ Gln 566 changed to a stop codon [5]. ta’ was recovered
after EMS mutagenesis in a genetic screen to identify brm-
interacting mutations (J. A. K., unpublished results). The lesion in
the fwr’ allele (Arg 104 to His) is located in a region that has been
involved in the interaction between ubiquitin-conjugating enzymes
with the HECT or RING ubiquitin E3 ligases [24]. The ko™ and
lor"? were both derived from imprecise excision of P-clements
inserted in the 5" regulatory zone [25,26]. smt3°**% is a P-element
msertion 10 bp upstream of the first exon of smt3 [27]. Fly cultures
and crosses were performed according to standard procedures.
Flies were raised on cornmeal-molasses media at 25°C unless
otherwise noted. Media were supplemented with 0.05% of
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bromophenol blue to stage third instar larvae according to the gut
dye clearance [28].

Immunostaining of Ring Glands, Salivary Glands, and

Polytene Chromosomes of Third Instar Larvae

Immunostaining of ring and salivary glands were done as
described by [29], and the immunostaining of polytene salivary
gland chromosomes was done as reported by [30]. For immuno-
staining of polytene salivary gland chromosomes, the TnaAx.
spriNG antibodies were preabsorbed with fixed 0—3 hour embryos
[31]. Polytene chromosomes and salivary and ring glands images
were captured on a Leitz DMIRB inverted photoscope equipped
with a Leica TCS Nt laser confocal imaging system, a Zeiss
Inverted Axiovert fluorescent microscope, a Leica Aristaplan
fluorescent microscope or an Olympus Inverted confocal FV1000
microscope. Images were processed using Image J.

Results

TnaA;39 and TnaA,,3 in Space and Time throughout
Development

The tna gene produces several large transcripts that are
differentially expressed from embryo through adult stages [5,17].
The main large transcript is 6.1 kb and it peaks at the pupal stage
[5]. Translation of this transcript predicts a protein product of
127 kDa that we named TnaA [5]. To study TnaA, we prepared
two affinity-purified antibodies: TnaAyy, that was raised against
the amino-terminal region and TnaAxspring that was raised
against the XSPRING domain (Fig. 1 and Material and Methods).
Both antibodies recognize the same proteins on adult male soluble
extracts and they were used indistinctly along this work (Fig. 2A).

Two main TnaA protein products, one of 130 kDa (TnaA,3)
and another one of 123 kDa (TnaA;93) are present in varying
abundance throughout development (Fig. 2B). The abundance
does not correspond to the ma mRNA expression pattern [5]
suggesting postranscriptional regulation. We sometimes observe
another product heavier than TnaA;3, in embryos of 3-21 h
(Fig. 2B). These three Tna species we found, are consistent with
the three Tna polypeptides described in Flybase [17]. Nevertheless
we cannot discard the possibility that TnaA could be postransla-
tionally modified. For example, we determined using the
SUMOsp 2.0 program [32] that TnaA has two putative
SUMOylation sites and one putative SUMO Interacting Motif
(SIM) [33] (data not shown). In extracts isolated from 0-3 hour
embryos, we detected very low levels of TnaA;so, while TnaA g3
was not detected. In extracts isolated from 3-21 hour embryos, we
detected a TnaA form larger than TnaA, s, and the levels of both
TnaA;30 and TnaA,y3 increased, reaching maximums in the first
larval instar. Decreases in the abundances of both proteins were
observed in second and third instar larvae, with the levels of
TnaA 95 higher than those of TnaA;so. Both forms abundance
decreased substantially in pupae and TnaA 3, was observed again
at the pharate stage meanwhile TnaA o5 is not detected. In adult
flies of both sexes, TnaA;3; and TnaA;93 were both highly
abundant at about equal levels. The appearance of TnaA g3 was
always preceded by the presence of TnaA 3.

Next, we investigated the subcellular location of the TnaA
proteins in nuclear and cytoplasmic fractions from 3-21 hour
embryos (Fig. 2C, upper panel). The largest subunit of RNA
polymerase II and B-tubulin were used to test the purity of the
fractions (Fig. 2C, middle and lower panels). We found that
TnaA 93 was enriched in the nuclear fraction whereas TnaA s
was enriched in the cytoplasmic fraction (Fig. 2C). It has been
shown that SUMO is present in prothoracic gland nuclei [29] in
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third instar larvae. na mutant individuals arrest development at
the larval-pupal transition which is where less TnaA protein is
expressed (see ahead). This suggests that TnaA may be expressed
in specific tissues relevant for metamorphosis. We immunostained
salivary (Fig. 2D, upper panel) and ring glands (Fig. 2D, lower
panel) from third instar larvae with the TnaAyxspring antibody
and we found that TnaA was present most highly within the
nucleus of the secretory cells of salivary glands and in prothoracic
gland cells.

TnaA is Critical for Larval Development

While we can detect TnaA;3, and TnaA;s3 in Ore-R and in
ma' /+ or ma’/+ individuals, TnaA,so is barely detectable and
TnaA,95 decreases dramatically in ma'/tna’ larvae (Fig. 3A, left
panel). The #a’ mutation changes Gln 566 to a stop codon, is
recessive lethal [5] and behaves as a dominant negative. tna’ is a
much stronger dominant enchancer of osa’ than is a deficiency of
the tma region (Table 1). tna’ would produce a truncated protein of
62 kDa that we have been able to observe in heterozygous tna’ /+
salivary glands soluble extracts (Fig. 3A, right panel). The
molecular lesion of ma’ has not been determined, but it behaves
genetically as a hypomorphic allele and its product can be detected
in tna’/ma’ third instar larvae extracts (Fig. 3A, left panel).

To better understand #a function we studied the lethality of
ma' /tna® animals. The ina'/tna’ larvae (Fig. 3B) did not have
melanotic tumors as observed in fwr or aos! mutant individuals
[34,35,36], nor are they a larger size as observed for sm3
knockdowned larvae [29]. We found that 65% of wma'/mna’
individuals reach the third instar larval stage (Fig. 3C), but only
41% pupated and only 8% of the expected individuals reached the
pharate stage. No fna’ /tna’ individuals eclosed as adults (Fig. 3C).
We also noticed that the fna’/ina” third instar larvae that did not
pupate often survived long after their heterozygous ta’ /+ or ina’/
+ siblings larvae pupated. Some of these tma’/tna’ larvae have an
extended lifespan of at least two weeks (Fig. 3C). A similar
extension of larval lifespan was previously observed in animals
with reduced levels of SUMO [29], Aosl (one of the El subunits)
[34] or Ubc9 (E2) [35,36].

Given the abnormal behavior of ta’/tna’ larvae and knowing
that the TnaA profile is altered (Fig. 3A), we characterized the
protein profile of their salivary glands (Fig. 3D). We staged the
larvae by feeding them with bromophenol blue [28] and divided
them in early (blue) and late (white) larvae. All tna’/tna’ larvae
remained as early larvae (blue). They were collected 24 hours after
they crawled from the food to obtain their salivary glands and we
determined their protein profile (Fig. 3D). Although ma'/ tna’
larvae remained blue, the protein profile differed from both the
early and late wild-type Ore-R salivary glands obtained under the
same conditions. Differences in the quantity and quality of
proteins present in fna’/ tna’ salivary glands fall mostly in the range
over 72 kDa (Fig. 3D).

TnaA is Chromatin-associated at Discrete Sites on
Polytene Salivary Gland Chromosomes

We have shown that TnaA93 is nuclear in Drosophila embryos
(Fig. 2C) and that TnaA (probably TnaA3) is mainly nuclear in
salivary and ring glands from third instar larvae (Fig. 2D). We
immunostained polytene salivary gland chromosomes of third
instar larvae and found that TnaA is associated with discrete sites
(Fig. 4A). The number of TnaA sites suggests that TnaA might be
required for the transcription of more than just the homeotic
genes. Interestingly, most of the TnaA signals detected on polytene
salivary gland chromosomes are located in interbands which are
thought to have decondensed chromatin where transcription can
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Figure 1. TnaA protein, domains and fragments. The TnaA protein (upper section). TnaA domains are indicated. Nuclear localization signal is
NLS. The stop codon in the tna' allele [5] is indicated by an arrow. TnaA fragments used to produce TnaA antibodies from GST fusion proteins are
shown (middle section). TnaA fragments fused to the yeast GAL4-binding domain to use as baits in two-hybrid assays (lower section).

doi:10.1371/journal.pone.0062251.g001

occur (Fig. 4B). Because of the strong genetic interactions between
tna and osa [5], we coimmunostained for TnaA and Osa on
polytene salivary gland chromosomes. TnaA colocalizes with Osa
at some sites, but not at others (Fig. 4C, upper and bottom panels).
We do not know whether this is because TnaA is not required at
all genes regulated by Osa, or whether it is due to an interaction
between TnaA and Osa that is more transient than Osa
localization.

TnaA Physically Interacts with Ubc9 and with Osa

SUMO E3 ligases function for selection of SUMOylation
targets and/or for enhancement of the SUMO conjugation
process. TnaA has an SP-RING zinc finger that is also present
in a subclass of SUMO ES3 ligases that includes the PIAS proteins
in mammals [37] and Su(var)2—-10 in Drosophila [14]. Since the SP-
RING in the PIAS proteins physically interacts with Ubc9 [38,39],
we explored whether TnaA physically interacts with Drosophila
Ubc9, using yeast two-hybrid assays and pull-down assays.

For the yeast two-hybrid assays we first used the full-length
TnaA protein (Fig. 1) fused to the yeast GAL4-DNA binding
domain as “bait”, and the full-length Drosophila Ubc9 protein
(Fig. 5A) fused to the GAL4-activation domain as “prey”. We
found that the full-length TnaA protein was able to activate the
transcription of at least two reporter genes in the absence of a
“prey” (Fig. 5B), and as a consequence the full-length TnaA
protein could not be used to test for the Ubc9 interaction in this
assay. We then split the TnaA protein into five fragments that
cover the whole TnaA protein (Fig. 1). Two out of the five
fragments contain the SP-RING zinc finger (TnaAxspringe and
TnaAsp.coo qies)- The other fragments have different TnaA
regions that include the two glutamine-rich domains (InaAxpo 9),
the bipartite nuclear location signal (TnaAgycs) and the carboxy-
ending (TnaAcoo). We found that the TnaAxspringe fragment
mteracted with Ubc9 in the yeast two-hybrid assay while the other
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fragments, including TnaAsp.coo Qress> did not interact (Fig. 5B).
These results show that the TnaA SP-RING zinc finger is
necessary but not sufficient for the TnaA interaction with Ubc9 in
this assay.

Osa is a subunit of some BRM complexes, and the osa gene
strongly interacts with fa [5]. Since it was found that Osa is
modified by SUMO in Drosophila embryos [3], we thought that
TnaA might be involved in Osa SUMOylation. We searched for
SUMOylation consensus sites (JKxE) in the Osa protein sequence
(2713 aa) using the SUMOsp 2.0 program [32] and found eight
putative SUMOylation sites (Fig. 5A), six of them located within a
segment located from amino acids 1951 to 2600 surrounding the
C2 domain [40]. We will refer to the fragment with the six
putative SUMOylation sites as Osacy in this work. We synthesized
the Osaco cDNA from polyA™ RNA of 3-21 hour embryos and
fused it to the GAL4-activation domain to use as “prey” in the
yeast two-hybrid assay. We tested the six TnaA baits already
described (including full-length TnaA), and found that baits
harbouring the SP-RING (TnaAxspring2 or TnaAsp.coo Qress)
did not interact with the Osacy prey. Although TnaAxye o (and to
a lesser extent, full-length TnaA) interacted with Osaco, these baits
also interacted with pGADT7 or pGADT7-SV40 negative control
samples, preventing us from concluding whether the interactions
with Osac;y are bona fide. In contrast, we found that the TnaAgjes
bait cleanly interacts physically with Osacy (Fig. 5B).

Although the TnaAxspringe region interacted physically with
Ubc9 in the yeast two-hybrid assays, we wanted to test for TnaA/
Ubc9 physical interactions in Drosophila embryos. We performed
pull-down assays using as bait a purified GST-Ubc9 fusion protein
incubated with a nuclear protein extract from 3-21 hour embryos
where we know TnaA is present (Fig. 2B). After extensive stringent
washing, the presence of TnaA amongst the GST-Ubc9-interact-
ing proteins was assessed by Western analyses with the TnaAx.
spriNG antibody (Fig. 5C). As expected, we found that full-length
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Figure 2. Expression and location of ThaA proteins throughout Drosophila development. (A) TnaAyy; and TnaAxspring antibodies detect
the same proteins. TnaA proteins detected by full-range Western analysis in an adult male soluble protein extract with TnaAyy, and TnaAxspring
antibodies (1:100 dilution). (B) TnaA developmental Western. Detection of TnaA;3, and Tna,3 isoforms in soluble extracts isolated from embryos (0-3
and 3-21 hour), 1%, 2" and 3" instar larvae (L1, L2 and L3), pupae (P), pharate (Ph) and female and male adults (F and M). B-tubulin was used as a
protein loading control (bottom). The TnaAyspring and B-tubulin antibodies were used 1:100 and 1:1000, respectively. (C) TnaA;3 is mainly nuclear.
Detection of TnaA proteins in nuclear (Nuc) and cytoplasmic (Cyt) soluble fractions isolated from embryos 3-21 hour. The largest RNA polymerase II
subunit and B-tubulin were used as controls of nuclear and cytoplasmic fractions, respectively. TnaAyn,, RNA polymerase I, and B-tubulin antibodies
were used 1:120, 1:500, and 1:1000, respectively. (D) Immunostaining of TnaA in salivary (upper panel) and ring glands (lower panel) of Ore-R third
instar larvae with TnaAyspring (3:5, red), DNA (Sytox, green) and merge (yellow). We detected no signal when immunostaining was done with
secondary antibody only (not shown).

doi:10.1371/journal.pone.0062251.9g002

TnaA from nuclei of Drosophila embryos interacts with full length
GST-Ubc9, confirming the results that we obtained with the yeast
two-hybrid assays using TnaA fragments and further suggesting
that these proteins interact m vivo.

In all reported cases it is known that only a fraction of the
whole pool of a SUMOylatable protein in a cell is SUMOy-
lated, either because of spatial restrictions (the target protein
should be located where the SUMO and the SUMOylation
enzymes are) or because fine regulation constricts the amount of
the SUMOylated protein [4]. We showed that Osacy interacts
with a fragment of TnaA (TnaAgr.) in a yeast two-hybrid
assay (Fig. 5B). To test whether this interaction can be observed
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with the full-length proteins in Drosophila embryos, we performed
TnaA or Osa coimmunoprecipitation assays from total or
nuclear protein extracts from 3-21 hour embryos. For this
purpose, we first showed that the TnaAxspring and Osa
antibodies are able to immunoprecipitate TnaA and Osa,
respectively (Fig. S1), and that the control proteins Hsp70 and
Cdk7 do not coimmunoprecipitate with TnaA or with Osa,
respectively  (Fig. S2). Interestingly, we found that TnaA
coimmunoprecipitates with a fraction of Osa found in nuclear
protein extracts from 3-21 hour embryos (Fig. 5D), and that
reciprocally, Osa coimmunoprecipitates with TnaA from a total
protein extract of 3—21 hour embryos (Fig. 5E). Since we found
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doi:10.1371/journal.pone.0062251.g003

that TnaA interacts physically with Osa and with Ubc9 (Fig. 5)  tna and osa Genetically Interact with Components of the
we tried to test whether TnaA has SUMO E3 ligase activity on SUMOylation Pathway

the Osacy fragment using a mammalian @ vitro assay (Active
Motif kit). Although Osagy is SUMOylated in this assay, we
were not able to get convincing evidence that TnaA has SUMO
E3 ligase activity under these conditions (data not shown).

tna genetically interacts with brm and osa [5]. Transheterozygous
adult flies carrying mutations in combinations of any of these three
genes have a strong held-out wing phenotype [5,8] (Fig. 6). This
phenotype appears to result from reduced expression from the P2
promoter of the homeotic gene Antp [8]. The interactions with tna
might be a consequence of reduced SUMOylation of Osa (and/or
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Table 1. Genetic interactions of tna and osa with
SUMOylation pathway genes.

Penetrance
Genotype Number of flies with HWO® (%)®
+/osa’ 9/265 3
+/osa® 0/303 0
+/smt3%44%3 0/389 0
+/hwr*3 1/133 1
+hwr® 0/297 0
+/hwr'? 0/341 0
+/tna' 116/624 19
tna'/osa’ 327/334 98
Df(3L)Ixd6/osa’ 16/115 14
tna'/osa’ 140/334 42
bsmt3%44%/+; tna'/+ 44/249 18
smt3%*%/+; tna'/+ 66/118 56
Iwr*>/+; tna’/+ 69/150 46
Iwr’/+; tna’/+ 71/282 25
Iwr3/+; tna'/+ 177/343 52
smt3%%/+; osa 1+ 57/264 22
smt3%*%/+; osa®/+ 0/216 0
Iwr/+; osa' /+ 1/147 1
Iwr'®/+; osa’/+ 0/124 0
wr/+; osa?/+ 0/212 0
Iwr'?/+; osa®/+ 0/256 0
For expressivity of held-out wing phenotype (HWO) see Fig. 6.
b Reciprocal crosses were done were done in all cases with no observed
differences except in the crosses with tna’ males and smt3%*** females®, or
with smt3%#%3 males and tna’ females®. At least 100 flies were examined for
each genotype. Flies that do not present the held-out wing phenotype include
tna®, tna®, or tna~ deficiencies Df(3L)vin2 and Df(3L)Ixd6, osa?, Iwr’, lwr*=3, lwr'3,
smt3%*%3 heterozygous individuals, lwr/+;0sa/+, smt3°%3/+;0sa?/+ and all the
transheterozygous combinations between tna®, tna®, or Df(3L)vin2 and
Df(3L)Ixd6 with smt3 and Iwr alleles.
doi:10.1371/journal.pone.0062251.t001

Brm) proteins. If so, mutations in other components of the
SUMOylation pathway might also show genetic interactions. We
generated transheterozygous flies carrying mutant alleles of either
the SUMO E2 conjugating enzyme Ubc9 (kwr’, kor* ™, and hor')
[25,26] or SUMO (smt3”***%) [27] in combination with mutant
alleles of tna (tna' and ta®) or osa (0sa’ and osa®). All of these
individuals have at least one wild type copy of each gene to allow
survival to the adult stage.

Individuals carrying fna alleles other than ta’ (tna’ or ina’), or
deficiencies uncovering the tna region [Df{3L)vin2 or Df(3L)Ixd6] do
not show the held-out wing phenotype. This phenotype is also not
shown by transheterozygous individuals carrying ina alleles other
than tna’ or the ina deficiencies in combination with smt3 or lwr
alleles. In contrast, we found that smt3°**, hor’? and lwr'®
enhance both the penetrance and the expressivity of the held-out
wing phenotype of ma’ individuals (from 19% with weak
expressivity to 56%, 46% and 52% with stronger expressivity,
respectively, Fig. 6 and Table 1). Thus, we confirmed genetically
that ‘na interacts with the SUMOylation pathway genes smt3 and
lwr. Interestingly, we found a maternal effect in the enhancement
of the tna’ held-out wings phenotype in double heterozygous
smt3”**% /+; na’ /+ individuals. The enhancement is only observed
when there is not maternal contribution of #na (Table 1). We did
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not observe this maternal effect with the other genes tested. Since
we observed strong genetic interactions between (na and osa (Fig. 6)
(5], therefore we tested whether the SUMOylation genes lwr and
smt3 also interact with osa (osa’ and osa” in Table 1 and Fig. 6). We
found that smt3°**"? augmented the penetrance and the expres-
sivity of the weak held-out wing phenotype of osa’ (Fig. 6, Table 1)
but that it did not interact with the weaker osa” allele. None of the
lor alleles tested interacted with osa’ or 0sa’, suggesting that Ubc9
activity in these heterozygous individuals is sufficient to reach
appropriate SUMOylation levels.

Discussion

The presence of the SP-RING, the physical interaction of the
SUMO E2 conjugating enzyme Ubc9 with TnaA, and the genetic
interaction of fma with genes encoding SUMOylation pathway
proteins suggest that TnaA may be involved in the SUMOylation
pathway to activate transcription. TnaA may also have other
functions not directly related to SUMOylation. These other
functions may or may not act together with SUMOylation to
positively regulate gene expression.

TnaA Function in Gene Expression Involving the
SUMOylation Pathway

Gene expression involves the integration of many regulatory
mechanisms. Recently, many examples of SUMOylation and/or
ubiquitylation during transcriptional regulation have been de-
scribed [4]. These examples include the clearance of activators to
favor transcription cycles in inducible genes [41] and the assembly
of different proteins into a complex [42,43]. Most of the tna
interacting genes (osa, brahma, moira, kohtalo, skuld, and kismei) [5]
encode subunits of complexes involved in chromatin remodeling
and transcription by RNA polymerase II, suggesting that
SUMOylation may be important at multiple aspects of gene
regulation in Drosophila. Typically, SUMO-tagged proteins are
recognized by a binding partner that contains a SIM (SUMO
Interacting Motif) [33]. All of the proteins encoded by the tna
interacting genes listed above have more than one SIM and
SUMOylation sites (data not shown) and could be either
SUMOylation targets, readers of the SUMO mark, or proteins
that help TnaA exert its function(s).

SUMO ES3 ligases are required for the enhancement and/or for
the specifity of the SUMOylation tagging on targets. In this work
we utilized different approaches to show that TnaA is involved in
the SUMOylation pathway possibly as a SUMO E3 ligase. We
showed a TnaA physical interaction with Ubc9 and genetic
interactions between #ma and osa with SUMOylation pathway
genes. SUMOylated Osa is found in early embryos (03 hour) [3]
and embryonic TnaA and Osa coimmunoprecipitate reciprocally
(this work). We also showed that a GST-Ubc9 fusion physically
interacts with native nuclear TnaA from Drosophila embryos.
Hence, we suggest that Osa is a good candidate to be a TnaA-
SUMOylation target @ vivo. Our data suggest that TnaA-
dependent SUMOylation of Osa and/or of other target(s),
particularly proteins associated with Osa (e.g. other BRM complex
subunits, histones, or others, see ahead), may be required for
correct gene expression including homeotic genes. Osa is a large
protein of around 280 kDa with an ARID domain which binds
AT-rich sequences, LXXLIL domains [8] that could help it to
interact with nuclear receptors and has eight putative SUMOyla-
tion target sequences, six of them in the Osacy fragment (Fig. 5A).
In humans there are three proteins related to Osa, BAF250a,
BAF250b and BAF200/ARID2 [44] and it was reported that
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Figure 4. TnaA is located on polytene salivary gland chromosomes of third instar larvae and sometimes colocalizes with Osa. (A)
Immunostaining of TnaA in Ore-R (wild type) polytene salivary gland chromosomes of third instar larvae. TnaAxspring antibody (1:50, red) and DNA
(Sytox, green). Amplification in B is indicated (pointed white rectangle). (B) TnaA is located in chromatin interbands. (C) TnaA and Osa colocalize in
some sites on polytene salivary gland chromosomes of third instar larvae (blue arrows in the top panels) but in others do not (purple arrows in the
bottom panels). TnaAxspring antibody (1:50, red) and Osa (1:50, green). No signal was detected when no primary antibody was added (data not

shown).
doi:10.1371/journal.pone.0062251.g004

BAF250b could be in a complex that has E3 ubiquitin ligase
activity on histone H2B [45].

Originally {na was identified in a screen to find Brm-interacting
proteins [5]. Although we did not study here whether Brm can be
SUMOylated, it has been reported that mammalian SUMO-2 can
be acetylated at K33 to inhibit some SUMO-SIM interactions
[46]. Interestingly, these authors also show that the bromodomain
of p300, besides recognizing acetylated histones [47], can bind the
SUMO acetylated form, opening the question of whether other
bromodomains, such as the one present in the Brahma protein,
would be able to recognize a putative Drosophila acetylated SUMO
when present in any of its interactor proteins.

TnaA may also be promoting homeotic gene expression by
inactivation through SUMOylation of a PcG protein. Indeed,
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SUMOylation of the PcG protein Scm (encoded by the Sex comb on
midleg gene) decreases its levels at the PRE (Polycomb Response
Element) located upstream the Ubx homeotic gene. SUMO
compromised animals show a reduction of Ubx expression and it
has been suggested that TnaA may be involved in Scm
SUMOylation to promote homeotic gene expression [48].

Other TnaA Interactors and SUMO-independent
Functions of TnaA

We found that TnaA 3o is mainly cytoplasmic and TnaA o3 is
mainly nuclear. Although most studied SUMO enzymes and
targets are in the nucleus, there are some examples of SUMOyla-
tion of proteins in the cytoplasm [49]. As TnaA 3, always precedes

26
April 2013 | Volume 8 | Issue 4 | e62251



TnaA Interacts with Osa and the SUMO Pathway

A
Ubc9
| SUMOylation sites ’
159
Osa
° ARID SIM 101 o009 C2 f
1951 2600
Osac,
B < c
PGBKT7 __Input & é\'&
Q Q
053 [0); A ‘ & &
m
Lam 130 - ¢ 3
3 & P ® B
TnaA 130 - . ' A [ % >
TnaAy,.o 36 = : Cdk7
TnaAQLess
TnaAyspring2
TnaAsp.coo aLess
TnaAqqo
D E
In Pcl1 uB B M In Pcl1 UB B M
130 — s
250 — | -%1 I 1%“
2 ——— o]
b [
250 — | . o 130 — | w - s
IP: TnaA WB: Osa IP: Osa WB:TnaA
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protein, the ARID, the C1 and C2 domains (grey boxes), the SUMO interacting motif (SIM) and the Osac, fragment (dark line) are indicated. Forward
(black circles) and inverted (gray circles) putative SUMOylation consensus sites in these proteins are indicated. For TnaA baits see Fig. 1. (B) TnaA
interaction with Ubc9 and Osac; in yeast two-hybrid assays. Yeast colony complementation of growth controls in SD-Trp/—Leu media due to the
presence of pGBKT7 (Trp*) and pGADT7, (Leu™) plasmids (left) in the same yeast cells. Interaction assay in QDO +3-AT (SD-Trp/—Leu/—Ade/—His +3-
AT) media (right). Growth is observed when baits and preys interact, allowing GAL4 reconstitution with the consequent ADE2 and HIS3 reporter genes
transcription. Baits were TnaA fragments (Fig. 1) fused to the DNA-binding domain of GAL4 in pGBKT7. Ubc9 and Osac, were preys fused to the GAL4
activation domain in pGADT7. Human p53 (p53) and Lamin C (Lam) interactions with SV40 are positive and negative controls, respectively. (C) TnaA
interaction with Ubc9 by pull-down. The assays were done with 10 ug of each GST or GST-Ubc9 as baits and with 500 pg of soluble nuclear fraction
from 3-21 hour embryos. 10 and 20% of the extract are shown as Input. TnaA was detected by Western analysis with TnaAyspring antibody (1:100)
when GST-Ubc9 was used as bait. The 130 kDa weight marker is indicated (left) and increasing exposures of the same membrane are shown. Cdk7
was detected only in the Input lanes (antibody dilution, 1:1000). (D) Coimmunoprecipitation of Osa with TnaA antibodies from nuclear extracts
obtained from 3-21 hour embryos. TnaAyspring antibodies (1 ng), and 3-21 hour embryos soluble nuclear fraction (500 ug) were used. The Western
was revealed with the Osa antibody (1:1000). Input, (In), preclearing 1 (Pcl1), unbound (Ub), bound (B). Immunoprecipitation with the equivalent
amount of a preimmune serum instead of TnaAyspring antibody was used as Mock (M). Both panels show films with increasing exposure time of the
same membrane. (E) Coimmunoprecipitation of TnaA with Osa antibodies from total extracts obtained from 3-21 hour embryos. Osa antibodies
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(1 ng), and 3-21 hour embryos soluble nuclear fraction (3.7 mg) were used. The Western was revealed with the TnaAyy; antibody (1:120). Lanes are
labeled as above. The equivalent amount of an irrelevant antibody was used as mock (M). Molecular weight markers are indicated (left).
doi:10.1371/journal.pone.0062251.g005

the appearance of TnaA,9; through development (developmental and with tarans (tara) [5]. The significance of the interaction of tna
Western, Fig. 2B), we think that TnaA may be processed to enter with tara and yTub23C is currently unknown.

the nucleus to SUMOylate its targets. Notably, SUMOylation It is possible that TnaA could be necessary for BRM
pathway proteins with well known nuclear activities also complex(es) function(s) regardless of SUMOylation, and that
SUMOylate targets in the cytoplasm [50]. Thus, with what we independently, SUMOylation could be required for function of
know at present, we cannot discard the possibility that TnaA,s3, other BRM complex(es) components. We cannot neither rule out
can also function in the cytoplasm. We also found that #na interacts the possibility that TnaA may have other functions independent of

with the y7ub23C gene that encodes an isoform of y-tubulin [51] its possible role in the SUMOylation pathway, as has been

A B

+/+

Iwr'3/+ ; tna'l+ tna'losa’

Figure 6. SUMOylation pathway mutations enhance held-out wing phenotype of tna and osa flies. Flies with different held-out wing
phenotype expressivity. Fly genotype is indicated in each picture. Penetrance of the held-out wing phenotype in each genotype is in Table 1 (A) Wild
type fly (B) Slight held-out wing phenotype of +/tna’ flies. The same phenotype is presented by +/osa’ individuals. (C) Stronger held-out wing
phenotype of smt3/+;tna’/+ individuals. The same phenotype is presented by lwr/+;tna’/+ or smt3°**¥/+;0sa’/+ individuals. (D) Strongest held-out
wing phenotype of tna’/osa’ individuals. This phenotype is also presented by tna'/osa’® individuals.

doi:10.1371/journal.pone.0062251.g006
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reported for the PIAS proteins, known SP-RING SUMO E3
ligases [52,53,54]. The SP-RING plays a key role in this PIAS
activity. The TnaA SP-RING is immersed in a 300-aminoacid
region that we called the XSPRING domain that is shared with
the vertebrate proteins Zimp7 and Zimpl0 [KIAA1886 and
KIAA1224 respectively, 5]. Although TnaA is related to the PIAS
proteins because it has an SP-RING, it does not have the SAP
(Scaffold attachment factor-A/B, Acinus and PIAS domain) nor
the PINIT motifs that are PIAS signature domains.

The SAP and PINIT motifs in the PIAS proteins confer
functions related to structural anchoring and transcriptional
regulation. In mammals it has been shown that PIAS] promotes
the transcriptional repressive activity of Msx1 through regulating
its location in a SUMO-independent way [53], it controls the
stability of Msx1 by preventing its ubiquitination [55] and it
regulates the transcriptional activity of GATA4 [56]. Similarly, in
Xenopus, XPIASy down-regulate XSmad2 transcriptional activity
independently from XPIASy SUMO E3 ligase activity [57].

Although human Zimp7, human Zimp10, and Drosophila TnaA
do not have these other PIAS signature motifs they have
transcriptional activation domains [58,59] (Fig. 5B). The presence
of a transcriptional activation domain could explain why we could
not use the TnaA-Gal4 DNA-binding domain fusion in the yeast
two-hybrid system (Fig. 5B). This suggests that TnaA, besides its
possible role in the SUMOylation pathway, has other functions in
Drosophila transcriptional activation.

TnaA in Drosophila Development

We described a genetic interaction between fna, osa, and
SUMOylation pathway genes. TnaA interacts physically with
Ubc9 through the SP-RING supporting the genetic interaction
data. Animals derived from osa and e mutant germline clones die
at different stages of development. While the osa ones do not
survive embryogenesis [8] the ra ones die mostly as third instar
larvae [5]. A pool of Osa is found SUMOylated in embryos of 0-3
hour of development when zygotic expression has not started [3]
and TnaA is barely detectable (overexposure of Fig. 2B, data not
shown). Moreover, when we studied the #na and smt3 interaction,
we found a na maternal effect. The held-out wings phenotype in
smt3/+; ina/+ adults is observed when the mother is #na defective,
but we do not observe this when the mothers have low dosages of
SUMO (Table 1). We think it is probable that SUMOylated Osa
plays a role at early stages of development. SUMOylation of
embryonic Osa can happen in the maternal germline or in the
embryo with the help of the maternally-inherited SUMOylation
pathway machinery. This machinery may include TnaA if TnaA is
involved in SUMOylation or another protein with a SUMO-
related function. It is also possible that smt3/+; tna/+ embryos
derived from sm¢3 mothers do not present the held-out wings
phenotype because the SUMOylation pathway can compensate
even with low dosages of SUMO. On the other hand, if TnaA is
related to SUMOylation, embryos derived from #a mothers would
lack correct SUMOylation of specific targets (such as Osa) causing
later the appearance of the held-out wings phenotype.

Why do #ra mutant animals die at later stages of development?
One possibility is that proteins other than TnaA can exert its
function on particular targets, such as Osa, or that they could only
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impact the TnaA targets in earlier stages of development, but not
in later stages. SUMO is required for metamorphosis [29]. As the
majority of e mutant animals die as larvae or pupae and cannot
proceed to metamorphosis (Fig. 3C) [5], and as TnaA is in
prothoracic gland nuclei of third instar larvae (Fig. 2D) obvious
candidates for regulation by #na would be the ecdysone-pathway,
ecdysone-regulated or patterning genes.

The relevance of SUMOylation (and of genes like #a) in
different developmental processes is just starting to emerge. The
requirement of SUMOylation and of #ma to maintain gene
expression makes that the next challenges will be to find the
SUMOylation and fra targets @ viwo and to understand the
consequences of this modification in proteins involved in
chromatin dynamics and in gene expression.

Supporting Information

Figure S1 The TnaAxgpring and Osa antibodies immu-
noprecipitate TnaA and Osa proteins, respectively. (A)
TnaA was immunoprecipitated from 3-21 hour embryo-soluble
nuclear fraction (500 pg) using TnaAxgspring antibody (1 pg). The
Western was revealed with TnaAxspring (1:100). The three
panels correspond to films with increasing exposure times. Input
(In), Preclearing 1 (Pcll), Unbound (Ub), and Bound (B). Mock (M)
where the immunoprecipitation was done with the equivalent
amount of a preimmune serum instead of TnaAxspring. (B) Osa
protein was immunoprecipitated from 3-21 hour embryos soluble
extract (3.7 mg) with the Osa antibody (1 pg). For Osa detection,
the Western was revealed with Osa antibody (1:1000). Lanes are
labeled as above. The equivalent amount of an irrelevant antibody
was used as mock. Molecular weight markers are indicated (left).

(TIF)

Figure $2 Negative controls of TnaA and Osa immuno-
precipitations. (A) TnaA antibodies do not coimmunoprecipi-
tate Hsp70 (Bound, lane B) from a 3-21 hour embryos soluble
nuclear fraction (Immunoprecipitation shown in Fig. SIA),
meanwhile Hsp70 1s present in the input (In) and unbound (Ub)
samples. The other lanes are preclearing 1 (Pcll), and mock (M)
samples. (B) The Osa antibody do not coimmunoprecipitate Cdk7
(immunoprecipitation shown in Fig. S1B). The assays were done as
in (A). Lanes are labeled as above.

(TIF)
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Fig. S1. The TnaAxserine @nd Osa antibodies immunoprecipitate TnaA and Osa proteins,
respectively. (A) TnaA was immunoprecipitated from 3-21 hour embryo-soluble nuclear fraction (500 pg)
using TnaAxspring antibody (1 pg). The Western was revealed with TnaAyxspring (1:100). The three panels
correspond to films with increasing exposure times. Input (In), Preclearing 1 (Pcl1), Unbound (Ub), and
Bound (B). Mock (M) where the immunoprecipitation was done with the equivalent amount of a
preimmune serum instead of TnaAxsering: (B) Osa protein was immunoprecipitated from 3-21 hour
embryos soluble extract (3.7 mg) with the Osa antibody (1 pg). For Osa detection, the Western was
revealed with Osa antibody (1:1000). Lanes are labeled as above. The equivalent amount of an irrelevant
antibody was used as mock. Molecular weight markers are indicated (left).
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Fig. S2. Negative controls of TnaA and Osa immunoprecipitations. (A) TnaA antibodies do not
coimmunoprecipitate Hsp70 (Bound, lane B) from a 3-21 hour embryos soluble nuclear fraction
(immunoprecipitation shown in Fig. S1A), meanwhile Hsp70 is present in the input (In) and unbound (Ub)
samples. The other lanes are preclearing 1 (Pcl1), and mock (M) samples. (B) The Osa antibody do not
coimmunoprecipitate Cdk7 (immunoprecipitation shown in Fig. S1B). The assays were done as in (A).
Lanes are labeled as above.
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A continuacion se detallan experimentos que riadayeron en el articulo que son el resultado

de estrategias que abordamos pero que decidimo@tiouar 0 que siguen en proceso.

Estrategias para identificar proteinas que interacionan fisicamente con dominios
de TnaA.

Previamente en nuestro laboratorio se identifitayenes que interaccionan doa (Guiérrez
et al.,, 2003). Sin embargo, las interacciones genéticasnecesariamente son el reflejo de las
interacciones fisicas. Por lo que uno de los olgstprincipales de este trabajo era identificatginas
que interaccionan fisicamente con TnaA, lo cualpersitiria conocer mas en cuanto a su papel en la
célula. Los ensayos de interaccion fisica comas&drsa de doble hibrido de levadura, “Pull-downs” y
coinmunoprecipitaciones, nos permitieron demosfya TnaA interacciona fisicamente con Ubc9
(enzima E2 conjugante de SUMO) (Figura 5B y 5Cadtulo) y con Osa (subunidad exclusiva del
complejo BAP) (Figura 5B, 5D y 5E del articulo). &xdas de los ensayos de interaccion fisica antes

mencionados, se realizaron otros que a continuae@escriben.

1. Deteccion de proteinas que interaccionan con TAan. por Far Western.

Al inicio de este trabajo, se realizaron ensayd$ntkraccion fisica tipo Far Western como se
describe en Wt al. (2007) (ver detalles en el Anexo I). Con estasagos, nosotros esperabamos
encontrar bandas cuyos pesos moleculares coirmidi@n los de las proteinas codificadas por los
genes identificados por Gutiérrez y colaborado2€93), los cuales interacciongenéticamente con
tna. Los pesos moleculares (PM) predichos de alguadagiproteinas codificadas por los genes que

interaccionan coina se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Pesos moleculares predichos de las protagcodificadas por los genes que interaccionan géicdmente con
tna (Gutiérrez et al., 2003).

Proteina PM* (kDa)
Brahma 184.6 y 185.1
Osa 269, 284.1, 282.9,
Moira 131.4
Taranis 96.2 y 95.7
Kismet 573.6, 224.7 y 593.4
Skuld 280y 295.7

*PM: Peso molecular

La técnica de Far Western es una modificacionndensayo tipo Western en donde se incuba
con una proteina carnada a las proteinas de uactxfproteico que han sido previamente separadas
por electroforesis y transferidas a membranas tteceiulosa. Posteriormente, para detectar a las
proteinas que interaccionaron con la carnada $ieaem ensayo tipo Western con un anticuerpo que
reconozca a la carnada. Las carnadas GST-{ipaAdescrito en el articulo y GST (como control
negativo) se incubaron con membranas que contéagagroteinas de 80g de un extracto nuclear de
embriones deD. melanogaster de 3-21 h de desarrollo (detalles de la obtendéneste extracto
proteico en Materiales y Métodos del articulo).abstiapa se eligié debido a que sabiamos que TnaA
esta presente en este momento del desarrollo éFRfirdel articulo). Posteriormente, se realizé un
ensayo tipo Western con el anticuerpo TiaA en las membranas incubadas con la carnada GST-

TnaAun2-1 6 con GST y se compararon los resultados.

En un Western de extracto nuclear de embrionel3.deelanogaster de 3-21 h el anticuerpo
TnaAun2-1 detecta a Tnads (Figura 2A del articulo) y es lo que se esperaetacuando la carnada
utilizada es GST en el ensayo de Far-Western (&i@urizg.). En contraste, con la carnada GST-
TnaAun2-1 ademas de observar a Tnafse observan bandas con las que interaccionG@haoNH,
de TnaA y que tienen un peso molecular (PM) de 206, 167, 140, 129 y 118 kDa, (X1 a X6,
respectivamente) (Figura 5, der.). Los pesos mi@dezside algunas de estas bandas estan en el rango
de peso de algunas de las proteinas con latgueteracciona genéticamente (Gutiéretal., 2003)

y que se muestran en la Tabla 1.
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Para poder identificar a las proteinas que intévaaa con el dominio Nide TnaA se decidid
secuenciar por MALDI-TOF, para lo cual es neceseaimbiar las membranas de nitrocelulosa por las
de PVDF (Polyvinylidene difluoride). Lamentablemegnlios ensayos de Far Western no se pudieron
reproducir cuando se usaron las membranas de P¥Rae se obtenia mucha sefial de fondo y por lo

tanto se continud con la basqueda de proteinamtpraccionan con TnaA mediante otras técnicas.

GST

225 -
150 —

102 —
75—

82 —

38 —

31 -
24 —

Ac. TnaAy,., dil.: 1:2000 1:4000

Figura 5. Deteccion de proteinas de un extracto nlear de embriones que interaccionan con Tna#,.; por Far
Western. Este experimento es representativo de varios eas@alizados en diferentes condiciorless proteinas de un
extracto nuclear de embriones de 3-21 h (aproxg}Ge separaron por SDS-PAGE vy se electrotransfiria membranas
de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con(3@fg) y con GST-Thafwz1 (3 Ug) Y posteriormente se revelaron
con el anticuerpo Thafy,.1 (1:2000 y 1:4000, respectivamente. Cuando seaisarhada Tha#,.; se tuvo que hacer el
Western con una dilucién mayor a cuando se uséTadeBido a que el anticuerpo reconoce fuertemetdecarnada y se
obtenia mucha sefial). Las bandas indicadas catisastecorresponde a sefales inespecificas deliarpio Thafy,.1 que
se dejaron de ver cuando el anticuerpo se puipiicé@finidad (ver Figura 2A del articulo).
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2. Ensayos de interaccion fisica por el sistema deble hibrido de levadura.

Otra de las estrategias utilizadas para identificateinas que interaccionan con TnaA fueron
los ensayos de doble hibrido de levadura (detalelateriales y Métodos del articulo y en el Anexo
I). En el articulo se muestran los fragmentos daAT que interaccionan fisicamente con Ubc9 y con el
fragmento Osg (fragmento correspondiente a los aminoacidos B98800 de la proteina Osa. Figura
5A del articulo), por ensayos de interaccion esigkema de doble hibrido de levadura uno a uno, es
decir cada carnada se probd contra cada presardFEBi del articulo). Ademas de probar las
interacciones fisicas por doble hibrido de levadum@a uno, en el transcurso de este trabajo tSedea
identificar a proteinas que interaccionan con lomidios de TnaA a partir de una biblioteca de
expresion de ADNc construida a partir de ARNm pigizilado de embriones de 3-21 h (detalles
metodoldgicos en el Anexo Il). En esta busquedavaasosotros esperabamos encontrar proteinas
codificadas por los genes identificados por Gug#ry colaboradores (2003) con los cudies
interacciona. También nosotros esperabamos idsatifiroteinas que estuvieran relacionadas en la
regulacién transcripcional de genes debido atgag los genes con los que interacciona, se requieren
para la expresion de los genes homedticos (Gutiétral., 2003). Recordemos que TnaA tiene un
dominio SP-RING que se ha visto que, en otras fmasge interacciona fisicamente con Ubc9 (Nishida
y Yasuda, 2002; Takahashi y Kikuchi, 2005). Pomgie nosotros esperabamos identificar en esta

basqueda por o menos a Ubc9.

La biblioteca de ADNc se hizo de la etapa del deBa mencionada debido a que en
experimentos previos se determinG que TnaA estsepte en esta etapa (Figura 2B del articulo).
Como las proteinas cuyos genes interaccionanreo(Gutiérrezet al., 2003) son muy grandes (Tabla
1) se tuvo mucho cuidado en mantener la integrittados ARNm y para la sintesis de ADNc se
utilizaron cebadores aleatorios con la finalidadjde los extremos amino de los transcritos estawier
representados en igual proporcion que los extrezadsoxilo de las proteinas de interés, lo cual no
hubiera ocurrido si la biblioteca se hubiera candtr con oligo-dT, ya que con este Ultimo cebader |
extremos carboxilo de los transcritos se sobregsgmtan. El titulo de la biblioteca fue de 159 000
UFC/ml cuando lo recomendado por el proveedor esaor o igual a 20 000 000 UFC/ml. Por el
método de construccion de la biblioteca solo ucidedte las clonas contienen fragmentos clonados en
el marco de lectura correcto y aunque el tituloa#®s no sabemos cuantas UFC son clonas
independientes y qué cobertura tiene la bibliowarespecto al juego inicial de ARNm del que se

partio.
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En los experimentos piloto para rastrear la bibtatencontramos que TnhaA completa activa
por si misma (sin necesidad que haya una proteiesaccionante) la transcripcion de dos genes
reporteros (ver Anexo 1) y no se puede utilizamoocarnada (Figura 5B del articulo). Por esta razon
TnaA se dividid en diferentes fragmentos (FigurdelLarticulo). Nuevamente se comprobd cuéales de
estas carnadas pueden activar por si mismas aposteros (Figura 5B del articulo). De las que
funcionan para el sistema de doble hibrido se é@mgno carnada para analizar la biblioteca, la que
contiene el fragmento denominado TrRAACo gLesddebido a que contiene al dominio SP-RING. Con
estos experimentos esperabamos identificar pratejuna interaccionen con el SP-RING, en particular
a la E2 de la via de SUMOilacion, Ubc9 ya que seepartado que interacciona fisicamente con el
mencionado dominio (Nishida y Yasuda, 2002; Takiahas Kikuchi, 2005). Ademas, nosotros
esperabamos identificar otras proteinas que pudsablancos de SUMOilacion. En este ensayo de
interaccion fisica se decidid evaluar la expresiérdos genes reporteros (ver Anexo Il) y en todss |
casos donde se obtuvieron clonas positivas se bmgopor secuencia que el fragmento clonado
expresara el marco de lectura correcto para lagipes mencionadas. Las clonas positivas que no
tenian fragmentos correspondientes a proteinasrfuggscartadas (8%). En este ensayo encontramos
varias proteinas (Tabla 2) pero ninguna fue deetgeradas por los ensayos de interaccion genética
(Tabla 1) o que pareciera estar involucrada emalasctripcion de genes o por lo menos a Ubc9. Las
proteinas identificadas con la carnada Tgadvo oLessCOrresponden a nuevas interacciones que
pudieran ser el reflejo de la diversidad de lagifumes de TnaA y por lo tanto resultan ser interesa
En caso de querer profundizar en el estudio de Tyd#s proteinas que se identificaron con esta
estrategia es necesario realizar experimentos ewnguitarios como coinmunoprecipitaciones para
validar dichas interacciones, tal y como se hiz@ s interacciones TnaA-Ubc9 o TnaA-Osa (Figura

5C, 5D y 5E). La Figura 6 muestra la zona de cadtefna que interacciona con la carnada TgpaA

COO QLess
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Tabla 2. Proteinas que interaccionaron fisicamenteon la carnada TnaAsp.coo oless EStas proteinas se identificaron en
ensayos de interaccion fisica por doble hibridoled@dura.® Nimero de veces que aparecié dicha proteina como
interaccionante fisico.

Proteina #e Descripcién

Cochaperona molecular que regula la actividad d€/6igjuien, junto con
DnaJ-1 29 | Hsp9O, constituyen el FOLDOSOMA, complejo que seaega del
plegamiento correcto de las proteinas (revisaderatt y Toft, 2003).
Proteina del “High Mobility Group-I(Y)” involucradan el mecanismo de
Xrpl 4 | respuesta a la radiacion ionizante de manera depgacd p53. Xrpl esta
relacionada con mantener la estabilidad gendémicamad de que Su
induccion resulta en la interrupcion del ciclo talfAkdemiret al., 2007).
La familia Tweedle, compuesta por 27 miembrosDenmelanogaster,
TweedleC 3 | consiste en proteinas cuticulares que se encuentmaservadas en los
insectos (Guast al., 2006).
Fosfodiesterasa 8 que presenta un 30% de identidadel ortdlogo
humano y un 60% de identidad en el dominio catalitDebido a la
Pde8 2 | similitud se piensa que mantiene la especificidadihel AMPc y que
participa en la transduccion de sefiales, tal comddce el ortdlogq
humano (Dayt al., 2005).
La proteina DUP pertenece a una familia de progeimeolucradas en la
1 | replicacion del ADN conservada en eucariontes. imgantes endup

A4

Double parked

(DUP) presentan letalidad en etapas embrionarias y praslesn las fases Sy M
del ciclo celular (Whittakeet al., 2000).
CG12065 1 | Presenta un dominio por el cual se sugiere que iegtducrado en el

metabolismo de nucleétidos (McQuiltenal., 2012).

CG17162 1

No hay datos disponibles.

En este tipo de ensayos de interaccion, el éxittogiar identificar una proteina determinada
depende de la carnada. Debido a que ninguna gedtesnas interaccionantes obtenidas con la carnada
TnaAsp-coo gLes€N este analisis pareciera estar involucrada\endeer la transcripcion de los genes
homeodticos, se decidié probar directamente si Toapleta o sus fragmentos interaccionaban con
Ubc9 o con Os& (Figura 5B del articulo). Los ensayos de interatdidica uno a uno corroboraron
que la carnada TnaA.coo qLesd10 interacciona con Ubc9 pero si la carnada keadnc2(Figura 5B
del articulo). La carnada Tnaderin2 CONtiene ademas del dominio SP-RING otra regigalivada
hacia el extremo amino que no esta presente arada Tnake.coo ges{Figura 1 del articulo). Este
dato nos indica que @ melanogaster el SP-RING no es suficiente para la interacciam dbc9 sino

que requiere de otras regiones de TnhaA.
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Debido a que la carnada Tnafrinc2 Si interacciona con Ubc9, se decidio utilizar estaada
para buscar proteinas interaccionantes de TnaAuestna biblioteca con el mismo protocolo que el
utilizado con la carnada TnaAcoo oLess En este ensayo de interaccion se utilizaron dogeg
reporteros y se obtuvieron 55 colonias diploiddsdas contenian un inserto del mismo tamafio. El
ADN de D. melanogaster clonado en los pladsmidos de tres de estas col@@asecuencié y se
identifico la secuencia RVCPSCKCYMYSGIKLIYQNPD, taial no estd presente en ninguna de las
proteinas de la mosca. Sin embargo, la secuencleatidica corresponde al extremo carboxilo del gen
CtsB1 (CG10992) que codifica para la Catepsina Bl (peptidasaisteinas). Durante la construccion
de la biblioteca se clono6 este fragmento del @eB1 en un marco de expresion incorrecto, lo cual

genero que se expresara el péptido antes mencionado

Con la carnada Tnaf.coo oLessS€ Obtuvieron proteinas que interaccionan lasesuab
parecieran estar involucradas en la regulaciors¢rgscional de genes, mientras que con la carnada
TnaAxspring2 S€ Obtuvo un péptido que no esté presente enmanggl las proteinas de la mosca. Otra
estrategia para identificar proteinas interaccitesgade TnaA por doble hibrido es la que se siguiél e
articulo, en donde se realizaron ensayos de imiéraéisica uno a uno. Para esto se requiere clonar
fragmentos de proteinas del algunas subunidadeBad&lo del trxG, o de alguna otra proteina que
pudiera estar relacionada con ThaA y determinemtaiacciona fisicamente con TnaA. Una alternativa
al Far Western es inmunoprecipitar a ThaA comoeg®rtd en el articulo pero partiendo de una
cantidad mucho mayor de extracto proteico. Lasefmat interaccionantes se podrian identificar por

secuenciacidon por espectrometria de masas.
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DnﬂJ-ﬁkC-l 19 Zona de interaccion con Thafgp coo gress er 1

Zona de interaccion con Tnafg, coo gress
2

1 334aa | 088 aa

Dominio Dnad Regién conservada entre las DnaJ
Tweedle C Fosfodiesterasa 8
Zona de interaccion con TnaPqp o0 gless
Zona de interaccion con ThaAge co0 aress
1 360aa | 914 aa
Dominio con actividad de fosfodiesterasa de AMPc
Double parked CG12065
Zona de interaccion con Tnafgs co0 oless Zona de interaccién con TnaAgp. coo oLess
1 743 aa 1 687 aa
CG17162

Zona de interaccion con TnaAgs oo oLess

1 273 aa

Figura 6. Zonas de interaccion de las proteinas dmttadas en la bibliotecaEsquema de las regiones de las proteinas
que interaccionaron por ensayos de doble hibridevdlura con la carnada Tnghoo gLessLas proteinas estan indicadas
por una raya horizontal gruesa y no estan a esgaléa parte derecha de estas lineas se indicanetno de aminoacidos
de cada proteina. En la parte superior de cadaipeose indica con una raya horizontal delgadaria zle interaccion con

la carnada Tnadb.coo qesyy Si €S el caso, el nimero a la izquierda de disteas indica el nUmero de veces que se obtuvo
una clona determinada. La ausencia de nimero igieal fragmento interaccionante se obtuvo ura\set. En la parte
inferior de algunas proteinas se muestran los domaaracteristicos.

Interacciones genéticas entréna, osay genes de la via de SUMOilacion

1. Deteccion de las proteinas TnaA en lineas con taciones ertna.

En el laboratorio contamos con diferentes alelotd Las lesiones de cada uno de ellos nos
hacian presumir que los individuos que los portgbadrian tener dosis menores de TnaA. En el
articulo se muestra la caracterizacion fenotipiedod individuos con genotipoa'/tna® (Figura 3 del
articulo) y ahi demostramos qtr&' produce una proteina truncada de aproximadamé&nk®a que
actia como dominante negativa. El aleia’ se obtuvo por mutacién inducida con EMS que calisé e
cambio de la glutamina 566 a un codén de paro ¢Batiet al., 2003) mientras que el ladea® no ha
sido caracterizado a nivel molecular y no sabemu@stigpo de proteina(s) produce. Ademas también
realizamos estudios preliminares con otros alel@sr® incluimos en el articulo. Los aletna® y tna®
son alelos correspondientes a inserciones del atente en la zona 5’ del gen y los individuos con

genotipotna’/tna’ y tna'/tna®> mueren principalmente como larvas de tercer in&Rariérrezet al.,
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2003). Como referencia, recordemos que los nivide$naA disminuyen en la transicion de L1 a L3

en larvas silvestres (carriles 1 y 2 de la FiguyaFrgura 2B del articulo).

o- ThaAy cppr1NG

. S e W w— — — o-Tub

Figura 7. Deteccién de las proteinas TnaA en larvade tercer instar mutantes dena. Deteccion de Tnadgy ThaAps
(TnaAxspring 1:100) en extractos proteicos de individuos enel@mpas larvarias L1 y L3 de individuos silves{es los
carriles L1 y L3 +/+) y L3 de individuos mutantestha' (1/+), +tna? (2/+), +/tna® (3/+), +tna® (5/+), tna'/tna® (1/2),
tna'/tna® (1/3) ytna'/tna® (1/5)]. El anticuerpo anti-tubulina se utilizé cormontrol de carga a una dilucién 1:1000.

En todos los casos analizados, los individuos rbeigos (+/alelo mutante) sobreviven
normalmente. Es por esto que llamé nuestra atergignlas larvas con genotiposinaf y +/tna®
(carriles 2/+ y 3/+) presentan niveles practicamenb detectables de TngA y muy baja
concentracion de Tnag. En los individuos con las combinaciones hetetica® detna® contna’ o
contna® se observa la desaparicion casi completa de Epg&l aumento de Tnadgen las larvas con
genotipostna’/tna’ y tna'/tna® (carriles 1/2 y 1/3, respectivamente). En el aftianostramos que el
alelo tna' genera un producto trunco (Figura 3A del articul@ explicacién de cémo el producto
trunco del aleldna' en combinacién con los alelo®? y tna® puede influir tan dramaticamente en los
niveles de Tnafy; es aln una asignatura pendieira’ tiene intacta las zonas en las que se insert6 el
transposon en los aleldsa’ y tna® y una posible explicacién es que esas zonas giones
regulatorias que pueden complementartrens. En las larvas con genotigna’/tna® se disminuye
drasticamente el nivel de Tnafy ligeramente el nivel de Thaf en comparacion a las larvas
heterécigas o del tipo silvestre. La expresiénaseproteinas Tna durante el desarrollo (FiguraeB d
articulo) sugiere que Tnaé quizas es la precursora de TRgAPor otro lado, Thafs se encuentra
enriquecida en el nacleo mientras que Tiaho esta en el citoplasma por lo que la mortalidadas
lineastna'/tna® y tna'/tna® en larvas, pupas o faratos se puede deber adadfala funcién de Tnady

en el citoplasma debido a un elevado procesampartodar lugar a Thadsy su posterior exportacion
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al nucleo. Por otro lado, si Tnafy ThaAi»3 son dos isoformas independientes entonces la iidada

se puede deber a dos factores: a) la falta de ®®prde ThaAg Y b) la sobreexpresion de Tngho

c) un efecto debido a la combinacién de a) y b)eEraso de los individuos con genotipa'/tna’, la
mortalidad se puede deber a la disminucion de iosles de las proteinas TnaA, especialmente de
TnaAsso

Interacciones genéticas entréna, osa 'y genes de la via de SUMOilacion.

El fenotipo de extension de alas (HWO) que preselds individuos con combinaciones de
alelos debrm, osa y tna tiene su base molecular en la expresion incoreefatp desde el promotor
P2 (Gutiérrezt al., 2003). En el articulo se muestra que los indiegdcon una combinacion de alelos
mutantes déna y osa con alelos mutantes der y smt3 (genes que eD. melanogaster codifican a la
enzima conjugante Ubc9 y a SUMO, respectivamentggntan un fenotipo HWO (Fig. 6 y Tabla 1

del articulo).

También quisimos probar si individuos sensibilizagara la expresion incorrecta del promotor
P2 deAntp eran sensibles a la dosislée. Los individuos sensibilizados para la expresioirecta
del Antp desde el promotor P2 utilizados, poseen un cromasecombinante con las mutaciobes?
y Antp' (Gutiérrezet al., 2003). El aleldorn? es un alelo nulo para Brahma (Elfriegal., 1998)
mientras que en el alefntp' se reduce la expresién del promotor P2dg (Talbert y Garber, 1994;
Boulet y Scott, 1988; Vazquex al., 1999). A diferencia de las interacciones otmdag entréna’ y
los alelos ddwr: lwr*®y lwr®® (Tabla 1 del articulo), los individudsr™¥/+; brn? AntpY/+ y wr*3/+;
brm? Antp’/+ no presentan el fenotipo HWO (Tabla 3), lo dndica que la expresién del promotor P2
de Antp es mas sensible a dosis bajas de la E3 ligasdJOSque de la enzima E2 conjugante de
SUMO. Como control positivo del alelwn? Antp* se probé su interaccién genética con el absto.

Los individuos con genotipasa'/brn Antp® si presentan fenotipo HWO (Tabla 3).

Para obtener mas evidencias genéticas de la iampiat de la via de SUMOilacion en la
regulacién de la expresion correcta Aietp desde el promotor P2, se obtuvieron individuos que
tuvieran alelos mutantes dea u osa en combinacién con un alelo dépl (gen que codifica a la
proteasa que podria estar encargada tanto de madu&UJMO como de quitar dicha marca

postraduccional de las proteinas) (Talamdtoal., 2008a). El posible alelo dépl denominado
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ulp1™®®8%® tiene una insercién localizada rio arriba de Gidme codificante del genlpl, sin embargo
también podria estar afectando al gen adyacent®@Mon et al., 2012). Debido a quelpl se
localiza en el cromosoma X, en este experimentmstbilizaron Unicamente individuos machos cuyo
Ginico cromosoma X contiengpl™®®. ulp1®® no interaccioné genéticamente con ninguno de los
dos alelos dena, pero si corpsa® (Tabla 3). El fenotipo HWO observado en los indixs con
genotipoulp1™®®®: osa'/+ refuerza la interaccion genética observada @stley smt3°#% (Tabla 1 del
articulo). Sin embargo, estos datos no estan @mdui debido a que no se sabe con exactitud qué
gen(es) esta(n) afectado(s) en los individuos deieen el aleloulpl®®®. Como se mencioné
previamente, en la via de SUMOilacion participan [pomenos dos proteasas, una involucrada en la
maduracion de SUMO al principio de la via y otrasggada de deSUMOilar y asi hacer reversible el
proceso. Las interacciones genéticas entre al@aid (SUMO), Iwr (Ubc9) ytna indican que la
falta de SUMOilacion y no la falta de deSUMOilaci@s importante para la expresion de los genes

1988, osa'/+ esta acorde a lo observado

homeodticos. El fenotipo HWO observado en los irdiiaisul p
con las interacciones entre los alelostrie smt3 (SUMO) yIwr (Ubc9) siempre y cuando el alelo
uIplf05808

sugieren que Ulpl eD. melanogaster esté involucrada en deSUMOilar méas que en proedldMO

esté involucrado en madurar a SUMO y no en deSUMOActualmente hay datos que
inmaduro (Bhaskaet al., 2002; Smithet al., 2004), por lo que los datos obtenidos sefialanlgpl

podria estar participando en el procesamiento d&I@ inmaduro en ciertos momentos y que dicha

actividad es importante para la expresion de loggéomeoticos.
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Tabla 3. Interacciones genéticas entre alelos dier conbrm? Antp'y detnay osa con ulp1™®, =
Los individuos heterdcigos con un cromosoma tifpeestre y una copia de cada alelo no presentartipenelWO, con
excepcion de los individuos que tienen a los alelasy osa', cuyos resultados se muestran en el articulo.

Genotipo® HWO/ Total Penetrancia (%)

Interaccioneslwr/brm? Antp

lwr3/+; brm? Antp'/+ 0/133 0

lwr*3/+: brm? Antp/+ 0/80 0

Interaccionesosa/brm? Antp

br? Antp*/osa’ 58/61 95

[e0]

Interaccionestna/ulp1 "

ulp1©%8%8 : tnal/+ 21/114 "

ulp1™%8%: tna’/+ 0/136 S
Interaccionesosa/ulpl %%

ulpL®>%; osa't+ 23/135 17

ulp1/%8%: osa?/+ 6/183 ;

La expresividad del fenotipo HWO en los individudp1™®®;tna'/+ fue idéntico al observado en individuos
heterécigos déna® (Figura 6 del articulo). La expresividad de logividuos brm? AntpY/osa’, ulp1™®®; osa'/+ y ulp1%;
osa’/+ fue idéntico al observado en individuoa'/osa® (Figura 6 del articulo). Para los ensayos deaitE6n genética con
el aleloulp1™®® solo se utilizaron moscas machos y Ginicamenterslilizaron a los machos de la progenie.
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¢, TnaA es una E3 ligasa de SUMO?

1. Evidencias de la actividad de E3 ligasa de SUM@ TnaAin vitro.

En el articulo mostramos que TnaA interaccionadisiente con Osa (Figura 5D y 5E del
articulo), especificamente con el fragmento@§aigura 5B del articulo) y con Ubc9 (Figura 5B@ 5
del articulo). Previamente, se habia reportadorésencia de un reservorio de la proteina Osa
SUMOilada en etapas tempranas de la embriogend&t(al., 2009). Para probar que TnaA es una
E3 ligasa de SUMO y que Osa es una de sus protelgraso, primero debiamos encontrar un ensayo
que nos permitiera evaluar la SUMOilacién del fragito Osag; in vitro. El fragmento Osg contiene
6 de los 8 sitios consenso de SUMOilacion de Osgptaia (Figura 5A del articulo). Comercialmente
se encuentran kits de SUMOilacion y elegimos, caseben que otros grupos habian utilizado el kit
SUMOIink-2/3 (Active-Motif). Este kit contiene a $UD y a las enzimas de SUMOilacion de
mamiferos que tienen alta homologia con las prasedie la mosca. Hb. melanogaster al igual que en
otros invertebrados solamente hay una versién ddGUa cual corresponde a las isoformas SUMO
2/3 de vertebrados (revisado en Gareau y Lima, 2&Dlos ensayos se afadieron la E1 (Qud, la
E2 (0.5uM), SUMO-3 (0.25uM) y el fragmento Osa (5 ul de la reaccion de ensayo de transcripcion
y traducciorin vitro (PROMEGA) marcada radiactivamente ¢88-metionina y lo que se buscé fue la
aparicion de bandas de un peso molecular mas wdtdacqde Osg (91 kDa) que corresponderian a las
formas SUMOiladas de Oga En efecto, las proteinas de SUMOilacion de mami$en capaces de
SUMOilar a Osag; (Figura 8). En estos experimentos pudimos detegctada banda inmediata superior
a Osa,, en el carril en donde se llevo a cabo la reacd@®®SUMOilacion con SUMO-3 tiene un peso
molecular de 126.5 kDa, lo cual podria corresporadéa adicion de dos moléculas de SUMO. La
siguiente banda tiene un peso molecular de 147 kpadria corresponder a la adicion de tres
moléculas de SUMO a Qga Cuando en vez de SUMO-3 se afiade una versiomtautarovista por
el kit se observa que se disminuye el numero dddsaoorrespondientes a las formas SUMOiladas de
Osa, (comparar carril central con el derecho), lo éndica que las bandas observadas efectivamente

corresponden a las adiciones de SUMO afsa
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SUMO-3 - - +
SUMO-3 mut. - + -

Osa., SUMOilado

— mp —— < Osa,,

Figura 8: Ensayo de SUMOilaciénin vitro del fragmento Osa,. Los ensayos se realizaron conforme lo indica el
proveedor, del kit SUMOIink-2/3. El ensayo basicataeconsiste en afiadir las enzimas E1 (SAE1 y SAE2)(Ubc9),
SUMO vy la proteina a probar marcada radioactivameititizando el kit TNT Quick Coupled Transcriptidnanslation
Systems (PROMEGA). SUMO-3 mut corresponde a unendomutante de SUMO provista en el kit, con la cal
disminuye la eficiencia de la reaccion de SUMO#aciLas bandas correspondientes a las formas Sldd&slde Ogsase
sefialan con asteriscos.

Una vez establecido el ensayo de SUMOilacion defsaitro, quisimos determinar si ThaA
favorece dicha modificacion. Para esto se trangecdb y tradujeronn vitro las proteinas TnaA y p52
“frias” (en ausencia d&S-metionina) y por otro lado se transcribié y tjadm vitro el fragmento
Osa; en presencia d&°S-metionina. La proteina p52 fue utilizada como &b Los ensayos de
SUMOilacionin vitro se realizaron con las concentraciones de E1, §2MO-3 antes mencionadas.
En algunos de los ensayos realizados obtuvimossdgte sugieren que TnaA favorece la
SUMOilacion in vitro del fragmento Osa (Figura 9). Al comparar los dos primeros carrites
izquierda a derecha se aprecia que el fragmentg,@sgppuede SUMOilar aun en ausencia de TnaA,
tal y como se observo en la Figura 8. Cuando sepamnel segundo y tercer carril se aprecia que
cuando se aflade a TnaA, la intensidad y el numerdahdas correspondientes a las formas
SUMOiladas del fragmento Qgaaumentan (en la Figura las bandas correspondientas formas
SUMOiladas de Osa se sefialan con un asterisco y podrian corresp@ntiendicion de 1, 2, 3y 4
moléculas de SUMO).

El efecto de TnaA en la SUMOilacion del fragmentag) es perceptible en lo que podria ser la
tercera y cuarta SUMOilacién (Figura 9), por lo gse procedid a obtener las condiciones
experimentales necesarias para observar un efectiaseprimeras SUMOilaciones. Para esto se
disminuyd 10 veces la concentracion de las enzidag E2 y el tiempo de reaccion de 3 h a 15 min.

En estas condiciones, se observa que en presendiaad\ aparecen bandas que podrian corresponder
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a la primera y segunda SUMOilacion de gs&stas bandas no se encuentran cuando TnaA no esta

presente (comparar directamente los carriles dettama izquierda y derecha de la Figura 9).

ThaA + = &
p52 - +
SUMO-3 - + +
Osa,, s
250

130

95
72

Osa., SUMOilado

< 0Osa,

Figura 9: TnaA favorece la SUMOilacién del fragmend Osa., in vitro. TnaA, p52 y el fragmento Osase
transcribieron y tradujeroim vitro utilizando el kit TNT Quick Coupled Transcriptidmanslation Systems (PROMEGA) y
los ensayos de SUMOilacidn vitro se realizaron afadiendoubde OsaC2, TnaA y p52. En los ensayos se afiadiason
proteinas E1 (0.0aM), E2 (0.5uM), SUMO-3 (0.25uM) que se obtuvieron del kit SUMOIlink SUMO-2/3 (Aat-Motif).

} Osa,, SUMOilado

< Osa,,

E1/E2: 0.1X

Figura 10: TnaA favorece la SUMOilacién del fragmeto Osa, in vitro. El fragmento Osgy ThaA se transcribieron y
tradujeronin vitro utilizando el kit TNT Quick Coupled Transcriptidmanslation Systems (PROMEGA). Los ensayos de
SUMOilaciénin vitro se realizaron afadiendop® de Osa,, 2 pl (carril medio) y 8ul (carril derecho) de TnaA y gl
(carril izquierdo) y éul (carril medio) de “Mock”. En este caso como “Mdde utilizé una mezcla en la cual se afadieron
las enzimas necesarias para transcribir y tradaciitro a TnaA pero inmediatamente se agregd la enziméease
micrococal que al degradar el templado es una comdidonde se impide la sintesis de la proteinentigés. En los
ensayos se afiadieron las proteinas E1 (0005 E2 (0.05uM), SUMO 3 (0.25uM) del kit SUMOIink SUMO-2/3
(Active-Moatif).
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Si bien estos experimentos sugieren que TnaA tetieidad de E3 ligasa de SUMOVvitro, el
efecto es muy sutil. Una posibilidad por la cualseopudo obtener un efecto mayor en los ensayos de
SUMOilacionin vitro es porque las proteinas SUMO, E1 y E2 son de reassiinientras que la E3 y
la proteina blanco son d& melanogaster. Otra posibilidad es la cantidad limitante de Trgue se
puede obtener a partir de un ensayo de transaniqp@duccionin vitro. Para solventar este problema,
intentamos mejorar la cantidad de TnaA a travésudaebtencion como proteina de fusion GST-TnaA.
Con la finalidad de realizar ensayos enzimaticgsedamos que GST-TnaA estuviera en condiciones
nativas para lo cual nos asesoro el Dr. José Feonhledias Martinez. El protocolo empleado para
obtener a GST-TnaA esta descrito en Vikis y Gud@io42 con la Unica modificacion de que no se
utilizaron detergentes. El extracto obtenido fuencemtrado con dispositivos tipo Centricon
(Millipore), con tamafos de poro de 30 y 100 kD#y proteinas separadas por electroforesis en
condiciones nativas (sin SDS) y electrotransferidasna membrana de nitrocelulosa. La zona de
migracion de GST-TnaA en condiciones nativas serdeh6 en ensayos tipo Western. Para purificar
GST-TnaA nativa, se corrieron geles en condiciddésticas a las que se utilizaron para hacer el
Western, y se cortaron las zonas del gel en doigle ThaA estaba enriquecida. GST-TnaA junto con
las proteinas que comigraran con ella se elecyesn de las tiras de geles. Paralelamente seldnizo

mismo pero con un cultivo que expreso a GST comérabnegativo.

Los ensayos de SUMOilaciam vitro con la fraccion purificada que contenia GST-TnaA
nativa, se realizaron en las mismas condicionesla®mue se obtuvieron los datos mostrados en la
Figura 9. Estos ensayos tampoco mostraron un efeat@r de TnaA en la SUMOilacion de @sa
(Figura 11). Lo que llama la atencién es que ercéwsles en donde se afiadi6 la fraccion enriqaecid
de GST-TnaA, las bandas correspondientes a las@aSUMOilaciones de Qgadesaparecen y
aparece una banda de un tamafio aproximado de 72ddé»aas de un barrido en la parte inferior de
cada carril. Como se menciond, la fraccién queienata GST-TnaA es semipura pues otras proteinas
bacterianas del mismo peso pueden estar presengsseefraccion. Por esta razén, en paralelesé ||
a cabo la induccién de la produccion de GST erdee@ST-TnaA y de esta se purificd una fraccion de
proteinas del mismo rango de peso molecular giradaion que contiene a GST-TnaA. La banda de
72 kDa no esta presente en los carriles correspotadi a esta fraccion “Mock” y por lo tanto no son
derivadas de actividades de enzimas bacterian&ss Hatos sugerian que quizds TnaA promueve la

degradacion de Ogaindirectamente a través de la SUMOilacion. Enitirdtura se han reportado
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casos en los que la SUMOilacion de proteinas faeosel ubiquitinacion y consecuente degradacion
(revisado en Praefclet al., 2012).

Para poder determinar si esta Ultima hipdtesiscersecta se realizaron nuevos experimentos
como el anterior pero ahora en presencia de intriégdde proteasas y del inhibidor especifico del
proteasoma MG132. La adicién de inhibidores aftadareacciones de SUMOilacién vitro. En el
carril 6 se alcanzan a ver bandas de bajo pesocuoiateque corresponden a las primeras
SUMOilaciones de Ogga mientras que en el carril 4, en donde se afaltié ehibidores, se dejan de
ver dichas bandas y se observa de manera tenugnda ligeramente mayor a 130 kDa. La banda de
130 kDa se enriquece en el carril en donde se affddibck” en lugar de GST-TnaA (carril 3) y
disminuye cuando no se aflade SUMO (carril 1 y &)cdal sugiere que se trata de una forma
SUMOilada de Osa. En experimentos previos se ha mostrado que,@saSUMOila en presencia de
SUMO y de las enzimas E1, E2, sin embargo en ptesée los inhibidores esto no sucede (comparar
los carriles 2 de las Figuras 11 y 12). En estawliciones (presencia de inhibidores) no se ve el
enriqguecimiento de la banda de 72 kDa en los eareh donde se afiadi6 GST-TnaA, aunque si el
barrido incluso cuando no se afiadio SUMO (carribXual indica que su presencia es independiente a
la via de SUMOilacion.

GST-TnaA - - - + +
Mock e
SUMO-Mut - - - - +
SUMO-3 -+ + + -

Osa, + + + + +

250
130

95
72

} Osa., SUMOilado
< 0sa,,

E1/E2: 1X

Figura 11: Ensayo de SUMOQilacion de Osa in vitro con GST-TnaA. El fragmento Osg se transcribio y tradujm
vitro y los ensayos de SUMOilaciénvitro se realizaron afiadiendqibde Osa, como se ha descrito. Se afiadieromll9
de la fraccién enriquecida de GST-TnaA (carril GB1&A) y 19ul de una fraccion obtenida de la misma region é¢l g
donde se obtuvo a GST-ThaA a partir de un cultive gxpresa a GST (carril “Mock”). Las concentraemude E1, E2 y
SUMO-3 fueron las mismas que las detalladas pdfalara 6. El tiempo de reaccion fue de 30 min.
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¥ —

E1/E2: 1X

Figura 12: Ensayo de SUMOilacién de Osa in vitro con GST-TnaA mas inhibidores de proteasasl fragmento
Osa, se transcribié y tradujm vitro y los ensayos de SUMOilacidn vitro se realizaron afiadiendopb de Osa,. Se
afiadieron 171 de la fraccion enriquecida de GST-TnaA (carrilTeBaA) y 17l de una fraccion que comigra en la
misma regién que GST-TnaA obtenida a partir deultivo que expresa a GST (carril “Mock”). Las centraciones de
El, E2 y SUMO-3 fueron las mismas que las detadlgiira la Figura 6. El tiempo de reaccion fue deng® Como
inhibidores de proteasas se uso N-etilmaleimidan@®0), PMSF (“PhenylMethylSulfonil Fluoride”; 0.2 myComplete
(ROCHE; 1X) y MG132 (5QuM).

Estos datos (Figura 9 y 10) muestran que ThnafAsiréce la SUMOilacion de Qsay que
bajo este criterio si presenta actividad de Exstgade SUMO. También con esto demostramos que
Osa; es sustrato de SUMOilacion. Hasta el momento rmaoBelogrado obtener las condiciones
necesarias en donde se pueda observar la actd@&® ligasa de SUMO de TnaA de una forma mas
clara. Nosotros pensamos que la cantidad limitaddrhA completo y quizas la presencia de otras
proteinas en la fraccion enriquecida de GST-Thafo® permiten observar un efecto claro en la
SUMOilacion de Osga. Para experimentos futuros se deben emplear nestasegias de purificacion

de proteinas que permitan obtener a TnaA en maytidad y pureza.
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2. Evidencias de la actividad de E3 ligasa de SUM@e TnhaAin vivo.

a) Evaluacion de la SUMOilacion de @spor TnaA en células S2R+ & melanogaster.

Para complementar los datosvitro, se disefiaron experimentos que nos permitieraonéac
evidenciadn vivo de la actividad de E3 ligasa de SUMO de TnaA. @omansfeccion transitoria de
TnaA y Osa,, nosotros esperdbamos encontrar el enriquecimamtformas SUMOiladas de Qsa
tal y como se obsenia vitro (Figuras 9 y 10). Para estos experimentos se iésadgs células S2R+,
las cuales se derivan de la linea S2 que provienendcultivo primario de embriones tardiosDie
melanogaster. Esta linea celular se usé debido a que expresmadquinaria de SUMOilacion

(McQuiltonet al., 2012) y porque su cultivo fue montado previameant el laboratorio.

En un primer intento se clond el ADNc que codificka forma completa de TnaA en los sitios
EcoRI y Xbal del vector pAc5.1/V5-His A (Invitrogen; ver Anexd), el cual permite la expresion
constitutiva y fuerte, a partir del promotor dehgeetina 5C deD. melanogaster. Adicionalmente, la
proteina de interés se genera fusionada al epi&pends una cola de histidinas en el extremo
carboxilo. Esta construccion fue transfectada ella® S2R+ deD. melanogaster. El vector
pAc5.1/V5-His A fue modificado por la M. en C. Gtha Villicafia Torres para que en lugar de V5 'y
la cola de histidinas tuviera Flag con el objetopdeler realizar coinmunoprecipitaciones de dos
proteinas transfectadas (ver Anexo lll). A estetareenodificado se le llamo6 pAc5.1/CT-Flag. El
fragmento Os& (Figura 5A del articulo) se clond en los sitE®RI y Xbal del vector pAc5.1/CT-

Flag para que quedara en el marco de lectura tonpaca expresar el péptido correspondiente.

Las construcciones TnaA-V5 y Qsd&lag se mandaron a secuenciar y Unicamente sé logr
corroborar que el fragmento Qsa&stuviera clonado en el vector pAc5.1/CT-Flag. tessiltados de la
secuenciacién de la construccion TnaA-V5 consistieen fondo, pero se checd por ensayos de
digestion. Los oligonucleétidos utilizados paradagstrucciones TnaA-V5 y QgsaFlag se disefiaron
de tal forma que permitieran clonar en el marcéedtira correcto, sin embargo esto no se corroboro
por secuenciacion ya que se requeria de otrosnoig@dtidos que aparearan con los vectores que
estuvieran alejados de los sitios de clonacion. ¢@sstrucciones TnaA-V5 y QsgaFlag fueron
transfectadas y cotransfectadas conforme al masealnvitrogen en células S2R+. En ninguna
ocasion, tras varios intentos, se logré obseraagxpresion de las proteinas de fusion TnaA-V5 y
Osa-Flag. Como control positivo se transfectaron cmestiones que se han probado en el laboratorio

y si se observo la expresion de las proteinagzadiéis como control. Estos experimentos quedaron
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inconclusos vy faltd corroborar que las construcesoastuvieran bien hechas. Otra estrategia aun por
explorar es construir nuevas fusiones de fragmedwdnaA y de Osa y probar si estas si son

expresadas en las células.

b) Evaluacion de la SUMOilacion de Scm en fondotamiies dena.

La proteina del PcG Sex Comb on Midleg (Scm) s&6Ua y consecuentemente pierde su
localizacion en el PRE del gen homeotidiox. Este hecho favorece la expresionute (Smithet al.,
2011). Smithet al. (2011) sugirieron que TnaA podria ser la E3 bBgde SUMO requerida para
SUMOilar a Scm. Por esta razén, se decidio evddu&UMOilacion de Scm en fondos mutantes de
tna. Para poder realizar estos experimentos, primerprgbaron dos anticuerpos que reconocen a
SUMO, con los cuales se observo el mismo patréproieinas SUMOiladas presentes en un extracto
total de embriones de 3-21 h de desarroll®deelanogaster (Figura 13).

a-SUMO

Acris Active

< SUMO (11 kDa)

Figura 13. Evaluacién del patrén de proteinas SUMOiladas conas anticuerpos anti-SUMO.En cada carril
se cargaron 10Qg de un extracto proteico total de embriones dé 8-8e desarrollo dB. melanogaster. Los anticuerpos
anti-SUMO de las casas comerciales Acris y ActivatiVse usaron en una dilucién de 1:1000 y 1:4088pectivamente.

Nosotros determinamos que los individuos con ebtipo tna'/tna> mueren principalmente
como larvas de tercer instar (Figura 3C del amiculque presentan niveles reducidos de TnaA (Rigur
3A del articulo), por lo que nos parecio un fondeal para evaluar la SUMOilacion de Scm. Para

esto, obtuvimos de la Dra. J. Kassis (NIH) unadide mosca que permite la expresion de Scm
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etiquetada con Flag en el extremo amino (Flag-Sti)proteina de fusion Flag-Scm se expresa a
partir de un promotor minimo formado por secuendidsS y por la presencia del activador
transcripcional Gal4 de levadura. Para la expresibicua suave de Flag-Scm se utilizo la linea
“driver” armadillo (arm-Gal4; donada por el Dr. Juan Riesgo-Escovar) que ea@edsald en la etapa
larvaria y permite la expresion de la proteinarderés en las glandulas salivales. Con esta falid
construimos lineas de moscas que contenian loseptemnecesarios para expresar Flag-Scm en el

patron de expresion dem en los fondos mutantes tte que hemos mencionado.

La SUMOilacion de Flag-Scm se evalud en extraptogeicos obtenidos de glandulas salivales
de larvas de tercer instar de los siguientes gewstil)Flag-ScrWarm-Gal4; +/+, 2) Flag-Sc/arm-
Gal4; tna' o tna’/+ y 3) Flag-Scvarm-Gal4; tna'/tna® donde esperabamos que: a) la proteina Flag-
Scm se SUMOilara en los fondos silvestres pgasay b) que dicha modificacion postraduccional
disminuyera en los fondos mutantestda Flag-Scm se inmunoprecipitdo de estos extractosato
anticuerpo anti-Flag (detalles del protocolo de unoprecipitacion en la seccion de Materiales y
Métodos del articulo) y posteriormente se evalugabia un cambio en los niveles de SUMOilacion de

Flag-Scm.

Flag-Scm se expresa tanto en el fondo silvestneocen los fondos mutantes tlea (Figura
14A, carril “In” por ejemplo) y se observan bandae podrian corresponder a formas SUMOiladas de
Flag-Scm (Figura 14B). De forma interesante obseogaen las glandulas del genotipa'/tna’, la
disminucion de la intensidad de una banda locadizageramente arriba de Flag-Scm en un fondo
heteroalélico déna (Figura 14B). En estos experimentos se debe carasidomo control de carga a la
cantidad de Flag-Scm inmunoprecipitada (carriledeBa Figura 14A). La diferencia en tamafo entre
las bandas correspondientes a Flag-Scm (Figura ft48\banda que disminuye en fondos mutantes de
tna (Figura 14B) es de 17 kDa, lo cual podria corradpo al incremento debido a la adicion de un
SUMO, cuyo peso molecular teorico es de 10.1 kD&aeEho de que en la Figura 14A no se observa
claramente una banda cuyo tamarfo corresponda cpreldisminuye en la Figura 14B se puede deber

a que la SUMOilacién de Flag-Scm es muy limitadalp se detecta con un anticuerpo anti-SUMO.

En estos experimentos no llevamos a cabo una iopnecipitacion con un anticuerpo
irrelevante como control negativo. En experimemtosteriores en donde si se realizé este control, se
pudo observar que hay bandas de peso molecularmadylag-Scm que inmunoprecipitan de manera

inespecifica y que son reconocidas con el anticuari-SUMO por lo que no podemos concluir que
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la SUMOilacion de Flag-Scm disminuye en fondos migts detna. Para poder resolver este pegado
inespecifico y obtener un dato claro acerca deJislGilacion de Scm, se probaron distintas perlas de
proteina-G acoplada a agarosa de las marcas catesrmvitrogen, Santa Cruz y ZYMED (con las
que se obtuvo mejores resultados fue con las ddtrdgen). También se realizaron
inmunoprecipitaciones con distintas cantidades dahticuerpo anti-Flag, asi como
inmunoprecipitaciones secuenciales, en donde poirserinmunoprecipité con anti-Flag y luego con
anti-SUMO. Todas las inmunoprecipitaciones subs#esecon las diferentes condiciones antes

mencionadas produjeron informacién igualmente csafu

A +i+ gl ofr maii+  talima’
In UBE B In UB B In UB B
— — 4

A

IP: o.-Flag WB: o-Flag

: — 123.5kDa

IP: ¢.-Flag WB: a-SUMO

Figura 14. Evaluacion de la SUMOilacién de Flag-Scm en extracs proteicos de glandulas salivales de
larvas de tercer instar con fondos mutantes dna. En todos los individuos analizados, el genotiplocdemosoma 2 fue
Flag-Scmarm-Gal4 y el genotipo déna esté indicado en cada ca$d) Inmunoprecipitacion de Flag-Scm. En el carril In
(Input) se cargd el 10% de la cantidad de protefues se us6 en las inmunoprecipitaciones. El caiil (Unbound)
corresponde a las proteinas que no inmunoprea@piteon el anticuerpo anti-Flag. En el carril B (Bduse cargaron las
proteinas que inmunoprecipitan con el anti-Flagu&eon 2ug de anti-Flag para realizar las inmunoprecipitaefoy una
dilucién 1:10 000 para los analisis tipo “Wester(B) Inmunodeteccion de proteinas SUMOiladas que inprauipitaron
con el anti-Flag. El anticuerpo anti-SUMO (Acrig)ss6 en una dilucion 1:1000.
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Discusion

Durante el desarrollo de este proyecto se obtowiervidencias que sugieren que TnaA es una
E3 ligasa de SUMO. Previamente se habia identdicaee TnaA tiene un dominio SP-RING que es
caracteristico de enzimas con actividad de E3digessSUMO, presente en el grupo de las proteinas
PIAS (Hochstrasser, 2001). EI SP-RING en las pnaiPIAS interacciona con Ubc9, la enzima
conjugante de SUMO. En este trabajo mostramos nageagion de TnaA que incluye al dominio SP-
RING, interacciona fisicamente con Ubc9. Ademas,dpnsayos de interaccion genética, en donde se
evalud un fenotipo asociado a la expresion inctardel gen homeoticAntp, demostraron quina
interacciona corwr (gen que codifica a Ubc9, E2 de la via de SUM@lacy consmt3 (gen que
codifica a SUMO). Este ultimo dato es muy importapa que sefiala que la expresion de los genes
homedticos requiere de las funciones de TnaA yaded de SUMOilacién. ¢ Cuéles proteinas podrian
ser blancos de TnaARa interacciona fuertemente cosa, gen que codifica a la subunidad exclusiva
del complejo remodelador de la cromatina BAP (Madmmmet al., 2004). Se ha demostrado que hay
un “pool” de Osa SUMOilado en etapas embrionan@mspranas (Niet al., 2009). En el presente
trabajo encontramos gusa interacciona cosmt3 y que la proteina Osa interacciona fisicamente con
TnaA. Ademas identificamos que Osa tiene por loasatho sitios consenso de SUMOilacién y que
el fragmento Osa puede SUMOilarsén vitro. Por dltimo, tenemos evidencia que sugiere qua est
modificacion postraduccional es favorecida por Tne& repercusion de la SUMOilacion de Osa, las
funciones de TnaA independientes a la via de SUM@Ih asi como su papel durante el desarrollo de
la mosca se discuten en el articulo. A continuas@®mencionaran otros posibles blancos de TnaA y su

posible papel en la metamorfosis.

TnaA, SUMO vy factores involucrados en la transcripmn
Ademas de Osa, otros posibles blancos de TnaAepuser las proteinas codificadas por los

genes con los que interacciotra interacciona genéticamente con los miembros &€l lbrm, mor y
snrl (Gutiérrezet al., 2003) que codifican para subunidades de los complejos /PBAP. En la
levadura, los ortdlogos de Brm, Mor y Snrl se SUMIO{Wohlschlegekt al., 2004; Denisoret al.,
2005; Hannichet al., 2005). Los ortdlogos de humano de las subungjaBem, Mor y Snrl son
suficientes para llevar a cabo la actividad remaxdimla de nucleosomas vitro, comparable a la
observada cuando estd presente todo el complejdSB\WI (Phelanet al., 1999). Por lo que es

interesante proponer que la SUMOilacién de estasirsdades mediada por TnaA, podria regular
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directamente la actividad remodeladora del compiejeivo. Otras subunidades de los complejos
SWI/SNF que no se consideran parte del trxG pem tgmbién se SUMOilan son las proteinas
relacionadas a actina Arp7 y Arp9 en levadura (\atdtiegelet al., 2004) y uno de sus ortélogos en la
mosca, BAP47 (Niet al., 2009) Estas proteinas no pueden ser polimeszaiddenen actividad de
ATPasa (revisado en Hargreaves y Crabtree, 201He¢ho de que tanto en la levadura como en la
mosca se SUMOilen las mismas proteinas sugierestaemodificacion tiene un papel importante en
la funcion de estos complejos. Otra subunidad desesomplejos, Swp73 de levadura ortdloga de
BAP60 de mosca, también se SUMOila (Wohlschleyell., 2004). BAP60, como Brm y Osa, se
requiere para la expresion detp a partir del P2 y como se une al ADN, puede ser lma de las
subunidades que dirige al complejo a los distipi@snotores (Moéllert al., 2005). Un punto critico
para entender la consecuencia de la SUMOilacionudéquiera de estas subunidades es contar con

ensayos que nos permitan evaluar las funcionessauie participan.

Otros genes que interaccionan doa son &uld y kohtalo que codifican las subunidades
Med12 y Med13 del MEDIADOR (Gutiérreat al., 2003). Ambas proteinas forman parte del médulo
Cdk8/CycC que tiene funciones de regulacion pasifinegativa en la expresion de diferentes grupos
de genes ed. melanogaster (Loncleet al., 2007; Gaytan de Ayakt al., 2007; Gobertt al., 2010;
Janody y Treisman, 2011ha interacciona genéticamente ckismet (Gutiérrezet al., 2003). Kismet
es una proteina con actividad de ATPasa de la milifaemodeladora de la cromatina CHD. Kismet
esta involucrada en la etapa de elongacion daasdripcion catalizada por la ARN pol Il (Srinivasa
et al., 2008). Otro gen que interacciona doa estaranis (Gutiérrezet al., 2003). Las proteinas
Taranis estan relacionadas con la proteina TRIPB#™* de mamiferos (Calgare al., 2002) que
esta implicada en el ciclo celular (Sugimatb al., 1999; Hsuet al., 2001), en la activacion
transcripcional dependiente de p53 (Watanabe-Fgeaudaal., 2005) y en el mantenimiento de la
estabilidad genomica (Siet al., 2004; Tanget al., 2005). Finalmentdna interacciona genéticamente
con yTub23C (Vazquezet al., 2008) que codifica para una de las dos isofordeggTubulina enD.
melanogaster. ) Tubulina participa en el inicio de la nucleacioeryel establecimiento de la polaridad
de los microtubulos (revisado en Luders y Ste&®87) y por sus interacciones genéticas con algunas
subunidades del complejo Brahma (Vazqueiz al., 2008) podria estar participando en el

remodelamiento de la cromatina y/o en la transignipde genes.
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Para facilitar la expresion de los genes homesticinaA también podria promover la
SUMOilacion de otras proteinas de los trxG y/orasotiue también estén involucradas en la estructura
de la cromatina, como por ejemplo las histonassgudos blancos de las maquinarias remodeladoras y
modficadoras. En la levadura se ha encontradoagpubistonas y algunas subunidades de la ARN pol
[I, algunas subunidades del complejo MEDIADOR, abgisubunidades de los factores basales de la
transcripcion como TFIIA, TFID, TFIIE y TFIIF seB10ilan (Pansest al., 2004; Wohlschlegedt
al., 2004; Zhotet al., 2004; Denisomt al., 2005; Hanniclet al., 2005; Wykoffet al., 2005; Natharet
al., 2006; Cheret al., 2009). La SUMOQilacion es importante para elutghiento de la ARN pol Il a
los promotores en la levadura (Rosonebal., 2010). Debido a que la SUMOilacién de proteinas
puede afectar sus interacciones, entre otros sfeetoposible que tenga un papel importante en la
regulaciéon de la maquinaria de transcripcion de deses homedticos a través de favorecer el
ensamblaje de complejos. Un ejemplo de este tipoedelacion se observd con la maquinaria de
procesamiento del extremo 3" del ARN, en donddJ®Qilacion de proteinas permite que se formen

los complejos involucrados en la poliadenilaciohARRN (Vethanthanet al., 2007).

Otros posibles blancos de TnaA podrian ser miesntbedb PcG. EID. melanogaster, la proteina
del PcG Scm se SUMOila (Smieh al., 2011). La reduccién de los niveles de SUMO taseh la
transformacion parcial del halterio a ala. Estagfarmacion se debe a la disminucion de la expnesio
de Ubx, lo que apunta a que SUMO podria influir en lavatad represora de Scm al inhibir su
reclutamiento a la principal secuencia (PRE) resable del silenciamiento dgbx. Consistente con
esta interpretacion, Smiet al., (2011) muestran que Scm SUMOilado se reclutaosyah PRE. De
manera interesante, las moscas adultas con niveldscidos detna también presentan una
transformacion del halterio a ala (Gutiéraetal., 2003). Por lo tanto Smitt al., (2011) sugieren que
TnaA podria ser la E3 ligasa de SUMO involucraddaemodificacion postraduccional de Scm. En
contraste a lo que sucede@mmelanogaster, la SUMOilacion de SOP-2, la cual es el ortélogdSg¢m
enC. elegans, se requiere para la represion de la transcripg@tos genes homeoticos (Zhasiagl .,
2004). En la Figura 15 se muestran algunos esosnposibles de como la SUMOilacién, a través de

modificar las interacciones proteina-proteina, f@odstar regulando la expresion de genes.
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TnaA, SUMO y el FOLDOSOMA

Existe también la posibilidad de que TnaA SUMGilgroteinas que estan relacionadas a
transcripcion pero de una manera mas indirectalaBeroteinas encontradas en el ensayo de doble
hibrido de levadura (Tabla 2), la que resulta mésrésante y la que se obtuvo el mayor nimero de
veces es DnaJ-1 que es el ortélogo lenmelanogaster de Hsp40 humana. En los ensayos de
interaccion por doble hibrido de levadura es fratmigue proteinas que son inducidas por choque
térmico aparezcan como falsos positivos y estoebe i que muchas de ellas son chaperonas. Sin
embargo este no parece ser el caso para DnaJdyeyao es una chaperona, no activa los genes
reporteros por si misma y tampoco interaccionadisente de manera inespecifica. De manera
interesante, el Dr. J. A. Kennison, identificoO unatacion que se comporta como un “enhancer” débil
de brm al cual denominéE(brm)?* (comunicacién personal). Los individuos con corabianes
transheteroalélicas d&(brm)?* con alelos déorm o tna presentan un fenotipo HWO, lo cual sugiere
que su funcidn se requiere para la expresioAmdp a partir del promotor P2. El mapeo inicial para
determinar en qué gen se encuentra la lesion metacionE(brm)? indica que muy probablemente se
encuentra eDnaJ-1. Sin embargo, la secuencia nucleotidica del &étom)*? no presenta cambios en
la region codificante de DNAJ-1. Es posible quenlatacion deE(brm)*? se encuentre localizada en

alguna zona regulatoria (comunicacion personal de Hennison).

DNAJ-1 en mamiferos funciona principalmente coma aochaperona molecular que regula la
actividad de Hsp70, que junto con Hsp90, constitiugs encargadas del plegamiento correcto de las
proteinas en un complejo al que se ha llamado FCROI@A (revisado en Pratt y Toft, 2003).
Ademas de las proteinas ya mencionadas, otros camfes del complejo son las proteinas Hop, Hip y
p23 que de manera general tienen la funcién de @athbilidad a la union del FOLDOSOMA con el
sustrato (revisado en Pratt y Toft, 2003). TnaArf@dstar regulando las funciones del FOLDOSOMA
a través de la SUMOilacion de DnaJ-1 o de alguma stibunidad o también es posible que el
FOLDOSOMA regule las funciones de TnaA.

Las subunidades del FOLDOSOMA estan relacionadato ten la activacion como en la
represion de la transcripcion. Bnmelanogaster se encontré que las mutacioneshst# (que codifica
a la forma constitutiva de Hsp70, llamada Hsc4) entan los fenotipos (por ejemplo la aparicion de
peines sexuales en el segundo y tercer par de gatagscas machos) que se presentan debido a la
falta de funcion de genes del PcG (Mollaaghalshbh, 2001). Posiblemente Hsc4 participa ayudando
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al plegamiento correcto de alguna subunidad o ensamblaje de los complejos represores Polycomb
(Mollaaghababat al., 2001). En mamiferos se observé que los compeselel FOLDOSOMA, p23y
Hsp90 inhiben la transcripcion de ciertos genezapua través del desensamblaje de la maquinaria
transcripcional (Freeman y Yamamoto, 2002). Poo d&do, se sabe que Hsp90 interacciona
fisicamente con las histonas (H1, H2A, H2B, H3 y) KBchnaidert al., 1999) y que a través de las
interacciones antes mencionadas, induce la conciénsm vitro de la cromatina en mamiferos
(Csermelyet al., 1994). Actualmente hay datos que involucran p9dsn el ensamblaje de complejos
como la ARN pol Il, RISC (*RNA induced silencing roplexes”), entre otros (revisado en
Makhnevych y Houry, 2012). Por lo que es posible Higp90, junto con el FOLDOSOMA, participe
en el ensamblaje de los complejos necesarios adoarhacion del nucleosoma (revisados en Akey y
Luger, 2003) o en el ensamblaje de la maquinar@seaia para la condensacion de la cromatina

(revisado en Beisel y Paro, 2011).

Activacién Represion
0 0
\ \

5 0—M 0—d
@@~% Ol

@ d i
Q[i@ﬁg% ca_a®s
O n 4 M

SUMO Maquinaria de Activador Represor Coactivador Correpresor
Transcripcion

Figura 15: Participacion de la via de SUMOilacioren la activacion y represion de la transcripciénCasos hipotéticos
en los que la via de SUMOilacion permite la actidadqizquierda) o la represion (derecha) de ladecepcién.La flecha
indica transcripcionA. La SUMOilacién de un activador o de un represordpuerear un sitio de interaccion para un
coactivador o un correpresd8. La SUMOilaciéon de un activador o de un represordgueesultar en cambios en su
localizacion y/o en su reclutamiento a los promego€. La SUMOilacion de un represor o de un activadodeugsultar
en cambios en su localizacion y su desensamblajeaimotor.
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TnaA y la metamorfosis

TnaA podria tener un papel en la regulacion dexXpresion de genes que no sean los
homedticos. El posible papel de TnaA como un retprlands general de la transcripcion aun esta por
explorarse, sin embargo las evidencias que sentiahenomento es que las glandulas salivales de
larvas de tercer instar con genotipa'/tna® presentan un patrén de expresién de proteinamcidte
(Figura 3D del articulo). Las proteinas de la véaatdisona y aquellas reguladas por la misma
hormona podrian ser SUMOiladas por TnaA, ya querld&iduos con niveles reducidos de TnaA
(Gutiérrezet al., 2003; Figura 3C del articulo), SUMO (Talamilibal., 2008b), Aosl (una de las
subunidades de la enzima E1 activadora de la viaUidOilacion; Kanakousaki y Gibson, 2012) y
Ubc9 (Huanget al., 2005b; Chiuwet al., 2005) no pueden completar la metamorfosis yemtas una
extension de la etapa larvaria. La glandula pretogade las larvas de tercer instar es la encargada
la sintesis de ecdisona, la cual es secretaddentalinfa para ser transformada a su forma activa e
los tejidos blanco. Las larvas con niveles redueide SUMO en la glandula protoracica presentan
niveles bajos de lipidos y de ecdisona (Talanddlal., 2008b) y recientemente se encontréo que SUMO
se requiere para la expresion de los receptoresedebrana involucrados en la importacion de lipidos
necesarios para la sintesis de ecdisona (Talamtilla., 2013). TnaA se expresa en la glandula
protoracica y podria ser la E3 ligasa de SUMO casorece la SUMOilacion de los factores

involucrados en la importacion de lipidos.

Por otro lado, las chaperonas Hsp70 y Hsp90 squrerilas para la activacion del receptor de
ecdisona (formado por el heterodimero EcR/Uspp emelanogaster in vivo (Arbeitman y Hogness,
2000). Ademés Hsp90 colocaliza con Trithorax enoregs transcripcionalmente activas (“puffs”) en
los cromosomas politénicos y coinmunoprecipitaaréipde extractos nucleares embrionarios (Tetriq
al., 2009). En este mismo trabajo se propone que Hgg9una proteina trxG pues suprime a los
fenotipos de pérdida de funcion de Polycomb y geiege para la expresion de los genes homedticos.
También es posible que TnaA junto con el FOLDOSOMiAdependientemente, promueva la funcion
de la ecdisona a través de regular el ensamblagridamblaje de complejos que participan positiva 0
negativamente en la transcripcion de genes regsilpdoesta hormona. Un ejemplo seria el complejo
BRAHMA gque segun algunos autores se requiere ganaar la expresion inducida por la ecdisona del
grupo de genelig, (Zralyet al., 2006; Carrerat al., 2008; Zraly y Dingwall, 2012).
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Las funciones de TnaA aun no estan del todo ¢laiasembargo resulta muy interesante su
posible participacion en la regulacion de la expresle los genes homedticos entre otros, como una
E3 ligasa de SUMO. Actualmente hay evidencias diteiatura que indican que la SUMOQilacion no
ocasiona un solo efecto sino que mas bien es un@afen que la célula regula muy finamente la
funcidn de ciertas proteinas en el espacio y elge Esto coloca a ThaA como un jugador con un

papel importante en los mecanismos de regulacida eepresion génica.
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Conclusiones finales

v En D. melanogaster hay, por lo menos, dos proteinas TnaA (Tiad TnaAirs) que se

expresan diferencialmente en el tiempo y el espacio
Vv Los niveles reducidos de las proteinas TnaA calsamtension de la etapa de larva de tercer
instar, donde los individuos mutantes permanecstalg muerte. Estas larvas presentan un patron de

expresion de proteinas alterado en las glanduliasies.

Vv TnaA interacciona fisicamente con la enzima E2 uganjte de SUMO Ubc9 y con la
subunidad Osa de uno de los complejos BRAHMM®dmelanogaster.

Vv Los genes ddrxG, tna y osa interaccionan con genes de la via de SUMOiladiéw y smt3).
Los animales que poseen combinaciones de mutacsmnestos genes, presentan fenotipos atribuibles

a la expresion incorrecta datp a partir del promotor P2.

Perspectivas
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1.- Busqueda de nuevos interactores de TnaA.

Con la finalidad de encontrar nuevos interactorés TnaA se podrian hacer
inmunoprecipitaciones con los anticuerpos que ydieseen pero partiendo de cantidades mucho
mayores de extractos. Las proteinas que coinmucipfig? se pueden separar por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y secuenciar porceepeetria de masas. Otra estrategia son los
ensayos de doble hibrido de levadura con la bésdlafpero ahora usando como carnadas fragmentos

mas pequefios de TnaA.

2.- Demostrar claramente que TnaA es una E3 ligasslJMO.

Los datos obtenidos en mi trabajo sugieren qué Bsauna E3 ligasa de SUMO, sin embargo
no pudimos demostrar de una forma clara dichaidativ La cantidad limitada de TnaA que pudimos
obtener es quizas la causa de que se observafaaio sutil de la SUMOilacion de Qseen presencia
de TnaA. Una estrategia a seguir es el sistemagteson de baculovirus, en donde se podria expresa
a TnaA fusionada con un epitope (por ejemplo Flagpsi obtener cantidades grandes de extractos.
TnaA se podria purificar de los extractos a trad@sun anticuerpo que reconozca al epitope. Otra
estrategia que se podria hacer es realizar loy@nske SUMOilacionn vitro tal y como se hicieron
pero ahora se afadiria al fragmento TaaANc2 €n lugar de TnaA completo. Esta estrategia ha
funcionado en algunas E3 ligasas de SUMO como RamBRJonde la actividad enzimatica recae en

un dominio en especifico.

3.- Ensayos funcionales

Como se mencion0 previamente, un punto criticoa pamtender la consecuencia de la
SUMOilacion de cualquiera de estas subunidadesmsrccon ensayos que nos permitan evaluar las
funciones en las que participan. En fondos mutadégsa se podria evaluar el reclutamiento de la
ARN pol Il en sus diferentes estados fosforiladod®sacromosomas politénicos, lo cual daria idea
acerca de si TnaA participa en el inicio o en anghcion de la transcripcion. Asi mismo se podria
evaluar la presencia de subunidades del trxG o é&t®s cromosomas politénicos y determinar si

TnaA tiene un papel en su reclutamiento.
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ANEXO |
“Far Western”.

El protocolo que se siguio es el descrito por &val. (2007). A continuacion se describen las
modificaciones que se realizaron al protocolo.|&tjbeo de las membranas se realizé con una solucion
de 10% de leche en PBST [PBS (4 mM de;R&,, 16 mM de NgHPO, y 115 mM de NaCl, pH 7.4)
mas 0.05% de Tween 20] por 1 h a temperatura amebiéas carnadas GST-Tngh1 y GST
(aproximadamente @g de cada una) se incubaron con las membranasaesolucion de 5% de leche
en el “binding buffer” (Wuet al., 2007) por 2 h a temperatura ambiente. Las mambrse incubaron
con el anticuerpo primario TngAe-1 (dilucién 1:4000) en una solucion del 5% de leehd®BST por 1
h a temperatura ambiente. Las membranas se ineubanoel anticuerpo secundario anti-rata (dilucion

1:2000) en una solucion del 5% de leche en PBSTL jpoa temperatura ambiente.
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ANEXO Il
Construccion de la biblioteca de ADNc para ensayasteraccion de doble hibrido de levadura.
1.- Obtencién de ARNm de embriones@emelanogaster y purificacion de ARN poliA.

El protocolo utilizado es el descrito por el preder del reactivo Trizol (Invitrogen). Los
embriones de 3-21 h d2 melanogaster (1 g) se homogenizaron con el reactivo Trizol (10) y el
homogenado se incubd por 5 min a temperatura atebidhhomogenado se le adicionaron 2 mL de
cloroformo y se agité vigorosamente durante 15 Begpués se dejo reposar 3 min y se centrifugd a
12 000 x g por 15 min a 4°C. La fase acuosa sefir@na un tubo nuevo y se adicionaron 5 mL de
isopropanol. La mezcla anterior se incubd por 10 aniemperatura ambiente y se centrifugd a 12 000
x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se remoeri@adécionaron 10 mL de etanol al 75% y se mezclo

vigorosamente con vortex. Después se centrifudia 7 g durante 5 min a 4°C.

El ARN se dejo secar al medio ambiente y se resuip con 10QL del buffer de elusién (10
mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA y 0.2% SDS). Se niida ODypa la ultima solucién y se ajusto
para que quedara a una concentracion de 1 mg en DrBL. La solucion de ARN se incub6 a 55°C
por 10 min y posteriormente se adicioné un volumgeial del “binding buffer” 2X (10 mM Tris-HClI,
pH 7.4, 1M NaCl, 1 mM EDTA y 0.8% SDS). La mezcidaaior se enfridé a temperatura ambiente, se
adicionaron 2QuL de oligo-dT celulosa y se agité con vortex e @0 min a temperatura ambiente
en un plato giratorio. Después se centrifugd ydstija se lavo 5 veces con H de 1X “binding
buffer”. La mezcla ARN-oligo-dT celulosa se eluy&@é&ces (2QuUL en cada ocasion) con el buffer de
elusion a una temperatura de 65°C. Las tres elesisa mezclaron, se midié el volumen final y se
adicion6 1/10 del volumen total de gBHOONa 3 M, pH 5.2. Posteriormente, a la soluciderar se
adicionaron 2 volumenes de etanol al 100% y semgdsar 2 h a -20°C. La mezcla fue centrifugada a
5000 x g durante 60 min a 4°C y se decantd. Ltllpase lavd 2 veces con 1 mL de etanol al 70%.
Finalmente, la pastilla se dejo secar y se resaspem 100uL de buffer de elusion. Nuevamente a la
solucion se le midio la Olgy y se repitio todo el proceso de purificacion prevente explicado en este

parrafo. La resuspension final se hizo qr_Gle agua. La concentracion final fue de 531.21hg/
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2.- Construccion de la biblioteca de ADNCc.

La biblioteca de ADNc se construyé segun el madebaproveedor del kit “BD Matchmakét
Library Construction and Screening Kits” de la cesmercial BD Biosciences Clontech. La sintesis de
la primera hebra del ADNc se realizé utilizandplLlde cebadores aleatorios (cebador “CDS I11/6” del
kit), 2 uL de ARN poliA (aproximadamentellg) y 1L de agua desionizada. Esta mezcla se incubo a
72°C por 2 min. Posteriormente se incubd en hielo2pmin y se afiadieron |2 del 5X “First-Strand
Buffer” (provisto en el kit), JiL de DTT (20 mM), 1uL de dNTP Mix (10 mM) y 1uL de la
transcriptasa reversa MMLV. La mezcla anteriorgitay se centrifugd brevemente y luego se incubo
a 42C por 10 min. Después se adicionqull del cebador BD SMART Il (provisto en el kit) s
incubd a 42C por 1 h. Transcurrido este Ultimo tiempo, la nese incubd a PZ por 10 min para
luego dejar enfriar a temperatura ambiente. Unateemperado el vial, se afiadieron 2 unidades de
ARNasa H y se incub6 a %7 por 20 min. De esta Ultima reaccién se tomarph g se afiadieron a 70
uL de agua desionizada mas los siguientes reactigbkit: 10 uL de 10X BD Advantage 2 PCR
Buffer, 2L de 50X dNTP Mix, 2uL del “5" PCR Primer”, 21L del “3° PCR Primer”, 1QuL de “10X
GC-Melt Solution” y 2uL del “50X BD Advantage 2 Polymerase Mix". La mezcte agitd
brevemente y se colocd en un termociclador coigalente programa: 1 ciclo de @ por 30 seg, 20
ciclos de 98C por 10 seg y 6& por 6 min (el tiempo de incubacion £68umento 5 seg por ciclo) y
1 ciclo de 68C por 5 min.

El ADNc de doble cadena sintetizado se colocé enamumna “BD CHROMA SPIN TE-
400" (provista en el kit) y se centrifugé a 700 guante 5 min a 4°C. Al eluido se le agregd Hal0
volumen de CHCOONa 3 M, pH 4.8 y 2.5 volimenes de etanol al 95%enfriado a -AT y se
incubd a -20C por 1 h. Posteriormente la mezcla se centrifugdt @00 x rpm durante 20 min a
temperatura ambiente. Se removié el sobrenadasgedgjo secar a temperatura ambiente. Finalmente

la pastilla se resuspendioé conjl0de agua desionizada.

3.- Transformacioén de levaduras.

1 mL de medio de cultivo YPDA (20 g/L de Difco pep&, 10 g/L de extracto de levadura, 20
g/L de glucosa y 15 mL de una solucién de adenifie2&6) fue inoculado con varias colonias de 2-3
mm de diametro de la cepa AH109. Esta suspensiatacsee agité vigorosamente durante 5 min y se

transfirid a un matraz que contenia 50 mL de YPPBdsteriormente se incubd a 30°C durante 18 h con
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agitacion de 250 rpm hasta alcanzar la fase est@t@(ORQoo mayor a 1.5). El cultivo anterior (30
mL) se transfirié a un matraz que contenia 300 mLYBDA. La concentracion celular se ajust6é con
medio de cultivo hasta que se obtuvo unasf@Bntre 0.2 a 0.3. Las células se incubaron a 30°C
durante 30 h con agitacion (230 rpm). LagaDinal fue de 0.4 a 0.6. Las células se transtirea
tubos de 50 mL (Falcon) y se centrifugaron a 70Q por 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se desecho y las células se resuspendn buffer 1X TE estéril (provisto por el kit).
Las células se mezclaron en un solo tubo en urmaniuinal de 25-50 ml y se centrifugaron a 700 x g
por 5 min a temperatura ambiente. El tubo se décamd pastilla se resuspendié en 1.5 mL de 1X
TE/1X LiAc estéril (provisto en el kit) .

En un vial eppendorf estéril se coloco log0correspondientes al ADNc magué del vector
pPGADT7-Rec (este vector permite la clonacion deritms a través de recombinacidrnvivo), 20 puL
del acarreador de ADN “Herring Testes” (provistoe¢kit) y 600uL de las células. La mezcla anterior
se agitd brevemente y se afiadié 2.5 mL de la soiUBEG/LiAc estéril (8 mL de polietilenglicol al
50%, 1 mL del buffer TE 10X y 1 mL de acetato deIL M). Posteriormente, la mezcla se volvio a
agitar vigorosamente en el vértex a alta velocigad10 seg y luego se incub6 a 30°C durante 30 min
con agitacion de 200 rpm y se afadido }160de DMSO. EIl tubo se mezclé por inversion suave.
Después las células se incubaron a 42°C duramarl§ transcurrido el tiempo se incubaron en hielo
durante 1 a 2 minutos. Las células se centrifugar@G®0 x g por 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se desechod y las células se resusqenein 1 mL de YPD plus (2X YPDA sin adenina)
y se incubaron a 30°C con agitacion durante 90 bais.células se centrifugaron a 700 x g por 5 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se desdael&glulas se resuspendieron en 0.5 mL del buffer
1X TE. Se inocularon 150L de células en cajas Petri que contenian el nmesliultivo SD/-Leu (26.7
g/L de “Minimal SD base”, 0.69 g/L del suplementced y 20 g/L de Agar). Las placas se incubaron a
30°C durante 3 dias.

Después de los 3 dias de cultivo, las placas stanon a 2C por 4 h y luego se les afadieron
5 mL del medio para congelamiento (Medio YPD 1X r28% de glicerol). Las células se dispersaron
con perlas de vidrio estériles y se mezclaron tesespondientes de todas las placas. Con una camara
de Neubauer se corroboré que la concentraciénacefiuéra menor o igual a 2 x 16élulas/mL. El

titulo de la biblioteca obtenida fue de 159 000 00BC/ml cuando lo recomendado por el proveedor
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es de mayor o igual a 20 000 000 UFC/ml. Finalmesgterealizaron alicuotas de 1 mL y se

almacenaro6n a -8G.

4.- Ensayo de interaccion fisica por apareamiento.

Los ensayos de interaccion fisica por doble hibddolevadura se realizaron conforme al
protocolo descrito por el proveedor del kit “BD Mamakef Library Construction and Screening
Kits” de la casa comercial BD Biosciences Clontdch.busqueda de proteinas interaccionantes se
realizé por apareamiento entre levaduras de la &e8{d®9 que contenian a la biblioteca clonada en el
vector pGADT7-Rec y levaduras de la cepa Y187 quetenian a las diferentes carnadas clonadas en
el vector pGBKT7 (explicado en la seccién de Males y Métodos del articulo). Para el apareamiento
de cepas de levadura se mezclg, en un matraz derfalalicuota de 1 mL de la biblioteca y 5 mL de
un cultivo de toda la noche de la levadura queetdata la carnada y se afiadio 45 mL del medio de
cultivo 2X YPDA mas kanamicina (5ag/mL). Las células se incubaron a°G0por 24 h con una
agitacion leve de 30 rpm. Posteriormente las celaka centrifugaron a 1 000 x g por 10 min y la

pastilla se resuspendio en 10 mL de 0.5X YPDA nadsknicina (5ug/mL).

La seleccion de levaduras diploides que expresateipas que interaccionan se logré a través
de evaluar el crecimiento en el medio de cultivd-B&u/-Trp/-Ade/-His (26.7 g/L de “Minimal SD
base”, 0.60 g/L del suplemento —Leu/Trp/-Ade/-HBsmM de 3-amino-1,2,4-triazole y 20 g/L de
Agar), el cual carece de adenina, histidina, tfgto y leucina. La presencia de los vectores pGBKT7
y pGADT?7 le permite a la levadura diploide el crei@nto en un medio que carece de triptofano y
leucina, respectivamente debido a que se expresagehes reporteré®DE2 e HIS3. Si las proteinas
que expresa la levadura diploide interaccionanestaura la actividad del factor transcripcionadGa
permite la expresion de genes reporteros que Imifer a la célula el crecimiento en un medio
deficiente en adenina e histidina. El sistema @uemt total con cuatro genes reporteros. Como se
menciond previamente, dos de ellos permiten eliroiento de las células diploides en ausencia de
adenina ADE2) e histidina FHIS3). Los otros dos genes reporteros se evallan sayes d§3— (lacz)

y a- (MEL1) galactosidasa. Es necesario mencionar que lossgeporterodacZ y MEL1 son
regulados por la misma secuencia UAS (“Upstreamivaithg Sequence”). En los ensayos de
interaccion por doble hibrido realizados en el @méss trabajo demostraron que aquellas interacciones

que permiten la expresion de los genes repor#lbd? e HIS3 siempre activan la expresion GeZ.
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Con los ensayos de—galactosidasa no se obtuvieron datos concluyentes debido a que todas las

colonias diploides se ponen de color azul en un momento dado.
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ANEXO Il

Oligonucledtidos utilizados para la clonacion de TaA y Osa:; en los vectores pAc5.1/V5-His y
pAc5.1/CT-Flag, respectivamente.

Oligo | Aio Clave Secuencia (5'a 3") Uso
CCG GAATTC AAC GAT ATG Oligo “Forward” para la clonacion de
266 | 2012 | Osac2CtFor | ~rc AcG CGA AAG GGT Osa, en el vector pAc5.1/CT-Flag
CGT TCT AGA CGT ACC GCA GCT| Oligo “Reverse” para la clonacién de
267 | 2012 | Osac2CReV| orroeraTT 6 Osas, en el vector pAc5.1/CT-Flag
CCG GAATTC AAC GAT ATG Oligo “Forward” para la clonacion de
268 2012 TnaCtFor | GGC CAAATC TCA CCG CCA TnaA en el vector pAc5.1/CT-Flag
GGT GCC ACAAC
CGT TCT AGA GAA TAA CGT Oligo “Reverse” para la clonacion de
269 2012 TnaCtRev | GGC CAG CAA GTC GTC GCT G TnaA en el vector pAc5.1/CT-Flag

Vectores de expresion de células S2R+ Be melanogaster.

pAc5.1/V5-His A

pUC ori: Origen de replicaciéon. Permite un nimero altoa@as.
pAc5: Promotor del gerctina 5C de D. melanogaster. Permite la expresion constitutiva de las proteineterdlogas en

altos niveles.

SV40 pA: Sefal de poliadenilacion tardia. Permite la efigi¢erminacion y poliadenilaciéon del ARNm.
Ampicillin: Gen de3-lactamasa. PermiteEa coli crecer en presencia de ampicilina.
El proveedor del sistema de expresion es Invitrogen
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