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RESUMEN

El gen hATRX codifica una proteina remodeladora de la cromatina que tiene dos
dominios importantes, un dominio helicasa/ATPasa y un dominio compuesto de dos
dedos de zinc llamado dominio ADD. El dominio ADD se une a extremos amino de
histonas y se ha propuesto que media la union de hATRX a la cromatina. La proteina
homéloga de ATRX en Drosophila (XNP/dAtrx) tiene un dominio helicasa/ATPasa
conservado pero carece del dominio ADD. En el laboratorio se realizé una busqueda
bioinformética en la base de datos del genoma de Drosophila melanogaster y se
encontré que el gen anotado como: CG8290 (el cual recientemente ha sido llamado
daddl por Alekeseyenko y cols. (2014)) codifica 3 proteinas que comparten una
region comun en el extremo amino terminal que contiene un dominio ADD, el cual
se encuentra altamente conservado con respecto al dominio ADD de la proteina
hATRX. Lo que es mas, el modelaje en 3D de este dominio muestra que la
estructura y aminoacidos que median los contactos con el extremo amino de la
histona H3 se encuentran altamente conservados. Estas isoformas (dAddl-a, b y c)
son generadas por “splicing” alternativo y se expresan a través de todo el desarrollo
de D. melanogaster. Utilizando ensayos de pull-down y coinmunoprecipitacion
(COIP), se determind que estas proteinas interaccionan fisicamente con
XNPL/dAtrxL y HP1a. Lo que es mas, la coinmunofluorescencia de los cromosomas
politénicos con anticuerpos especificos mostré que estas proteinas colocalizan
principalmente en el cromocentro, con XNPL/dAtrx. y HP1a, aunque también se
observo colocalizacién en la eucromatina de los brazos cromosomales. Ensayos de

CHIP demostraron que estas proteinas se encuentran presentes in vivo en las
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mismas regiones heterocromaticas. Para determinar si los alelos xnp/datrx y dadd1
interaccionan genéticamente, se realizaron cruzas entre moscas portadoras de
cada uno de los alelos. Las mutaciones hipomorficas en ambos genes resultan en
la generacion de masas melanadticas en el organismo. Las isoformas dAddl-b, cy
d tienen dominios extra que sugieren que estas proteinas tienen nuevas funciones
adquiridas. Estos resultados sugieren fuertemente que en Drosophila el gen ATRX
sufrié una fision evolutiva y que las proteinas codificadas por el gen dadd1 participan
junto con las proteinas codificadas por el gen xnp/datrx en algunas funciones

celulares como el mantenimiento de la heterocromatina.
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ABSTRACT

The human hATRX gene encodes a chromatin remodeling protein that has two
important domains, an helicase/ATPase domain and a domain composed of two zinc
fingers called the ADD domain. The ADD domain binds to histone tails and has been
proposed to mediate hATRX binding to chromatin. The putative ATRX homolog in
Drosophila (XNP/dAtrx) has a conserved helicase/ATPase domain but lacks the
ADD domain. We performed a bioinformatic search in the data bank of the
Drosophila genome and found that the annotated gene: CG8290 (very recently the
CG8290 annotated gene has been named daddl by Alekeseyenko et al (2014))
encodes three proteins that share a common region in the amino terminal end that
contains an ADD domain highly conserved with the ADD domain of the hATRX
protein. These isoforms (dAdd-a, b and c) are generated by alternative splicing and
are expressed throughout the development of D. melanogaster. 3D modeling of the
domain shows that the structure and aminoacids which mediate the histone tail
contacts are highly conserved. We determined using pull-down and
coinmunoprecipitation (ColP) assays that they interact physically with XNPL/dAtrxc
and HP1la. Furthermore coimmunostaining of polythene chromosomes with specific
antibodies show that they colocalize mainly in the chromocenter, with XNPL/dAtrx.
and HP1la, although euchromatic localization can also be seen through the
chromosome arms. ChIP experiments demonstrate that these proteins are present
in vivo in the same heterochromatic regions. To determine if the xnp/datrx and dadd1
alleles interact genetically, we performed crosses between them. Hypomorphic

mutations in both genes result in the generation of melanotic masses in the
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organism. The dAdd1-b, c and d isoforms have extra domains which suggest newly
acquired functions. These results strongly support that in Drosophila the ATRX gene
suffered an evolutionary split and that the dadd1 encoded proteins participate with
the xnp/datrx encoded proteins in some cellular functions such as heterochromatin

maintenance.
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LISTA DE ABREVIATURAS

a-talasemia se refiere a una disminucién en la produccion de cadenas o de
la hemoglobina, lo que lleva a la formacién de agregados inestables de
cadenas f (conocidos como inclusiones HbH) (Gibbons, 2006).

ADN: Acido desoxiribonucleico.

Adf1: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Adh transcription factor
17

ALT: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés: “Alternative
Lengthening of Telomeres Pathway”.

AR: receptor de andrégenos.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNi: ARN de interferencia. Secuencia de ARN especifica para una
secuencia de ARN mensajero. Tiene como propoésito interferir con la
expresion del gen blanco reduciendo los niveles de produccién de esa
proteina.

ATP: Adenosina trifosfato.

ATPAsa: Enzima que hidroliza ATP para realizar su funcion.

ATR-X: Sindrome de a-talasemia con retraso mental ligado al cromosoma X.
ATRX: Proteina reguladora de la transcripcion que contiene un dominio
helicasa ATPasa y un dominio ADD. Pertenece a la familia de los
remodeladores de la cromatina tipo SWI/SNF. Su hombre hace referencia a
que pacientes que presentan el sindrome ATR-X portan mutaciones en esta
proteina (Picketts et al, 1996).

BCLG6: por sus siglas en inglés proto-oncogene B-Cell Lymphoma 6.
Bromodominios: Un bromodominio es un dominio proteico que reconoce
residuos de lisina acetilados, como por ejemplo, los residuos de lisina del
extremo N-terminal de las histonas. Este reconocimiento suele ser un
requisito indispensable y previo para que pueda producirse la asociacion
proteina-histona y asi el reordenamiento de la cromatina. EI bromodominio
adopta por si mismo un plegamiento de todo a, que consiste en un conjunto
de cuatro hélices alfa (Zeng y Zhou, 2002).

ChIP: por sus siglas en inglés Chromatin immunoprecipitation.

ColP: Coinmunoprecipitacion.

Cromodominios.- Un cromodominio es un dominio proteico de unos 40-50
aminoacidos que es encontrado muy frecuentemente en proteinas
relacionadas con el reordenamiento y la manipulacién de la cromatina. Este
dominio se encuentra altamente conservado tanto en plantas como en
animales. En mamiferos, las proteinas que contienen cromodominios estan
implicadas en la regulacion de la expresion génica relacionada con el
reordenamiento de la cromatina y la formacibn de regiones de
heterocromatina. Las proteinas que contienen cromodominios también unen
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histonas metiladas y aparecen en los complejos de silenciamiento
transcripcional mediado por ARN (Jones et al, 2000).

C-terminal: Extremo carboxilo terminal de una proteina.

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

cmi: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “cara mitad”, también
conocido como Lpt

daddl: gen identificado en el genoma de Drosophila como CG8290. Se le ha
llamado daddl porque las proteinas a las que codifica contienen un dominio
ADD.

dAtrx.: proteina homologa a ATRX de Drosophila la isoforma larga.

dAtrxs: proteina homologa a ATRX de Drosophila la isoforma corta.

DAPI: DAPI 6 (4 ',6-diamino-2-fenilindol) es un marcador fluorescente que se
une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y Timina en secuencias
de ADN.

DAXX: Proteina cuyo nombre en inglés es “Death domain associated
protein”.

Dedo de zinc: Los dedos de zinc son pequefios motivos estructurales
de proteinas que pueden coordinar uno o mas iones de zinc para ayudar a
estabilizar sus pliegues. Se pueden clasificar en diferentes familias
estructurales y normalmente funcionan como modulos de interaccion que
unen el ADN, ARN, proteinas y moléculas pequefias (Matthews y Sunde,
2002).

Dip3: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Dorsal interacting
protein 3”.

DNMT: DNA metiltransferasas.

Dominio ADD: Dominio conservado en las proteinas ATRX, DNMT3a,
DNMT3L

Dominio PHD.- El dedo PHD fue descubierto en 1993 como un motivo Cys4-
His-Cys3 en las proteinas HAT3.1 de Arabidopsis thaliana tipo “plant
homeodomain” (PHD de donde toma su nombre este dominio). Cabe
destacar que muchos, si no todos los dedos PHD se encuentran en las
proteinas nucleares cuyo sustrato tiende a ser la cromatina (Matthews y
Sunde, 2002).

Dominios SH2: El dominio SH2 (del inglés Src Homology 2) es un dominio
de proteinas estructuralmente muy conservado en la oncoproteina Src2 y en
muchas otras proteinas de transduccidon de sefiales intracelulares.

Dome: receptor: Domeless.

DREF: Por sus siglas en inglés “DNA replication related element binding
factor”. Factor de transcripcion de unién al ADN implicado en el proceso de
replicacion.

DSB: por sus siglas en inglés “double-strand break”.
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ECS: complejo ubiquitina ligasa E3, cuyas siglas provienen de su hombre en
inglés: “Elongin-Cullin-SOCS”.

EPO: eritropoyetina.

ET: Proteina cuyas siglas provienen de su nombre en inglés: “Eye
transformer”, también llamado latran.

EZH2: Proteina cuyas siglas provienen de su nombre en inglés: “Enhancer
of Zeste homolog 2".

G4: estructura G-cuadruplex.

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

GH: hormona de crecimiento.

GM-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos.
gp130: Proteina cuyas siglas provienen de su nombre en inglés: Glycoprotein
130 (también se le conoce como gpl130, IL6ST, IL6-beta 0 CD130) es una
proteina transmembranal y es miembro de los receptores de citoquinas
(Abbas et al, 2008).

H3.3: variante de la histona H3 en mamiferos.

H3K9me3: marca epigenética de trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3.
H3K4meO: Indica que la lisina 4 de la histona 3 estéa libre de metilacion.
HP1l: Proteina cuyo nombre proviene de sus siglas en inglés
“Heterochromatin Protein 1”.

Hh: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Hedgehog”.

Hira: Proteina cuyo nombre en inglés es “histone cell cycle regulator”. Es una
proteina chaperona de histonas.

hop: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés hopscotch

HSCs: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Hematopoietic stem
cells”.

IL-3, IL-5: Las interleucinas, son un conjunto de citoquinas que son
sintetizadas principalmente por los leucocitos (Abbas et al, 2008).
Inclusiones HbH.-. Las proteinas B-globinas son capaces de formar los
homo tetrameros (B4) y estos tetrameros se llaman hemoglobina H (HbH).
Un exceso de HbH en los glébulos rojos de la sangre conduce a la formacién
de los cuerpos de inclusion comunmente observados en pacientes con a-
talasemia. Ademas, los tetrameros de HbH tienen una marcada discapacidad
para transportar oxigeno (Gibbons, 2006.

JAK : cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Janus kinase”.

JNK: quinasas c-Jun N-terminal.

kDa: Kilo Daltones.

Ken: Ken & Barbie es un factor de transcripcion de Drosophila que tiene tres
motivos tipo dedos de zinc CCHH (Lukacsovich et al, 2003).

MADF: toman su nombre de las siglas en inglés: “myb/Sant-like”. Los
dominios MADF pueden reconocer secuencias repetitivas en el ADN, se sabe
que en las proteinas Adfl (Adh transcription factor 1) y Dip3 (Dorsal
interacting protein 3) los dominios MADF dirigen la union de estos factores
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transcripcionales a secuencias promotoras especificas (Bhaskar y Courey,
2002). Aunque existen algunos ejemplos en los cuales los dominios MADF
también pueden unirse a proteinas, aparentemente su especificidad depende
del punto isoeléctrico del dominio (Maheshwari et al, 2008).

MeCP2: Proteina cuyo nombre proviene de sus siglas en inglés: "metil-CpG
binding protein_2.

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

N-terminal: Extremo amino terminal de una proteina.

pb: Pares de bases.

PBS: Buffer de fosfatos.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PEV: variegacion por efecto de la posicion

PIAS: por sus siglas en inglés “Protein Inhibitors of Activated STATS".
PICh: andlisis protebmicos de segmentos de cromatina.

PML: cuerpos nucleares promielociticos.

pnr: pannier. Gen que codifica para un factor transcripcional del tipo GATA.

Polycomb: familia de proteinas que participan en el silenciamiento
epigenético de ciertos genes.

PSC por sus siglas en inglés: “posterior signaling center”.

RanBP3: por sus siglas en inglés “Ran binding protein 3”.

RHOX5: Proteina cuyo nombre se conforma de las siglas en inglés:
“reproductive homeobox 5.

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

S2R*: linea celular de Drosophila aislada de la linea de células Schneider 2
que se encuentra en una etapa embrionaria tardia.

SANT: Dominios conservados que se unen a las colas de histonas o
presentan unidn al ADN (segun su punto isoeléctrico), presentes en proteinas
asociadas a complejos remodeladores de la cromatina (SWI/SNF). Su
nombre se forma a partir de las siglas de las proteinas en las estos dominios
se encontraron por primera vez: Swi3, Ada2, N-Cor y TFIIIB).

SMC1y SMC3: Cohesinas (SMC1 y SMC3) Proteinas cuyo nombre proviene
de las siglas en inglés “Structural Maintenance of Chromosomes”.
Representan una gran familia de ATPasas que participan en la organizacion
de la cromatina y su dinamica (Nasmyth y Haering (2005).

SNF2: Por sus siglas en inglés “Sucrose Non Fermenting 2" Subfamilia de
proteinas que pertenece a la familia SWI/SNF.

SOCS proteinas supresoras de sefalizacion de citoquinas para las cuales
los humanos tienen 8 genes (SOCS1-7 y CIS) (Abbas et al, 2008).
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Sp: “Sternopleural”. Marcador en el cromosoma 2. Homocigo letal. Las
moscas presentan quetas extras en la regioén del esternopleuro (Lindsley y
Zimm, 1992).

STAT: por sus siglas en inglés “signal transducer and activator of
transcription”.

SUMO: por sus siglas en inglés “Small ubiquitin-like modifier”.

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

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

TM2: Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal, cuyo marcador
dominante es Ubx: “Ultrabitorax”, donde las moscas presentan una o varias
quetas en el alterio (Lindsley y Zimm, 1992).

TM3: Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal, cuyo marcador
dominante es Ser: "Beaded-Serrate", el cual se caracteriza porque las
moscas presentan las alas quebradas en la punta, en algunos casos esta
acompafnado por "Stubble" (Sb) el cual se caracteriza por que las moscas
tienen quetas quetas rasuradas y gruesas en el torax (Lindsley y Zimm,
1992).

TM6B, Th. Balanceador del cromosoma 3. Homocigo letal. Larvas, pupas y
adultos son més cortos que los organismos silvestres.

TAS-L: secuencias asociadas a telomeros.

TRR: cuyas siglas provienen de su nombre en inglés “Trithorax-related
protein” de la familia de genes de Drosophila “monkey King” (mkg).

UAS: “Upstream activating secuence”. Secuencia activadora rio arriba.
Upd: por sus siglas en inglés “unpaired”

W18 Marcador del cromosoma 1. “White”, variante del alelo w*, donde las
moscas presentan ojos blancos (despigmentacién) debido a una delecion.
WB: “Western blot”.

Wild type: organismo con genotipo silvestre.

WQ: por las siglas en inglés Wingless.

XNP/dAtrx: proteina homologa a ATRX en Drosophila melanogaster también
llamada XNP (por sus siglas en inglés X-linked nuclear protein).
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INTRODUCCION

La informacion genética que determina las caracteristicas de cada organismo se
encuentra codificada por el ADN, el cual se encuentra empaquetado en la cromatina
y dividido en compartimentos en el nucleo de cada una de sus células. El
nucleosoma es la unidad fundamental de la cromatina (Kornberg, 1974). El
nucleosoma es un octamero proteico que se conforma de 2 moléculas de cada
histona canonica (H2A, H2B, H3 y H4), alrededor del cual se enrollan 147pb de ADN
[Figura l1a, 1b] (Hargreaves y Crabtree, 2011). Ademas, la histona H1 promueve
una estructura de mayor orden en la compactacion de la cromatina, lo cual induce
la compactacién de los nucleosomas vecinos en una fibra de 11 nm llamada “collar
de perlas”. Se sabe muy poco acerca del mecanismo de como estas fibras son
empacadas posteriormente en el ndcleo para formar estructuras de mayor orden

[Figura 1c] (Felsenfeld y Groudine, 2003).

La cromatina se caracteriza por ser dinadmica, debido a que existe en muchas
configuraciones. Historicamente, la cromatina se ha clasificado como eucromatina
y heterocromatina. La eucromatina es la cromatina descondensada. Esta puede
encontrarse transcripcionalmente activa o inactiva. La heterocromatina se define
como una cromatina altamente compacta y transcripcionalmente silenciada. Esta a
su vez se subdivide en: heterocromatina constitutiva (cromatina donde rara vez
ocurre la transcripcion genética) y heterocromatina facultativa (cromatina donde la
transcripcion se reprime durante una etapa especifica del ciclo celular o del

desarrollo) (Allis et al, 2009).
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Figura 1. La organizacion del ADN en el nucleo.

(a) Cada nucleosoma se conforma de un octamero de histonas, el cual se compone de un tetrdmero H3-H4 y dos dimeros
H2A-H2B. La parte amino terminal de las histonas se proyecta fuera del centro del nucleosoma e interactiia con el ADN. Estas
colas pueden ser modificadas postraduccionalmente y funcionar como sefalizadoras.

(b) Estructura cristalizada del nucleosoma donde se ve la interaccién del ADN con las histonas.
(c) Diferentes niveles de organizacién del ADN en cromatina.

Iméagenes extraidas de (Levenson y Sweatt, 2005) (a y b), Felsenfeld y Groudine, 2003 (c).

El empaquetamiento del genoma eucarionte en cromatina provee la clave
para la compactacion del genoma entero dentro del nacleo, pero restringe el acceso
al ADN de muchas de las proteinas reguladoras esenciales para procesos
biolégicos como la replicacion, transcripcion, reparacion del ADN y la
recombinacion. Sin embargo, existen dos mecanismos que pueden neutralizar la
naturaleza represiva de la cromatina, permitiendo el acceso al ADN nucleosomal: la
modificacion de los extremos amino terminal de las histonas y la alteracion de la
estructura de la cromatina mediante complejos remodeladores y complejos

modificadores de nucleosomas (De la Cruz et al, 2005).
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Estructura de la cromatina y complejos remodeladores

Los complejos remodeladores de la cromatina utilizan la energia del ATP para

reestructurar, movilizar y/o expulsar a los nucleosomas a fin de regular el acceso al

ADN [Figura 2] (Owen-Hughes, 2003).

Reposicionarmiento

Deposicidn

Deslizamiento +

- deposicion adicional =
Remodelador ensamblaje

AP Mapp ¢

Eyeccidn

Desenrrollamiento

Variante de Histona

Remodelador* \ @ + @
- Eyeccion de
ATP ADP ! - dimeros

Ete = / dimeros

Exposicion
de sitios

Alteracion de
la
composicion

Figura 2. Las diferentes maneras de remodelaje de la cromatina.

(@) Los remodeladores de la cromatina (en verde) pueden asistir el ensamblaje de la cromatina mediante el
movimiento de los octdmeros de histonas previamente depositados, generando el espacio pertinente para una

deposicién adicional.

La accion de los remodeladores sobre el arreglo de nucleosomas resulta en varios productos que pueden ser clasificados en

2 categorias:

(b) Exposicion de sitios: en este caso se expone un sitio (en rojo) que puede ser ocupado por una proteina de
unién a ADN (DBP). Inicialmente este sitio se encuentra ocluido por un octamero de histonas y se vuelve
accesible mediante la reposicion del nucleosoma, o la eyeccién del nucleosoma o el desenrrollamiento de una

regién especifica de la cromatina.

(c) Alteracién de la composicién: en este caso el contenido del nucleosoma se modifica por el reemplazo del
dimero [intercambio del dimero H2A-H2B por un dimero alternativo que contiene una variante de histonas (en

azul)] o a través de la eyeccion del dimero.

Figura modificada de Clappier y Cairns 2009.

La mayoria de los remodeladores de la cromatina forman grandes complejos,

los cuales se componen de mdltiples subunidades accesorias y una subunidad
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central que contiene la actividad catalitica de ATPasa. Las subunidades accesorias
comunmente contienen dominios de interaccion que tienen la capacidad de regular
la actividad enzimatica del complejo, facilitando la unidn de factores de transcripcion
y otras enzimas modificadoras de la cromatina, y de esta manera guiar al complejo

hacia el ADN y/o histonas modificadas (Hargreaves y Crabtree, 2011).

Clasificacion de los complejos remodeladores de la cromatina.

Debido al extenso numero de interacciones geneéticas y la dificultad para
caracterizarlas bioquimicamente, el “dominio helicasa/ATPasa” de las proteinas de
la familia SNF2 se utiliza para clasificar a los complejos remodeladores de la
cromatina (Flaus et al, 2006). Estas secuencias son portadoras de una regién
conservada caracteristica de la familia Snf2 llamada regiéon ATPasa, la cual puede
ubicarse dentro de cualquier punto del polipéptido [Figura 3A] (Flaus et al 2006). Un
analisis inicial del dominio helicasa de la familia SNF2, propuso a 8 distintas
subfamilias [Figura 4A] (Eisen et al, 1995). Posteriormente se realiz6 una nueva
clasificacion utilizando a 1300 miembros de la familia, disponibles gracias al reciente
progreso en la secuenciacion de diferentes genomas (Flaus et al 2006). En este

nuevo estudio se reportaron 23 subfamilias en los grupos principales [Figura 4B].
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Figura 3. Secuencia y caracteristicas estructurales de la region ATPasa de la familia Snf2.

(A) La region ATPasa de la familia Snf2 se encuentra embebido en el polipéptido y puede encontrarse tanto en el extremo
amino o carboxilo o bien en el centro del polipéptido.

(B) Se esquematizan los motivos Helicasa conservados que componen a la region ATPasa de la familia Snf2, los cuales
fueron definidos por Flaus y cols. (2006). Los motivos se muestran en su posicion relativa con respecto a RecA. La figura no
esta en escala.

Figura modificada de Flaus y Owen-Hughes, 2011.

Recientemente, se ha adoptado una clasificacion alternativa, la cual coloca a
los complejos remodeladores en 4 familias nominales: SWJV SNF, ISWI, CHD y
INOS8O [Figura 4C] (Hargreaves y Crabtree, 2011). Esta clasificacion, se basa en la
asignacion empirica de un complejo remodelador de la cromatina a una familia en
particular, basandose en la organizacion de dominios de la subunidad catalitica del
complejo. Esta simplificacion, obscurece la diversidad que existe dentro del grupo
de las CHD y hace dificil clasificar a enzimas como Alcl, Lsh y hATRX (Flaus et al
2006). Asimismo, esta clasificacion ignora la conexién que tienen todos los
remodeladores de la cromatina con las ATPasas de la familia Snf2 (Flaus et al

2006). Actualmente, los dominios que enmarcan a la region ATPasa no se

33



encuentran bien estudiados y las herramientas bioinformaticas son incapaces de

clasificarlos (Flaus et al 2006).

Casi todos los polipéptidos de la familia SNF2 portan uno o0 mas dominios,
ademas del dominio helicasa/ATPasa. La mayoria de estos dominios estan
involucrados en el reconocimiento de la cromatina (Hargreaves y Crabtree, 2011).
Ejemplos de estos dominios son: los cromodominios, bromodominios, SANT
(nombre que toma por que este dominio se encontré por primera vez en Swi3, Ada2,
N-Cor y TFIIIB), PHD (por sus siglas en inglés “Plant Homeodomain”), entre otros.

Se ha hecho una revision extensa de estos en: De la Cruz y cols. (2005).

Las mutaciones en genes que codifican para proteinas que contienen
dominios PHD y que forman parte de complejos remodeladores de la cromatina,
ocasionan desordenes humanos que van desde sindromes originados por fallas en
el desarrollo neuronal, condiciones autoinmunes, leucemia mieloide y otros tipos de
cancer (Baker et al, 2008). Uno de estos genes es ATRX. Recientemente, ATRX ha
sido descrita como una proteina involucrada en la regulacion transcripcional, asi
como en la formacién y mantenimiento de la arquitectura nuclear. Aunque ATRX
inicialmente fue descrita como una proteina critica para la regulacién transcripcional
de la expresion del gen B-globina, estudios recientes han revelado que ATRX
ademas de esto, participa en el control de la estabilidad de los centromeros y
telomeros, la cohesion de los cromosomas y la regulacion de diversos genes

improntados en el cerebro postnatal del raton (De La Fuente et al 2011).
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Figura 4. Clasificacion de los complejos remodeladores de la cromatina.

(A) Clasificacion de los complejos remodeladores de la cromatina como pertenecientes a la familia Snf2. Se muestran las
subfamilias definidas mediante la comparacion de secuencias de la region ATPAsa y las secuencias que la enmarcan.

(B) Esquematizacion de las subfamilias definida por la expansion de la filogenia mediante la comparacion de la region ATPasa
de la familia Snf2. Las subfamilias toman el nombre y nomenclatura del primer miembro identificado bioquimicamente.

(C) Clasificacion empirica. El criterio de clasificacion se basa en la organizacion de dominios de la subunidad catalitica del
complejo.

Figura modificada de Flaus y Owen-Hughes, 2011.

ANTECEDENTES

La ATPasa ATRX

El gen ATRX se localiza en el cromosoma X de los mamiferos y es miembro de la
superfamilia SNF-2 de los remodeladores de la cromatina. Este gen se encuentra
ampliamente conservado en animales (desde invertebrados hasta vertebrados) y

plantas [Figura 5]. El gen Atrx de raton comparte un 85% de homologia con su gen
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ortélogo de humano (Picketts et al, 1998). Sin embargo, los marsupiales son los
anicos que tienen ortélogos de ATRX tanto en el cromosoma X (ATRX) como en el
cromosoma Y (ATRY). El gen ATRX de los marsupiales comparte un 72% y un 78%
de identidad con sus ortélogos de raton y humano, respectivamente (Park et al,
2004). Ortdlogos de ATRX se han identificado en C. elegans (Bender et al, 2004) y

Drosophila melanogaster (Basset et al, 2008).

Selaginella moellendorffii SELMODRAFT 443867 - - Q‘—’.‘_CJ
Crassosirea gigas ATRX ———————==o-—as _C ‘ S
Ciona intestinalis ATRX protein - --------—-- _{: O S
Clonorchis sinensis ATRX - —-=--=-=—=—=---- - E - E
Ornithorhynchus anatinus ATRX-like - - ----—-- —C: ﬂ S
Gallus gallus ATRX - - - - - -————-----————~ _c O S
Meleagris gallopavo ATRX-like — - —-------——- G O E
Mus musculus ATRX protein - - - — - — = = = = — =~ —C: - S
Macaca mulatta ATRX-2 === ========= ==~ —} == =
Homo sapiens ATRX-2 ——--——————~-—————- — <25 s
Saccoglossus kowalevskii ATRX-like - - - -—-—-- BES, O & =
Drosophila melanogaster AAG40586.1 Xnp/ATRX - Ez
Protein domains:

HTH_CENPB

ADD

Regidn ATPasa de la familia Snf2

Dominio de unién a ATP

AU

Figura 5 ATRX es una proteina evolutivamente conservada.

Se muestra la representacion esquematica de las proteinas ortélogas a hATRX de algunos organismos representativos de
plantas, parasitos, marsupiales, aves, raton, mamiferos e insectos.

En verde se representa al dominio ADD, en amarillo la regién ATPasa de la familia Snf2 y en rojo el dominio de unién a ATP..
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El sindrome de a-talasemia con retraso mental ligado al

cromosoma X (Sindrome ATR-X)

En 1992 Gibbons y colaboradores reportaron que al analizar el cromosoma X de 23
nifios (pertenecientes a 16 familias diferentes) que presentaban el sindrome ATR-X
encontraron que en todos se presentaban mutaciones dentro de la regiéon Xql3.1 a
Xg21.1. Estudios posteriores han reportado que dentro de dicha region se encuentra
el gen hATRX y que las mutaciones que generan el sindrome ATR-X caen dentro
de dicho gen (Gibbons, 2006). Hasta el dia de hoy se han identificado en todo el
mundo a 182 familias afectadas por este sindrome, y se estima que de cada
1,000,000 nacimientos entre 1 a 9 individuos son afectados por el sindrome ATR-X

(Gibbons, 2006; Gibbons et al, 2008).

El sindrome de o-talasemia con retraso mental ligado al cromosoma X
(Sindrome ATR-X) se manifiesta principalmente en varones. Las mujeres
portadoras suelen ser fisica e intelectualmente normales (Gibbons, 2006). Existe
gran variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, sin embargo, entre las
caracteristicas principales se pueden mencionar: retraso mental de moderado a
severo (96% de los casos), dimorfismo facial (94%), fallas psicomotoras (95%),
anormalidades esqueléticas (90%), anormalidades renales/urinarias (15%),
hipotonia neonatal (84%), anormalidades genitales (79%), limitaciones en el habla
(95%), microcefalia (77%), estatura corta 65%, convulsiones (30%), defectos en la
vision (23%) (Gibbons et al, 2012), a-talasemia (88%, con distinta severidad)
(Gibbons, 2006; Medina et al, 2009) y dificultad para deglutir (76%) (Bérubé et al,
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2005). La a-talasemia se refiere a una disminucién en la produccién de cadenas o
de la hemoglobina, lo que lleva a la formacion de agregados inestables de cadenas

B (conocidos como inclusiones HbH) (Gibbons, 2006).

Caracteristicas de hATRX.

La proteina hATRX se encuentra codificada por un gen ubicado en el cromosoma X
que abarca cerca de 300kb de ADN gendmico (Picketts et al, 1996). Hasta el
momento, la mayor parte de los estudios realizados sobre hATRX se han
concentrado en el analisis de principalmente 2 isoformas de hATRX: hATRXL y

hATRX:.

La proteina hATRXL de 280kDa tiene los siguientes dominios conservados

[Figura 6] (Picketts et al, 1996), que se describen a continuacion:

- Dominio ADD.

En el extremo amino terminal de hATRX se encuentra un dominio ADD (ATRX,
DNMT3a, DNMT3L). Hasta el momento, este dominio solo se ha encontrado en
hATRXy las ADN metil-transferasas: DNMT3a - DNMT3L. La estructura del dominio
ADD de hATRXL se conforma por un dedo de zinc tipo GATA, un dominio PHD y un
extremo C Terminal con una a-hélice (Argentaro et al, 2007). Estas tres estructuras
se empaquetan juntas para plegarse como un dominio Unico globular. Los dedos de

zinc PHD son una caracteristica comun de proteinas de union a cromatina y se
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piensa que estan involucradas en interacciones proteina — proteina (Argentaro et al,

2007).

Zhaoy cols. (2009) han demostrado que el dominio ADD de la proteina DNMT3a
tiene el papel de reconocer la dimetilacion de la Histona 4 en la Arginina 3
(H4R3me2). Sin embargo, no es el caso para la proteina ATRX. Mediante
microarreglos peptidicos, ensayos de “pull-down” y ensayos de unién a péptidos, se
demostré que el dominio ADD de hATRX interacciona con los extremos amino
terminal de la histona H3 trimetilada en la lisina 9 (H3K9me3). La disrupcion de esta
interaccion se realiza en presencia de H3K4me3 y H3K4me2 lo cual indica que el
dominio ADD de ATRX tiene la capacidad de reconocer estas dos marcas
importantes (ausencia de H3K4me2 y H3K4me3, y presencia de H3K9me3)

(Dhayalan et al; 2011).

Eustermann y cols. (2011) expresaron hATRX como proteina de fusion a GFP
en células L929 a fin de determinar su localizacion dentro de la cromatina. Mediante
estos ensayos determinaron que el dominio ADD es responsable de reclutar a
hATRX en la heterocromatina pericentromérica. Esto se demostré debido a que
hATRX se deslocaliza cuando es portadora de mutaciones en el dominio ADD, que
selectivamente comprometen el reconocimiento de H3K9me3 o bien de H3K4meO,

pero que no reducen la estabilidad del dominio ADD.
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- Dominio SNF2.

El extremo carboxilo de la proteina hATRX contiene 7 dominios colineales altamente
conservados, que tipicamente se encuentran en la familia de proteinas SWI2/SNF2,

que le confieren la actividad de ATPasa (Mitson et al, 2011).

Finalmente, se sabe que el extremo C-terminal de hATRX es necesario para la
localizacion de hATRXL en los cuerpos nucleares PML (Bérubé et al, 2008). Otras
partes de la proteina median interacciones proteina — proteina o dictan su

localizacion subnuclear [Figura 6].

Sitio de
Sitio de unidn a la Regidn ATPAsa  unidn alos
Heterocromatina tipo SME2 PrL
IYVEL
TR SR I T TSR || 1 e | S
ADD A A A A
HPla EZH2 Daxx MeCP2
IYVEL
LTSI I—
ADD A A
HPla EZH2

Figura 6. Representacion de la posicion relativa de los dominios dentro de la proteina ATRX.

Las isoformas proteicas ATRX, y ATRX; comparten diversos motivos proteicos, incluyendo el dominio ADD vy los sitios de
interacciéon con HP1la y EZH2. La isoforma larga contiene dominios que median su interaccién con Daxx y MeCP2, asi como
aquellos dominios que son necesarios para su interaccion con los cuerpos nucleares PML. Ademas el extremo carboxilo de
ATRX_ codifica 7 dominios altamente conservados de la familia de proteinas helicasas Snf2 (Figura tomada de Bérubé, 2011).

Isoformas de hATRX

Bérubé y cols. (2000) asi como McDowell y cols. (1999) han reportado que al realizar
Western blot utilizando anticuerpos que reconocen el extremo amino de hATRXL,

adicionalmente a la deteccion de la proteina de 280kDa (hATRXL) se identifica una
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proteina de 180kDa a la cual se le nombré: hATRX: [Figura 6] (Bérubé et al, 2000;
McDowell et al, 1999). Esta isoforma se ha detectado en células humanas tales
como Hela, células HEK293 (Bérubé et al, 2000) y linfocitos B (McDowell et al,
1999). Garrick y cols. (2004) han reportado que se encuentra altamente conservada
entre raton y humano, y surge de transcritos en los cuales falla la remocion del intrén
11 del transcrito hATRX o mATRX. Este polipéptido retiene el dominio ADD pero
carece del extremo carboxilo de la isoforma larga. ATRX: colocaliza con ATRXL en
bloques de heterocromatina pericentromeérica pero no se encuentra presente en los
cuerpos PML (Garrick et al, 2004). Andlisis inmunocitoquimicos e
inmunolocalizacion indirecta muestran que ambas isoformas son proteinas
nucleares que predominantemente se asocian con heterocromatina (en
cromosomas en interfase y metafase) (McDowell et al, 1999; Garrick et al, 2004).
Las funciones biologicas de hATRX: auin no se han definido, pero se sabe que tiene
la capacidad de interaccionar con hATRX., por lo anterior se ha sugerido que
hATRX: puede modular la actividad de hATRXL en la heterocromatina (Bérubé,

2011).

Relacion entre el sindrome ATR-X y la proteina ATRX.

Individuos con el sindrome ATR-X presentan diversas mutaciones en diferentes
regiones del gen. Estas mutaciones por lo general generan un cambio en la
funcionalidad de la proteina. Un 30% de las mutaciones hasta ahora descritas se
han ubicado en el dominio SNF2 tipo ATPasa-helicasa, mientras que un 50% se

han localizado en el dominio ADD. Ademas, se ha propuesto que las mutaciones en
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el domino ADD afectan el plegamiento de dicho dominio y como consecuencia
interfieren con el plegamiento total de la proteina y por lo tanto con su funcién

(Argentaro et al, 2007).

Se ha propuesto que algunos de los fenotipos observados en pacientes que
portan mutaciones en hATRX deben ser causados por que se altera el papel que
tiene ésta en la regulacion transcripcional (Bérubé et al, 2008; Baumann et al, 2008).
Como resultado, diferentes estudios moleculares se han enfocado en elucidar el
papel de hATRX en la transcripcion. Un andlisis reciente en el que se utilizd
inmunoprecipitacion de la cromatina y secuenciacion masiva (CHIP-sequencing)
utilizando eritroblastos de humano y células madre embrionarias de raton, demostré
que ATRX se puede unir a secuencias repetidas en tandem ricas en G con el
potencial de formar una estructura de hélice cuadruple (G4) (Law et al, 2010). Genes
asociados con estas secuencias repetidas en tandem presentan alteraciones en su
expresion cuando ATRX se encuentra mutado. El mismo estudio demuestra
mediante experimentos in vitro que ATRX puede unirse directamente a secuencias
ricas en G, las cuales forman estructuras G4 (Law et al, 2010). En este mismo
estudio se demostro que la expresion de los genes a-globina se altera cuando ATRX
presenta mutaciones, y este efecto se encuentra correlacionado directamente con
el nimero de secuencias repetidas ricas en G que se encuentran rio arriba de este
gen (Law et al, 2010). Hasta la fecha no se sabe con certeza cual de los dominios
de hATRX es el responsable del reconocimiento de las G4, sin embargo, pudiera

ser a través del dominio de helicasa.
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Mutaciones de la proteina hATRX.

Se ha observado que la mayoria de las mutaciones en el gen hATRX que no
generan una proteina truncada caen dentro de la region que codifica los 97 residuos
conservados del dominio ADD o bien los 733 residuos conservados del dominio
Snf2. Hasta el momento, en la mayoria de los individuos portadores del sindrome
ATR-X no se han caracterizado mutaciones dentro de la regidon que codifica los 1662
residuos de ATRX que se caracterizan por ser regiones pobremente conservadas y
estructuralmente desordenadas. Se cree que mutaciones en estas regiones no se
observan en individuos con el sindrome ATR-X debido a que actian como
polimorfismos neutrales (Mitson et al, 2011). Mitson y cols. (2011) realizaron un
estudio con la finalidad de distinguir cuales de las mutaciones, que hasta el
momento se han descrito en el dominio Snf2, afectan la estabilidad y la funcion de
hATRX. En este estudio se analizaron 4 tipos de mutaciones (“splicing”, delecién y
mutaciones puntuales: sin sentido y con cambio de sentido) en 27 diferentes
individuos con sindrome ATR-X. Para este estudio Mitson y cols. (2011) utilizaron
lineas celulares derivadas de estos individuos las cuales fueron transformadas con
el virus Epstein-Barr para inmortalizarlas. Posteriormente a cada linaje celular se le
midio la expresion del mMARN y niveles de proteina hATRX. Encontraron que todas
las mutaciones generadas por “splicing” introducen codones prematuros de paro.
Ademas los linajes celulares de los individuos que presentan dichas mutaciones
tienen niveles reducidos de mARN y de la proteina hATRX con respecto a los
linfoblastos de individuos que no tienen el sindrome ATR-X. Sin embargo, los datos

de Western blot indican que la proteina que se produce en estos individuos no es el
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producto truncado resultante del mARN portador de la mutacion, lo cual demuestra
que una proporcion del mARN presenta un “splicing” correcto (Mitson et al, 2011).
En contraste, los individuos portadores de la mutacion puntual sin sentido
identificada por Mitson y cols. (2011) como 6003G, presentan niveles normales de
MARN. Esta mutacién genera un sitio criptico de “splicing” que remueve los
nucleotidos 5967-6022, incluyendo a la mutacién, y por ello esta mutacion actla
como una delecion que asegura la produccion de la proteina ATRX. Los individuos
portadores de las mutaciones por delecidbn y muchas mutaciones puntuales con
cambio de sentido presentan niveles normales de mARN pero niveles reducidos de
la proteina (7-27% de los niveles normales); se cree que probablemente estas
mutaciones desestabilizan a la proteina (Mitson et al, 2011). Por otro lado, los
individuos portadores de las mutaciones puntuales con cambio de sentido: V1552F,
K1650N y L1746S acumulan mayores cantidades de la proteina ATRX (39-51% de
los niveles normales) se cree que estas mutaciones interfieren con la funcion de

hATRX (Mitson et al, 2011).

Relacion de las mutaciones de ATRX con la penetrancia del

Fenotipo de ATR-X

Gibbons y cols. (2008) al analizar el patrén de distribucion, a lo largo de la proteina
hATRX, de 113 mutaciones diferentes, en 200 individuos que presentan el sindrome
ATR-X (individuos pertenecientes a 182 familias) encontraron que el grado de
penetrancia de ciertos fenotipos del sindrome ATR-X se correlaciona con la regién

en donde se presenta la mutacién [Figura 7]. En este reporte concluyeron que

44



mutaciones en el dominio ADD se correlacionan con dafio psicomotor severo y
mutaciones que afectan el extremo carboxilo de la proteina se asocian con
anormalidades genitales severas. Sin embargo, hay que tomar estos datos con
reserva ya que individuos que tienen mutaciones en el dominio ADD también tienen
anormalidades urogenitales, y pacientes con mutaciones en el dominio
helicasa/ATPasa también tienen fallas psicomotoras. Entre los resultados
reportados en este estudio se destaca lo siguiente:

-10 de 15 individuos con retraso mental de moderado a severo presentaron
mutaciones en el dominio helicasa/ATPasa.

-25 de 29 individuos con mutaciones en el dominio ADD no pueden caminar al llegar
a la edad de 10 afios. Mientras que solo 8 de 27 individuos con mutaciones en el
dominio helicasa/ATPasa presentan esta discapacidad.

-7 de cada 99 individuos con mutaciones en el dominio ADD presentan
anormalidades urogenitales, y 4 de cada 56 individuos con mutaciones en el
dominio helicasa presentan estas anormalidades. En ambos casos es cerca del 7%
de los individuos afectados.

- 12 de 18 individuos con mutaciones en el extremo carboxilo tienen micropenes o
genitales ambiguos.

- Un 15% de los casos no presentan inclusiones de HbH. Estos casos parecen
asociarse con mutaciones en el extremo amino y carboxilo (72% y 32%
respectivamente).

Como ya se mencioné estos datos deben tomarse con reserva ya que muchas de
las mutaciones disminuyen los niveles normales de la proteina y no se llegan a

detectar proteinas truncas. Esto es importante ya que para muchas proteinas que
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actian como supresores tumorales la sola disminucion de los niveles proteicos
podria ser determinante para su funcidbn y como veremos mas adelante hATRX
podria también estar involucrada en modular procesos de supresion tumoral
(Gibbons et al, 2003; Haas et al, 2009; Steensma et al, 2009; Elsasser et al, 2011;

Jiao et al, 2011).

Individuos que presentan retraso mental de severo a moderaco
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Figura 7. Las mutaciones en ATRX y su relacion con la penetrancia del sindrome ATR-X.

Con circulos se muestra la posicién de las mutaciones en individuos con un fenotipo particular, el cual se cita debajo o
arriba de la figura (Figura modificada de Gibbons et al 2008).

Proteinas que interaccionan con ATRX identificadas en

humano y raton.

En la siguiente tabla se enlistan las diferentes proteinas con las que hasta el

momento se ha determinado que ATRXL y ATRX: interaccionan fisicamente.
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Tabla 1 Proteinas con las que interacciona hATRX

Proteinas con las que Interacciona hATRX.

Método a través del
. Isoforma de ATRX . e . :
Proteina ) ) cual se identifico la Funcién propuesta Referencia
que interacciona ) L.
interaccién.
Bérubé et al, 2000;
Ensayos de doble ’ ’
HPla ATRX, ATRX )r/n'bri do Reclutar a hATRX a Eustermann et al, 2011,
L t COINMUNG reci' itacion heterocromatina. Le Douarin et al, 1996;
precip Lechner et al, 2005.
Ensayos de doble ATRX participa en regular
EZH2 . Cardoso et al, 1998
ATRX, ATRX hibrido genes blanco de EZH2
Ensayos doble hibrido, "
ATRX participa en regular
MeCP2 ATRX, ensayos GST—pLJ_IIdoyyn, genes blanco de MeCP2 Nan et al, 2007
coinmunoprecipitacion
. L Cohesién de crométidas Kernohan et al, 2010;
Coinmunoprecipitacion Lo ’ ’
SMC1ySMC3 ATRX, precip hermanas Ritchie et al, 2008
Deposicion de H3.3 de
. forma |r.1dep‘<?nd|ente ala Drane et al, 2010:
Inmunofluorescencia, replicacion en los Elsasser et al. 2012 Liu
DAXX i ipitacié telé het ti ' '
ATR)(L commu.nopreupllacmn, e omergs, e erc’)c_roma ina et al, 2012; Wong et al,
cristalografia pericentromérica y
. - 2010
secuencias satélite de
ADN altamente repetidas.
Receptor de . L Activan al promotor de .
Andrégenos ATRX,, ATRX Coinmunoprecipitacion Rhox5 Bagheri-Fam et al, 2011

- hATRXL puede asociarse con HPla (Heterochromatin protein 1 a) a través del
motivo PxVxL (LYVKL) (Bérubé et al; 2000; Le Douarin et al, 1996; Lechner et al,
2005). Las proteinas HP1 son unidades fundamentales de la heterocromatina, se
encuentran ademas en heterocromatina centromérica y telomérica de casi todos los

cromosomas eucariontes (Eustermann et al, 2011).

- Mediante ensayos de doble hibrido se determiné que hATRX interacciona con la
proteina del grupo polycomb EZH2 (Cardoso et al, 1998) [Figura 6]. La proteina
EZH2 pertenece a la familia del grupo Polycomb (PcG). Los miembros de la familia
PcG forman complejos proteicos multiméricos que estan implicados en el
mantenimiento de la represion transcripcional de determinados genes a lo largo de
generaciones sucesivas de division celular. La proteina EZH2 actia como un

silenciador de genes, afiadiendo grupos metilo al residuo 27 de lisina de la histona
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3, una modificacién que conduce a la condensacion de la cromatina (Fiskus et al,

2006).

- Nan y cols. (2007) han reportado que secuencias adyacentes al dominio ATPasa
permiten la interaccion de hATRXL con la proteina tipo 2 de union a CpG metilado
(MeCP2 por sus siglas en inglés methyl-CpG-binding protein 2). En este mismo
estudio se demostr6 que ATRX y MeCP2 interacciona in vitro. Ademas, se
determind mediante inmunofluorescencia que ATRX se localiza en la
heterocromatina pericentromérica en neuronas maduras de cerebro de raton. La
proteina MeCP2 es capaz de unirse a ADN metilado, se ha relacionado con la
inactivacion del cromosoma X. Mutaciones en el gen que codifica a MeCP2 en
humanos causan el sindrome de Rett, un desorden neurolédgico progresivo (Amir et

al, 1999).

- Se ha demostrado que la deplecion de ATRX ocasiona la reduccién de la cohesion
de cromatidas hermanas (Ritchie et al, 2008) y la expresion aberrante de genes
especificos en el cerebro de ratdén (Levy et al, 2008), lo cual sugiere que ATRX y las
subunidades de las cohesinas tienen modos similares de accion. Por esta razon,
Kernohan et al (2010) se propusieron determinar si existia una interaccion entre
ATRX y las cohesinas. Esta interaccion fue determinada, en primera instancia,
utilizando extractos proteicos de células SH-SY5Y derivadas de un neuroblastoma.
En este estudio, dichos extractos se utilizaron para realizar experimentos de
coinmunoprecipitacidon mediante los cuales se demostrdé que una proporcién de la

subunidad SMC1 de la cohesinas presente en el nicleo interacciona con ATRX.
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Para determinar si esta interaccion también ocurre in vivo, se realizaron
experimentos de inmunoprecipitacion en extractos proteicos de cerebro de raton de
17 dias postnatal. En dichos experimentos se determind que ATRX interacciona con
las subunidades SMC1 y SMC3 de las cohesinas. Se verifico la especificidad de la
interaccion mediante experimentos de inmunoprecipitacion utilizando extractos
proteicos de la corteza cerebral de ratones que llevan una delecion condicional de
la isoforma larga de ATRX (pero no de la corta), la delecién condicional se realizo
mediante el sistema de CreLoxP (Bérubé et al., 2005). De esta manera, Kernohan
y cols. (2010) demostraron que SMC1 y SMC3 interaccionan con ATRXL pero no

con ATRXs.

El Papel de la proteina ATRX en vertebrados

- ATRXy su papel en el desarrollo embrionario de vertebrados

Actualmente se sabe muy poco sobre el papel preciso de la proteina durante el
desarrollo de los vertebrados. El primer enfoque para dilucidar su funcién fue la
sobreexpresion de la proteina en ratones mediante un transgen. Las lineas de
ratones que expresaban ATRX en la mayor parte de los tejidos examinados también
eran aguellas que producian camadas mucho mas pequefias, que tenian un alto
porcentaje de muerte perinatal, y cuyos embriones presentaban, en distintos
estadios del desarrollo, retrasos o anormalidades que incluian reabsorcion,
morfologia anormal de la cabeza y defectos en el tubo neural. Los animales que

sobreviven hasta adultos tienen un desorden craneofacial leve que es notorio como
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un hocico corto y ancho, ademas, algunos presentan convulsiones epilépticas y
conductas compulsivas como rascarse obsesivamente, a veces hasta el punto en

gue tienen gue ser sacrificados (Bérubé et al, 2002).

Por otra parte, en el trabajo de Garrick y cols. (2006) se buscé hacer células
embrionarias troncales nulas para Atrx a través de recombinacion homoéloga para
después conseguir ratones mutantes; sin embargo, no se logré obtener ninguna
clona. Es por esto que siguieron una estrategia de eliminacion condicional utilizando
el sistema de CreLoxP. Las células embrionarias troncales nulas para Atrx (Atrx)
pueden ser mantenidas en cultivo pero su crecimiento es mucho mas lento que las
células Atrx*. Comprobaron que esto no se debe a que la célula sufra algun tipo de
bloqueo durante alguna etapa del ciclo celular, ni a que hubiese menor proliferacion
0 mayor apoptosis. Aunque no pueden encontrar la causa exacta, subrayan el hecho
de que aparentemente las células Atrx: tienen un ciclo celular mas lento que las
células Atrx* por lo cual concluyen que Atrx es importante para el crecimiento normal

de este tipo de células y/o su expansion.

Para investigar el papel de Atrx durante el desarrollo de ratén también
siguieron la misma estrategia de eliminacion condicional, donde la recombinasa Cre
ya esta activa en la etapa de 16 células (moérula). Sin embargo, la abolicion de Atrx
en el desarrollo embrionario de ratdén resulta letal, pues no es posible recuperar
ratones con este genotipo en el nacimiento. Los embriones mueren entre los 7.5y
9.5 dpc (dias post-coito) debido a un defecto en la formacion del trofoblasto que es

aparente desde los 7.5 dpc (Garrick et al, 2006).
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Hasta el momento no se conocen mutaciones en el sindrome que sean
completamente nulas para Atrx. Algunas mutaciones producen codones de paro
prematuros que se pensaba que eran nulas; sin embargo, ahora se conoce que si
producen proteina completa (aunque en menor cantidad) (Garrick et al, 2006;

Gibbons et al, 2008; Bérubé et al, 2005).

Ademaés del conocimiento de que las mutaciones de Atrx son hipomorfos
funcionales, se sabe muy poco acerca de como estas mutaciones causan los
sintomas asociados a la enfermedad. La expresion de Atrx durante el desarrollo
embrionario es muy extendida. Intentos por entender su funcion en el desarrollo del
embrion o solamente del cerebro sugieren un papel importante para Atrx en la
supervivencia de células troncales y también de células diferenciadas; sin embargo,
los estudios funcionales se han dificultado debido a la letalidad asociada con la

ablacion ubicua o restringida de este gen (Medina et al, 2009).

- Papel de ATRX en el desarrollo del cerebro.

Se sabe que el 95% de los pacientes con el sindrome ATR-X tienen retraso mental.
Al observar el patron de expresion normal de Atrx en el cerebro posterior de raton
es notable que ésta es mucho mayor en las neuronas completamente diferenciadas
que en los progenitores. Tratando de esquivar el problema de letalidad debido a
defectos en tejidos extraembrionarios, se elimind la expresion de Atrx en ratones

Ganicamente en el cerebro posterior. Los ratones machos mutantes son mas
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pequefios y no succionan bien, muriendo entre las primeras 24 a 48 horas después
de nacer. La pérdida de Atrx ocasiona que el el cerebro posterior tenga un tamafio
mas pequefio, ademas de que se observa hipocelularidad en el neo cortex y el
hipocampo. La hipocelularidad, en esta region del cerebro, se debe a que durante
la corticogénesis se incrementa la apoptosis lo que ocasiona un incremento en la
tasa de muerte neuronal. En conclusion, Atrx es importante para la sobrevivencia

durante la diferenciacion neuronal (Bérubé et al, 2005).

- Papel de ATRX en el desarrollo del ojo

Otra caracteristica del sindrome de ATR-X es que algunos pacientes presentan
anormalidades en la vision. Los problemas mas comunes son estrabismo, miopia y
atrofia del nervio Optico, ésta ultima implica a los componentes neuronales del ojo
(Medina et al, 2009; Gibbons, 2006). Durante el desarrollo embrionario de ratén Atrx
se expresa en todos los tipos celulares de la retina periférica, exceptuando los
conos. La inactivacion de Atrx en esta region conlleva a la pérdida de dos tipos de
neuronas: las células amacrinas y las células horizontales. Esta pérdida no se debe
a un desorden en la especificacion de los subtipos de neuronas, sino a un defecto
en la supervivencia de estas interneuronas durante el periodo posnatal una vez que
estan diferenciadas. Estos ratones también presentan defectos en la funcion de la

retina, lo que fue probado a través de electroretinografias (Medina et al, 2009).
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- Papel de ATRX en el desarrollo del testiculo

Bagheri-Fam y cols. (2011) investigaron el papel de ATRX en el desarrollo y funcién
del testiculo. En este estudio mediante inmunohistoquimica se determind que la
proteina ATRX se expresa en todos los tipos de células del testiculo de ratén hasta
la etapa 14.5 (E14.5), sin embargo se destaca que su expresion es mas prominente
en las células de Sertoli. Para la E17.5, la proteina ATRX disminuye su expresion
en las células germinales, pero aun se expresa en el linaje de las células de Sertoli
del testiculo de ratdn. Ademas se determind que las células de Sertoli de animales
jovenes y adultos expresan Atrx. Las células de Sertoli tienen importantes funciones
en la gonada fetal para la formacion del testiculo y la elongacion de los conductos
testiculares y en el testiculo adulto proveen soporte estructural y nutricional para las
células germinales durante la espermatogénesis (Griswold, 1998; Sharpe et al,
2003; Wilhelm et al, 2007). Mediante inactivacion condicional de Atrx
especificamente en las células de Sertoli en ratones de E13.5 utilizando el sistema
de CreLoxP, se demostrd que Atrx juega un papel importante en la proliferacién fetal
de las células de Sertoli y como consecuencia también en la elongacion de los
conductos testiculares y la espermatogénesis. Ademas, Bagheri-Fam y cols. (2011)
mediante ensayos de coinmunoprecipitacion determinaron que ATRX y el receptor
de andrdégenos interaccionan fisicamente en el testiculo y en el linaje celular TM4.
ATRXy el receptor andrégenos activan al promotor de Rhox5, este gen es un blanco
importante del receptor de andrégenos (AR) (Bagheri-Fam et al, 2011). Rhox5 es el
anico blanco directo de AR, hasta ahora caracterizado, en las células de Sertoli y

juega un papel importante durante la espermatogénesis (Maclean et al, 2005).
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RHOX5 es un factor de transcripcion que se expresa exclusivamente en las células
de Sertoli donde regula la expresion de genes que codifican a proteinas que regulan
el ciclo celular, apoptosis, metabolismo e interacciones celulares (Hu et al, 2010).
La delecién de Rhox5 en el ratén causa apoptosis de células germinales y reduce
la produccion espermatica, asi como la movilidad espermatica y la fertilidad

(Maclean et al, 2005).

- Las funciones moleculares propuestas para ATRX en el

mantenimiento de la estructura de la cromatina.

La presencia del dominio ADD y SNF2 en la proteina ATRX sugiere que ATRX
puede participar en la remodelacién de la cromatina, sin embargo hasta el momento

se desconoce su papel en la regulaciéon de la expresiéon génica.

Evidencia experimental muestra que ATRX actia como ATPAsa dependiente
de ADN y como ADN translocasa, lo cual le confiere una modesta actividad de

remodelador de la cromatina in vitro (Xue et al, 2003).

Se ha propuesto que hATRX participa en la formacién de la heterocromatina
debido a que mediante ensayos de inmunolocalizacion, la forma larga de la proteina
interacciona fisicamente y colocaliza con la proteina “HP1la la cual se asocia a

regiones heterocromaticas y es una proteina represora de la transcripcion
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(McDowell et al, 1999). hATRX también interacciona con MeCP2 y el miembro de la

familia Polycomb EZH2 (Cardoso et al, 1998).

- ATRX Yy la deposicion de variantes de histonas.

El reemplazo de las histonas candnicas con sus variantes contribuye a la naturaleza
dinamica de la cromatina. Debido a sus diferencias entre aminoacidos y debido a
sus modificaciones postraduccionales, las variantes de histonas pueden alterar la
estructura de los nucleosomas, su estabilidad y su union a proteinas efectoras. Las
variantes de histonas tienen patrones unicos de localizacion gendémica, y papeles
especializados en la regulacion de la expresion genética o en la segregacion de los
cromosomas durante la divisién celular (Banaszynski et al, 2010). Por tales razones,
ha crecido el interés en la determinacion de los factores que regulan su
incorporacion en la cromatina. Diversas evidencias sefialan que ATRX juega un
papel importante en la incorporacion de la H3.3 y a su vez regula negativamente la
asociacion de la macroH2A en sitios especificos de la cromatina como se vera mas

adelante (Golberg et al, 2010; Ratnakumar et al, 2012).

- ATRXy su interaccion con la histona H3.3

Las células de mamiferos expresan tres tipos principales de variantes (no
centroméricas) de la histona H3: H3.1, H3.2 y H3.3 (Hake y Allis, 2006; Hake et al,
2006). Aungque la histona H3.3 difiere de la H3.2 y H3.1 en solamente 4 0 5

aminoacidos, H3.3 se enriquece especificamente en genes activos
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transcripcionalmente y en elementos reguladores de las células no pluripotenciales

(Ahmad y Henikoff, 2002; Jin et al, 2009; Mito et al, 2005).

La histona H3.3 se incorpora en la cromatina de manera independiente a la
replicacion. (Ahmad y Henikoff, 2002). Hira es una chaperona de histonas que se
ha encontrado formando complejos con H3.3 y se ha visto que media su
incorporacion de manera independiente a la replicacion (Ray-Gallet et al, 2002;

Tagami et al, 2004).

Golberg y cols. (2010) han reportado los patrones de localizacion de las
variantes de H3 en el genoma de células ES de mamifero y de células precursoras
neuronales (NPC), y han establecido la dependencia e independencia de estos
patrones con Hira. En dicho estudio se reporté que Hira se requiere para el
enriguecimiento de H3.3 en genes activos y reprimidos en las células ES.
Sorprendentemente, el enriquecimiento de H3.3 en muchos sitios de unién a
factores de transcripcion (TFBS) y telomeros es independiente de Hira. Para
identificar los factores que median la localizacién de H3.3 independiente a Hira, se
utilizé inmunoprecipitacion y espectrometria de masas. Mediante dichos analisis se
identifico a ATRX y DAXX como proteinas que especificamente se asocian con H3.3
tanto en células pluripotentes como no pluripotentes, ambas en presencia y en
ausencia de Hira. En este estudio se demostré que ATRX no se requiere para la
localizacion de H3.3 en los genes o en TFBS. Sin embargo, ATRX se requiere
especificamente para el enriquecimiento de H3.3 en los telomeros de las células

ES, y para la represion de la transcripcion de ADN telomérico. Aqui cabe aclarar
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que los repetidos telomeéricos se transcriben a pesar de formar heterocromatina

constitutiva (Schoeftner y Blasco, 2008).

En un estudio realizado por Wong y cols. (2010) se describio la colocalizacion
de ATRX y H3.3 en los telomeros de células madre embrionarias (ES por sus siglas
en inglés embryonic stem cells) de ratdbn. Ademas en este estudio sefialan que la
presencia de ATRX en los teldmeros después de 12 dias de inducir la diferenciacion
de estas células indica que ATRX no se disocia de los telomeros inmediatamente
después de la pérdida de la pluripotencia celular, lo cual sugiere que esta proteina
juega un papel importante en las etapas tempranas de la diferenciacion celular. En
este mismo estudio se demostré que la unién de ATRX en los telémeros de las ES
ocurre durante la fase S/G2 del ciclo celular, esta acoplada con la incorporaciéon de
H3.3 y la replicacion del telomero durante la fase S del ciclo celular. Mediante
ensayos de inmunoflorescencia e inmunoprecipitacion en células ES, Wong y cols.
(2010) han demostrado que ATRX y H3.3 interaccionan fisicamente. Ademas, en
este estudio se demostro que se reduce la colocalizacion de estas dos proteinas
después de la mutacién de la K4 de H3.3, lo cual indica que en estos sitios la
deposicion de H3.3 es dependiente de ATRX y DAXX (Drané et al, 2010; Lewis et

al, 2010).

Como ya se ha mencionado, existen diversos reportes de que ATRX y DAXX
forman un complejo (Goldberg et al, 2010; Xue et al, 2003; Tang et al; 2004). Drané
y cols. (2010) reportan la deposicion de H3.3 dependiente de ATRX y DAXX en

heterocromatina pericentromérica. Se ha descrito tanto a ATRX como DAXX
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enriquecidos en secuencias satélite de ADN altamente repetidas y se ha sugerido
que la deposicion de H3.3 en estas regiones probablemente no tiene el papel de
facilitar la formacion de la heterocromatina, sino que dirige la transcripcion de las
secuencias repetidas pericentroméricas (Drané et al, 2010). Evidencia reciente
sefiala a DAXX como una chaperona directa de H3.3 (Drané et al, 2010; Lewis et
al, 2010). De hecho, estudios estructurales han reportado que la glicina 90 de la

H3.3 es esencial para la union de DAXX (Elsasser et al, 2012; Liu et al, 2012).

En el caso de los telomeros, ATRX asiste a DAXX en la deposicion de H3.3
potencialmente facilitando el acceso a la cromatina (Drané et al, 2010; Lewis et al,
2010). Conforme las células se diferencian, ATRX deja de localizarse en los
telomeros permitiendo la formacién de heterocromatina (Wong et al, 2009; Wong et
al, 2010). En consonancia con estos hechos, la deposicién de H3.3 dependiente de
ATRX/DAXX en las regiones pericentroméricas, aparentmente favorece un
ambiente dentro de la cromatina que facilita la transcripcion de secuencias repetidas
pericentroméricas (Drané et al, 2010). Sin embargo, Golberg y cols. (2010) han
reportado que en ausencia de ATRX se incrementa la transcripcion del ARN de
secuencia repetidas de los telomeros (TERRA). Lo cual sugiere que ATRX también

esta involucrado en la represion transcripcional en los telomeros.

- ATRX y su asociacion con la macroH2A

MacroH2A1 es una variante de la histona H2A llamada asi por su largo dominio

(30kDa) “macro” del extremo carboxilo terminal (Pehrson y Fried 1992). La Macro
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H2A1 se encuentra enriquecida en el cromosoma X inactivo (Xi) de los mamiferos,
y se ha postulado que juega un papel importante, pero aun desconocido, en la
represion de genes en asociacion con la inactivacion del cromosoma X (Ladurner,
2003). Sin embargo, estudios recientes han sugerido que la macroH2A1 tiene un

papel importante en la regulacion de genes autosomales (Zhang et al, 2005).

Ratnakumar y cols. (2012) realizaron un estudio en el que buscaron factores
gue se encuentran involucrados en la regulacién de la asociacion de la macroH2A
a la cromatina. En este estudio aislaron la fraccién citoplasmica de extractos
celulares (extractos libres de cromatina), mediante inmunoblot se comprobé la
presencia de macroH2A en dichos extractos, posteriormente se inmunoprecipito a
macroH2A y se identificaron mediante espectroscopia de masas las proteinas
asociadas a macroH2A. De este modo determinaron que ATRX interacciona con
macroH2A. Sin embargo, no se detectd inmunoprecipitacion de H3 lo cual sugiere
que la interaccion macroH2A-ATRX es independiente a la unién de H3. Asi mismo,
en este estudio se determind que la uniébn con macroH2A se realiza a traves de los

aminoacidos 1-841 de ATRX.

Dado que previamente se ha reportado que ATRX deposita a H3.3 en los
telomeros a través de su interaccion con DAXX (Drane et al, 2010; Goldberg et al,
2010; Lewis et al, 2010). Ratnakumar y cols. (2012) mediante inmunoblot
determinaron que no existe interaccion entre macroH2A y DAXX, asi mismo los
péptidos de DAXX no fueron detectados en el analisis de espectroscopia de masas.

Sin embargo, se confirmé que H3.3 interacciona con DAXX en los extractos libres
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de cromatina (citoplasmicos). Por lo tanto, dichos resultados sugieren que H3.3 y
macroH2A se encuentran en distintos complejos interaccionando con ATRX. Asi
mismo, se propone la hipotesis de que mientras que DAXX-ATRX deposita a H3.3

en la cromatina, ATRX inhibe la incorporacion de la macroH2A.

Ratnakumar y cols. (2012) determinaron que la asociacion de la macroH2A1
en la cromatina aumenta en células que no expresan ATRX, ademas mediante
ensayos de ChIP (por sus siglas en inglés Chromatin immunoprecipitation) seguido
de Southern blot demostraron que se incrementa la asociacion de macroH2A en los
telomeros de lineas celulares HEK293 vy la linea de eritroleucemia K562, ambas
lineas presentan niveles bajos de ATRX. Ademas, se determinod que la linea K562
aumenta la asociacion de macroH2A en el cluster de a-globina y esto se
correlaciona con la baja expresion a-globina. Estos estudios sugieren que ATRX
regula negativamente la asociacion de la macroH2A, y apoyan la idea de que ATRX

actua como un coactivador transcripcional de ciertos genes.

Caracteristicas y funcion de XNP/dAtrx en Drosophila sp.

- Isoformas de XNP/dAtrx.

En Drosophila el gen xnp/datrx, se identific6 como posible homodlogo al gen hATRX.
xnp/datrx codifica para 2 isoformas proteicas de distinto peso molecular. Una
isoforma larga XNPL/dAtrx. de 148 kDa y una corta XNPs/dAtrxs de 110 kDa

(Basset et al, 2008). La secuencia del extremo carboxilo de ambas isoformas es

60



homologo (36% de identidad) a los dominios que clasifican a hATRX como parte de
la superfamilia SWI/SNF. XNP/dAtrx carece de las secuencias que corresponden al
extremo amino de hATRX las cuales incluyen el dominio ADD. Por otra parte,
Bassett et al (2008) reportaron que la isoforma XNPs/dAtrxs comienza a traducirse
a partir de un segundo codon que corresponde a la metionina ubicada en el amino

acido 266 de la proteina larga.

Emelyanov y cols. (2010) aislaron la forma nativa XNPL/dAtrxL y XNPs/dAtrxs de
Drosophila melanogaster a partir de extractos nucleares de embriones de 0-12hrs.
En este estudio determinaron que XNPL/dAtrx. copurifica con un complejo de
500kDa, mientras que XNPs/dAtrxs copurifica con un complejo de

aproximadamente 200kDa.

- Proteinas con las que interacciona XNP/dAtrx.

En la siguiente tablas se enlistan las proteinas con las que hasta el momento se ha

reportado que interacciona XNP/dAtrx fisicamente.
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Tabla 2 Proteinas con las que interacciona dAtrx.

Proteinas con las que Interacciona dAtrx.
. Isoforma de ATRX Metodo_a tra\fesldel .. .
Proteina . . cual se identifico la Funcion propuesta Referencia
que interacciona . ..
interaccion.
GST-pulldown, Reclutar a dATRX, a
HPla dAtr, Coinmunoprecipitacin heterocromating. Bassett ef al, 2008
Ensayos de doble Esta int .. »
hibrido, GST-pulldown, |, o MWETACCION BSIA )y o 4e7 Graham et al,
DREF dAtrx, . ... |involucrada en la expresidn
Coinmunoprecipitacidn, del i 2012
Ensayos genéticos el gen pannier (o)
RNA Poli | dAtrx  dAfrX, | Inmunof i Regulacicn de |a Nan ef al, 2007
olimerasa Ly s nmunofluorescencia. transcripcion genética. an et al,

Bassett y cols. (2008) a través de pull-down y co-inmunoprecipitacién reportan
que la isoforma larga de XNP/dAtrx (dAtrxL) interacciona con HPla, a través del
motivo CxVxL. Adicionalmente reportan que XNPL/dAtrxL colocaliza con HP1la en
regiones de heterocromatina, incluyendo el cromocentro de cromosomas
politénicos. Por otro lado, se ha reportado que la isoforma XNPs/dAtrxs se distribuye
en diferentes regiones de los brazos de los cromosomas politénicos, pero
principalmente en interbandas las cuales son regiones donde hay cromatina menos

densa (Bassett et al 2008).

Por otra parte Schneiderman y cols. (2009) mediante inmunotinciones,
observaron colocalizacion entre XNP/dAtrx y la ARN Polimerasa Il o que implica
que la proteina también esta presente en zonas de eucromatina. Ademas, existen
reportes que indican que en Drosophila XNP/dAtrx también colocaliza con H3.3 en
sitios de intercambio de nucleosomas y en cromosomas politénicos en regiones

teloméricas (Schneiderman et al, 2009). Si bien se observa su presencia en ambos
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procesos, tanto transcripcion como represion, se sugiere que esta mas involucrado
en el silenciamiento de genes que en su activacion. A pesar de todos estos avances
en el conocimiento de XNP/dAtrx, se desconoce el papel exacto que juega en la
regulacion de la transcripcién génica. Asi mismo, en Drosophila, se conoce muy
poco sobre los genes que son regulados por XNP/dAtrx y cOmo esta proteina es

reclutada a sus sitios blancos.

Valadez-Graham y cols. (2012) han reportado que XNPL/Atrx. también
interacciona tanto fisica como genéticamente con DREF, un activador
transcripcional que reconoce la secuencia consenso 5 -TATCGATA-3" y esta
implicado en diversos procesos, ente ellos proliferacion celular. Esta interaccion
esta involucrada en la expresion del gen pannier (pnr), el cual codifica para un factor
transcripcional del tipo GATA. Esto establece una conexidn entre un factor
remodelador de la cromatina y un activador transcripcional en la regulacion de la

expresion de un gen (Valadez-Graham et al, 2012).

- Actividad ATPasa de XNP/dAtrx.

Emelyanov y cols. (2010) analizaron la actividad ATPasa de XNPL/dAtrx.. Se
determind que XNP/dAtrx tiene una actividad ATPasa basal sumamente fuerte. En
ausencia de ADN o nucleosomas, la tasa de hidrolisis de ATRX es de 10 6rdenes
de magnitud mayor a la de la ATPasa ISWI. Esta tasa es fuertemente estimulada
por la adicion de HP1a. Es importante sefalar que mientras que la actividad ATPasa

de ISWI es altamente estimulada por la adicion tanto de ADN como de
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nucleosomas, la actividad ATPasa de ATRX es estimulada por ADN pero no por la
adicion de nucleosomas. De hecho, en ausencia de HP1a, la actividad de XNP/dAtrx
es ligeramente inhibida en presencia de nucleosomas. Lo que es mas, cuando se
realizé el ensayo REA para determinar si XNP/dAtrx tiene la capacidad de remodelar
nucleosomas in vitro. Se encontré que en ausencia de HP1a, XNP/dAtrx no tiene la

capacidad de remodelar eficientemente templados de nucleosomas.

- Papel molecular de XNP/dAtrx en la variegacion.

Una de las ventajas de utilizar a Drosophila melanogaster como modelo de estudio
es la gran variedad de herramientas genéticas con las que se cuenta, una de éstas
es el PEV (PEV por sus siglas en inglés Position-Effect Variegation). A continuacién
se relata como utilizando el PEV se ha demostrado que sobre-expresando y
deletando la expresion de XNP/dAtrx se suprime el efecto PEV en el ojo de la
mosca, lo cual demuestra que XNP/dAtrx es un factor esencial para el
silenciamiento de genes mediante la formacion de la heterocromatina

(Schneiderman et al, 2009; Emelyanov et al, 2010).

La variegacion por efecto de la posicion (PEV) fue descubierta en 1930 en un
estudio donde se indujo rearreglos cromosomales por rayos X. Los rearreglos que
ocurren en genes originalmente localizados en la eucromatina y adyacentes a
regiones de heterocromatina centromeérica dan como resultado una gran variedad
de fenotipos ocasionados por la propagacion de la heterocromatina sobre dichos

genes (Girton y Johansen, 2008). El PEV también se ocasiona por inserciones del
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elemento P, en este caso se inserta a los genes eucromaticos dentro de regiones
de heterocromatina. Otra forma de generar PEV es mediante propiciar rearreglos
que posicionan a regiones cromosomales eucromaticas en compartimentos de
heterocromatina nuclear. Mas de 75 afos de estudios utilizando el PEV han
revelado que el PEV es un fendmeno que es consecuencia de diferencias
fundamentales en la estructura y funcion de la heterocromatina y la eucromatina con
respecto a la expresion genética (Girton y Johansen, 2008). El analisis molecular
del PEV comienza con el descubrimiento de que los fenotipos de PEV son alterados
por mutaciones que suprimen o0 aumentan la expresion de genes cuyos productos
son: componentes estructurales de la heterocromatina, enzimas que modifican
proteinas de la heterocromatina o bien son componentes estructurales del nucleo

(Girton y Johansen, 2008).

Schneiderman y cols. (2009) para determinar in vivo la relacién entre el
remodelaje de la cromatina y el silenciamiento de genes, probaron si la
sobreexpresion en el ojo de ciertos remodeladores puede alterar el silenciamiento
causado por la insercidén en la heterocromatina de brownDominant (bwD) (Henikoff
S y Dreesen, 1989). Esta pieza de heterocromatina silencia al alelo bw+ en el
cromosoma homologo y es sensible a la dosis de proteinas de heterocromatina
(Sass y Henikoff, 1998). Schneiderman et al (2009) utilizaron el reportero bwD
porque silencia a bw+ en un 95% de las células de pigmento en todo el organismo
y no es afectado por el marcador mini-white del transgen. En este estudio se dirigio
la sobreexpresion de 11 remodeladores de la cromatina tipo SNF2 utilizando el

sistema GAL4. De esta manera se determin6é que la sobreexpresion de Ino80 y
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Chdl aumenta el silenciamiento genético, mientras que kismet, Etl1l y xnp/datrx

eliminan la represion al alelo bwD.

Ademas, Schneiderman y cols. (2009) generaron alelos portadores de
deleciones para el gen xnp/datrx y encontraron que 4 de las mutantes nulas para
xnp/datrx son viables y feértiles. En este estudio solo utilizaron los alelos xnp403 y
xnp406, estos alelos son des-represores del silenciamiento mediado por bwD, los
organismos son completamente deficientes de XNP/dAtrx. Ademas, parece ser que
XNP/dAtrx son modificadores generales del silenciamiento de la heterocromatina,
porque los alelos xnp403 y xnp406 también suprimen el silenciamiento del rearreglo
In(1)wm4 (Bassett et al, 2008). Estos experimentos demuestran que XNP/dAtrx es

requerido para el eficiente silenciamiento de la heterocromatina.

Emelyanov y cols. (2010) generaron alelos de xnp/datrx mediante la escision
imprecisa de un elemento P insertado en el extremo 5  de xnp/datrx. Todos los
organismos que expresan estos alelos de forma homdciga son viables, fértiles y
expresan versiones truncas de XNP/dAtrx. El alelo xnp5 expresa la proteina con el
dominio ATPasa no funcional. El alelo xnp6 solo expresa la isoforma XNPs/dAtrxs

con el dominio ATPasa no funcional.

Emelyanov y cols. (2010) cruzaron organismos portadores del alelo wim4h], el
cual se caracteriza por que el gen white se localiza cerca de la heterocromatina
pericentromérica debido a rearreglos del cromosoma X, con organismos portadores

de los alelos de xnp/datrx generados por Emelyanov y cols. (2010). En este estudio
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se reporta que todos los alelos son supresores de la variegacion de white. En este
estudio se propone que XNP/dAtrx debe tener in papel general en la represion
transcripcional mediante la formacion de la heterocromatina. Consistente con dicha
hipotesis, Emelyanov et al (2010) encontraron que XNP/dAtrx también se requiere
para el silenciamiento eficiente de inserciones teloméricas y arreglos en tandem de
transgenes. Por otro lado, mutaciones de xnp/datrx no suprimen la variegacion de
los transgenes white o yellow insertados en regiones de cromatina pericentromeérica

del 2do o 3er cromosoma.

- Papel molecular de XNP/dAtrx en la formacion de heterocromatina

y eucromatina.

Emelyanov y cols. (2010) estudiaron mediante inmunofluorescencia el patron de
localizacion de XNP/dAtrx en los cromosomas politénicos de la glandula salival de
Drosophila melanogaster. Mediante este estudio, reportaron que los anticuerpos
contra XNP/dAtrx dan sefial en aproximadamente 200 loci especificos ubicados en
regiones de eucromatina de los brazos de los cromosomas politénicos. Sin
embargo, en este estudio se reporta que la mayoria de las sefiales de

inmunofluorescencia se concentran cerca de la heterocromatina pericentromérica.

Una mayor resolucién de la tincion con anti-XNP/dAtrx de los cromosomas
politénicos revela que la sefal de inmunofluorescencia mas prominente ubicada en

el pericentro de los cromosomas se puede mapear exclusivamente en la region 20B-
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F cercana a la heterocromatina pericentromérica del cromosoma X. Esta region
citogénica representa una porcion distal de la heterocromatina beta y colocaliza con
HP1la. Tanto la sefial de XNP/dAtrx como la de HP1a no se encuentran presentes
en esta region en cromosomas politénicos de larvas homdécigas para el alelo xnp6
que solo expresa a XNPs/dAtrxs. Estos resultados indican que XNPL/dAtrx., pero
no XNPs/dAtrxs se localizan en la region 20B-F cercana a la heterocromatina
pericentromérica del cromosoma X y ademas que XNPL/dAtrxL es necesaria para

la incorporacién de HP1a en esta region (Emelyanov et al, 2010).

Schneiderman y cols. (2009) mediante inmunofluorescencia encontraron que
la mayor parte de XNP/dAtrx de Drosophila en células diploides del disco de ala se
localiza en un solo foco dentro del nucleo, siempre adyacente a la heterocromatina.
Asi mismo, encontraron a XNP/dAtrx en eucromatina del disco de ala. Para
examinar la localizacion XNP/dAtrx con mayor resolucién, examinaron a los
cromosomas politénicos de las glandulas salivales y también encontraron a
XNP/dAtrx concentrado en un punto cerca del cromocentro de heterocromatina. De
igual forma, encontraron a gran parte de XNP/dAtrx en las regiones de eucromatina

de los brazos de los cromosomas politénicos.

Schneiderman y cols. (2009) cotifieron a XNP/dAtrx y a la Polimerasa Il de
ARN (Pol Il) y observaron que ambas sefiales colocalizan considerablemente entre
las dos proteinas en la eucromatina. Sin embargo, aunque todos los sitios de Pol
colocalizan con los sitios de XNP/dAtrx, un namero limitado de sitios marcados por

XNP/dAtrx no colocalizan con la Polimerasa Il. Este es el caso del foco cercano al
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cromocentro. Schneiderman y cols. (2009) caracterizaron este foco y encontraron
gue coincide con bloques de secuencias satélite de 50kb formadas por la secuencia
TAGA, este blogue se localiza cerca de la heterocromatina del cromosoma X.
Aunque las secuencias de este bloque son repeticiones simples, no se encuentran
enriquecidas de HP1. Lo que es mas, estos bloques se tifien pobremente con DAPI
pero se encuentran enriquecidas en la acetilacion de la K9 H3. Schneiderman y cols.
(2009) probaron mediante ensayos genéticos que el foco de XNP/dAtrx es un
elemento genético funcional que puede contribuir al silenciamiento de genes en el

nucleo.

ATRX y cancer

Estudios recientes han mostrado que la expresion de ATRX y su funcién se
encuentra regulada anormalmente en diversos tipos de canceres (Gibbons et al,
2003; Haas et al, 2009; Steensma et al, 2009; Elsasser et al, 2011; Jiao et al, 2011).
Las mutaciones en el dominio PHD de esta proteina exacerban el fenotipo de
hematopoyesis en pacientes que tienen el sindrome mielodisplasico (Gibbons et al,
2003). Adicionalmente, recientemente se ha reportado que pacientes que tienen
leucemia mieloide aguda presentan patrones anormales de expresion del gen ATRX
(Serrano et al; 2006). Lo que es mas, pacientes con leucemia mieloide que
presentan niveles reducidos de hATRX también tienen anormalidades cariotipicas
(Serrano et al; 2006). Un analisis de mutaciones somaticas mediante secuenciacion
masiva en tumores humanos reveld la presencia de mutaciones puntuales en

proteinas remodeladoras de la cromatina, incluyendo ATRX, en tumores
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neuroendocrinos pancreaticos (Elsasser et al, 2011; Jiao et al, 2011). Esto ocasiona
gque DAXX y ATRX pierdan su funcion en un 43% de los canceres analizados, los
cuales se caracterizan por presentar una alta inestabilidad cromosdmica (Jiao et al,

2011).

En ausencia de la actividad de la telomerasa, los telomeros se acortan durante
cada division celular, ocasionando senescencia. Sin embargo, el desarrollo del
cancer humano se asocia con la activacion del sistema de formacion de telomeros
en el que la telomerasa tiene un papel principal. Aunque en la mayoria de los
canceres la reactivacion de la telomerasa es el mecanismo mas comun para la
adicion de secuencias repetidas en los telomeros, una cantidad significativa de
tumores humanos emplea la via de mantenimiento de telomeros independiente a la
telomerasa, el cual se conoce como ALT (ALT por sus siglas en inglés Alternative
Lengthening of Telomeres Pathway). Se cree que aproximadamente entre un 10 a
un 15% de los canceres humanos usan la via ALT. Lovejoy y cols. (2012) realizaron
un estudio que tenia como objetivo caracterizar las alteraciones genéticas y sus
fenotipos asociados de 22 lineas celulares; 19 de estas lineas se derivan de
experimentos in vitro de inmortalizacidn y las otras 4 provienen de tumores humanos
(3 osteosarcomas y 1 de un adenocarcinoma de pulmén). En dicho estudio se
comprobd la ausencia de actividad telomerasa mediante un ensayo de TRAP. En
este estudio se confirmdé mediante Western blot e inmunofluorescencia la pérdida
de ATRX y/o DAXX en un 90% de las lineas ALT inmortalizadas, lo cual sugiere que
la inactivacion de ATRX es un paso fundamental para la generacién del fenotipo

ALT. Ademas, reportan que estas lineas celulares se caracterizan por una
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inestabilidad gendmica, formacion de microndcleos, un punto de control aberrante
entre la fase G2 y M de la mitosis, y una cinética anormal en la reparacion de DSB

(por sus siglas en inglés double-strand break).

Drosophila melanogaster como modelo de estudio del cancer.

Dado que como ya se ha sefalado muchas de las funciones que tiene ATRX en
vertebrados se conservan en organismos como Drosophila melanogaster, en este
trabajo se propone utilizar a este organismo como modelo de estudio para dilucidar
la relacion que guarda ATRX y el cancer. Esta propuesta surge por que mas
adelante expondremos resultados que demuestran que bajo ciertas condiciones
alterar los niveles de expresion de xnp/datrx en Drosophila ocasiona que el
organismo desarrolle masas melanoéticas. Cabe sefalar que organismos que tienen
una vida corta como Drosophila melanogaster no desarrollan cancer de manera
natural, debido a que el nimero de divisiones celulares que ocurren durante su vida
es significativamente menor al que el ser humano necesita para mantener sus
tejidos durante largos periodos de tiempo (Tipping y Perrimon, 2014). Sin embargo,
diversos estudios han demostrado que las células de Drosophila pueden exhibir
caracteristicas clasicas de cancer, cuando genes relacionados con el cancer son
perturbados, tales como: evadir la apoptosis, proliferar de forma sostenida,
metastasis, sobrevivir de manera prolongada, presentar inestabilidad del genoma y
sufrir reprogramacion metabdlica (Hanahan y Weinberg, 2000, 2011; Luo et al,

2009).
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Durante los ultimos afios, Drosophila se ha perfilado como un organismo que
sirve de modelo para la identificacion de genes relacionados con el cancer (revisado
en Tipping y Perrimon, 2014). Gracias al uso de estos organismos se han
descubierto muchos de los mecanismos moleculares utilizados por las proteinas
relacionadas con el cancer, esto se ha logrado gracias a que al utilizar este
organismo como modelo se dispone de una amplia variedad de herramientas
genéticas que permiten identificar a cada uno de los miembros de las diversas las

vias de sefializacion (Tipping y Perrimon, 2014).

Algunos de los estudios en los que se utiliza a Drosophila como modelo de
estudio del cancer, se observa que el organismo desarrolla masas melandticas.
Desde hace medio siglo, las masas melanéticas en larvas y adultos de Drosophila
se ha visto como el equivalente de los tumores cancerigénos que aparecen en
humanos (Minakhina y Steward, 2010). Como se detallara mas adelante la
formacion de masas melandticas es un sistema de defensa que naturalmente utiliza
Drosophila para hacer frente a la presencia de parasitos; sin embargo varios
estudios realizados en los ultimos afios han comprobado que cuando en Drosophila
se muta genes relacionados con ciertos tipos de cancer de humano se ocasiona la
formacion de masas melanodticas en Drosophila (revisado en Tipping y Perrimon,

2014).
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- Hematopoyesis en Drosophila

La generacion de masas melandticas involucra problemas en la diferenciacion de
células hematopoyéticas en las moscas. Drosophila tiene un sistema circulatorio
abierto donde la hemolinfa fluye en la cavidad corporal (lamada hemocele). En
Drosophila, como en otros invertebrados, la hematopoyesis ocurre en dos fases. En
la primera fase, la fase primitiva, durante la etapa embrionaria los prohemocitos son
producidos en el mesodermo y a partir de ellos se diferencian las células circulantes
sanguineas. Durante la segunda fase, la fase definitiva, los prohemocitos son
producidos en un pequefio 6rgano: la glandula linfatica. La glandula crece durante
el desarrollo de la larva como un 6rgano multilobulado a lo largo del tubo del
corazon. El I6bulo anterior, el 16bulo primario, es el mas largo. Este consiste de al
menos tres compartimentos: la zona medular (MZ), la zona cortical (CZ) y el centro
posterior de sefalizacion (PSC) (Crozatier y Meister, 2007; Jung et al., 2005;

Meister, 2004; Minakhina y Steward, 2010).

Durante el desarrollo, prohemocitos se diferencian en plasmocitos, células
cristal, y lamelocitos. Los plasmocitos son el tipo predominante de hemaocitos, tienen
funciones fagociticas y secretan componentes de la matriz extracelular, asi como
péptidos similares a los de las células blancas humanas del torrente sanguineo. Los
lamelocitos son raros en condiciones normales, pero bajo un reto inmunolégico
incrementan su namero y funcionan en la encapsulacién de cuerpos foraneos o
parasitos. Las células cristal son hemocitos no adhesivos responsables de la

melanizacion durante la encapsulacion de parasitos. Durante el inicio de la
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metamorfosis 0 como parte de una reaccion inmune la glandula linfatica revienta y

los hemocitos diferenciados son liberados en la hemolinfa (Markus et al., 2009).

- Respuesta inmune en Drosophila ante una invasion parasitaria

Como ya se mencioné en un organismo sano, no hay lamelocitos (Lanot et al, 2001;
Honti et al, 2014). Sin embargo, Drosophila es naturalmente infectada por avispas
de la especie Leptopilina boulardi, las cuales dejan sus huevos en las larvas de las
moscas. Una infeccidn parasitaria es reconocida por los plasmocitos circulantes, los
cuales se unen a la superficie del huevo del parasito. Estos plasmocitos pueden
diferenciarse en lamelocitos, y de esta manera inician la reaccion de encapsulacion
(Stofanko et al, 2010; Honti et al, 2010). Estos parecen comunicarse con la glandula
linfatica. Parece ser que el ligando Spitz del receptor EGFR esta involucrado en la
sefalizacion de la glandula linfatica con los hemocitos sésiles y circulantes para la
diferenciacion a lamelocitos (Krzemien et al, 2007; Lanot et al, 2001; Sinenko et al,
2011; Markus et al, 2009). Los lamelocitos maduros son células largas, aplanadas
gue atacan a los parasitos a fin de encapsularlos (Sorrentino et al, 2009). Una vez
formada la capsula la célula es melanizada por las células cristal, lo cual induce una
cascada de fenoloxidacion llevando a la sintesis de melanina y especies reactivas
de oxigeno (Honti et al, 2014). La encapsulacion del huevo de avispa evita su

eclosion y permite la supervivencia de la mosca.
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- La hematopoyesis en Drosophilay las vias de sefializacion que la

controlan.

Un diverso numero de genes y vias regulan la hematopoyesis en Drosophila. Por
ejemplo, mutaciones en proteinas tales como los factores GATA, el factor Bcell
(EBF)/Collier, Ras, NF-kB, Notch, JAK/STAT, y Wingless pueden resultar en la
sobre-proliferacion de hemocitos o la pérdida de la diferenciacion de tipos celulares
especificos (Agaisse y Perrimon, 2004; Gao et al., 2009; Krzemien et al., 2007;

Lebestky et al., 2003; Sinenko et al., 2004).

Actualmente se sabe que diversas vias de sefalizacion controlan la proliferacion
y diferenciacion de los prohemocitos. Por ejemplo, una mutacion de ganancia de
funcién del gen hopscotch (hop) perteneciente a la familia de las proteinas JAK
causa proliferacion de las células sanguineas lo que ocasiona la formacion de
tumores melandticos en la glandula linfatica (Hanratty y Dearolf, 1993; Harrison et
al, 1995). Estos fueron los primeros estudios en demostrar que la desregulacién de
la via de sefializacion JAK/STAT puede resultar en tumorogénesis, y fue uno de los
precedentes que llevaron a descubrir que la proteina humana JAK se encuentra
sobreexpresada en los pacientes que tiene leucemia (Lacronique et al, 1997). A
partir de este hallazgo inicial se ha encontrado que las vias de sefalizacion Hh
(“Hedgehog”), Wg (por las siglas en inglés “Wingless”) y JNK (quinasas c-Jun N-
terminal) fungen como reguladores de la diferenciacion de los prohemocitos

(Mandal et al, 2007; Owusu-Ansah y Banerjee, 2009; Sinenko et al, 2009). Se ha
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demostrado que la via de sefializacion Wg promueve la proliferacion de los
prohemocitos y evita su diferenciacion (Sinenko et al, 2009). Se llegd a esta
conclusion mediante estudios que demostraron que la inhibicion de la sefializacion
de Wg ocasiona la presencia de menor cantidad de prohemocitos en los PSC que
los que se observan en organismos control, asi mismo el incremento de la activacion
de la sefalizacion de Wg produce un incremento en la cantidad de prohemocitos en
los PSC (Sinenko et al, 2009). Se ha observado que la via Hh tiene un papel similar
al de la via Wg (Mandal et al, 2007). La pérdida de sefializacion de la via Hh
ocasiona la diferenciacion de los precursores de los hemocitos y por lo tanto una
pérdida de los PSC (Mandal et al, 2007). Owusu-Ansah y Banerjee (2009)
encontraron que las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés
reactive oxygen species) juegan un papel importante en la induccion de la
diferenciacion de los prohemocitos, y median este efecto a través de la via de

sefalizacion de JNK.

A partir de estos hallazgos se puede concluir que Drosophila estd emergiendo
como un modelo prometedor para estudiar la relacion entre el cancer y el sitema
inmune (Bangi, 2013). A continuacion nos centraremos en describir la via JAK/STAT
y su participacion en el sistema inmune de Drosophila, asi mismo se citaran los
trabajos que describen como la alteraciéon de los niveles de expresion de genes que
participan en esta via ocasiona tumorogénesis en el organismo. Este tema es de
intéres para este trabajo debido a que el gen pannier (pnr) es uno de los componente
principales de esta via, estudios realizados por Valadez-Graham y cols. (2012) han

demostrado que XNP/dAtrx participa en regular la expresion de este gen.
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- Lavia JAK/ISTAT en Drosophila.

La via JAK/STAT de Drosophila tiene esencialmente los mismos componentes que
en los mamiferos, pero con menos redundancia. En Drosophila, los ligandos hasta
ahora conocidos de la via JAK/STAT solamente son tres proteinas que comparten
cierto parecido con las citoquinas llamadas “unpaired” (Upd) (Harrison et al, 1998),
Upd2 (Gilbert et al, 2005; Hombria et al, 2005) y Upd3 (Agaisse et al, 2003; Wright
et al, 2011). Los genes que codifican las moléculas Upd estan agrupados en el
genoma de Drosophila en el cromosoma X y no tienen homdélogos obvios fuera de
las especies de Drosophila, pero comparten algunas similitudes con las leptinas de
los vertebrados (Harrison et al, 1998; Hombria et al, 2005). Upd se asocia a la matriz
extracelular (Harrison et al, 1998), mientras que Upd2 es soluble y capaz de difundir
libremente. Las tres moléculas Upd se inducen localmente en respuesta al dafio del
tejido, la expresion de Upd3 se induce en los hemocitos adultos después de la
infeccion bacteriana, mientras que tanto Upd2 y Upd3 son inducidos en respuesta
a infecciones virales, lo cual sugiere que mdultiples mecanismos de regulacion
controlan la expresion genética de estos genes (Agaisse et al, 2003; Wright et al,

2011; Pastor-Pareja et al, 2008; Kemp et al, 2013).

Las tres moléculas Upd se acoplan a la via a través de un solo receptor:
Domeless (Dome), el cual comparte similaridad funcional y de secuencia con los
receptores de citoquina clase I, tales como el receptor IL-6, ambos tienen dominios
extracelulares tipo Il de fibronectina y un médulo de unién a citoquina (CBM) (Brown

et al, 2001; Chen et al, 2002). Lo que es mas, Drosophila tiene solamente una
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molécula tipo JAK: hopscotch (Hop) (Perrimon et al, 1986; Binari et al, 1994), y
solamente un factor de transcripcion tipo STAT: Stat92E (Hou et al, 1996; Yan et al,
1996). Hopscotch comparte similitud de secuencia con JAK2 y Stat92E comparte
similitud de secuencia con STATS5, las cuales son requeridas para mediar la
respuesta de IL-3, IL-5 y IFN-y, diversos factores de crecimiento hematopoyéticos,
tales como el factor estimulador de colonia de granulocitos-macrofagos (GM-CSF)
y eritropoietina (EPO), asi como la hormona de crecimiento (GH) y prolactina

(Parganas et al, 1998; Kiu et al, 2012).

Se piensa que la activacion de la via JAK/STAT de Drosophila sigue un
modelo similar al que se ha descrito en mamiferos [Figura 8]. De acuerdo al modelo,
la union de una citoquina al receptor induce la dimerizacion del receptor y la
activacion de JAKs que estdn constitutivamente asociadas con el extremo
citoplasmico del receptor. Las JACKs activadas se fosforilan una a otra en sitios
especificos de residuos de tirosina en la parte citoplasmica del receptor, la cual
actia como sitio de acoplamiento para los dominios SH2 (por sus siglas en inglés
Src homology 2) de las moléculas STAT. Los residuos tirosina de las moléculas
STAT también son fosforilados por JAKSs, lo cual les permite formar dimeros y ser
translocados al nacleo, donde se unen a los promotores de los genes blanco (Kiu et
al, 2012). En Drosophila, Stat92E es fosforilada en Tyr-704, y la secuencia consenso

de union es TTCCCGGAA (Chen et al, 2002; Yan et al, 1996; Brown et al, 2003).
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Dado que la via JAK/STAT esta involucrada en multiples procesos bioldgicos,
la sefalizacion necesita estar estrictamente controlada a diferentes niveles de la
cascada tanto en Drosophila como en mamiferos. Tal como en los componentes
de la via, muchos de los reguladores muestran alta conservacion en la evolucion
(Agaisse, 2004). Adicionalmente a la identificacion de los reguladores de la via de
Drosophila JAK/STAT basada en la homologia, se ha hecho una investigacion
intensa realizando tamizajes genéticos que ha llevado al descubrimiento de nuevos
reguladores (Baeg et al, 2005; Bach et al, 2003; Miller et al, 2005; Kallio et al, 2010;

Gronholm et al, 2012).

En mamiferos, la via de sefializacion JAK/STAT es regulada por la proteina
gp130 a nivel del receptor del transductor de sefial de membrana, la cual es utilizada
por miembros de la familia de receptores IL-6. gp130 media la sefializacion al formar
complejos con los receptores de citoquina que se han unido a sus ligandos, mientras
que su dominio citoplasmico se une a proteinas que forman parte de la via JAK. Por
otro lado, la forma soluble de gp130 es capaz de secuestrar los ligandos y por ello
inhibir la sefializacién (Narazaki et al, 1993). En Drosophila, una proteina que se
parece a gpl30 y al receptor Dome de la via JAK/STAT, regula la actividad de
sefalizacion de esta via. ET (por sus siglas en inglés: “Eye transformer”, también
llamado latran) esta localizado cerca de Dome en el genoma de Drosophila y las
dos moléculas comparten similaridad en estructura, pero ET tiene un extremo
citoplasmico que carece del sitio de union a Stat92E que se encuentra en la parte
citoplasmica de Dome. ET se asocia con el complejo del receptor, interactuando

tanto con Dome y Hop, y parece ser plausible que ET inhibe la sefalizacion
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intracelular (Kallio et al, 2010; Makki et al 2010). Sin embargo, aun se desconoce la
funcién de los modulos de unién a citoquina que se encuentran en la region

extracelular de ET.

El bucle de retroalimentacion negativa es un mecanismo clasico de
regulacion de sefales. En la via de sefalizacion JAK/STAT de mamiferos esta tarea
la efectian las proteinas supresoras de sefializacion de citoquinas (SOCS), para las
cuales los humanos tienen 8 genes (SOCS1-7 y CIS) (Starr et al, 1997; Inagaki—
Ohara et al, 2014). Esté mecanismo también se encuentra en Drosophila, cuyo
genoma codifica tres miembros de la familia, Socs16D, Socs36E y Socs44A.
Socs16D no tiene un papel conocido en la regulacion de la via JAK/STAT; mientras
que Socs44 parece regular la sefalizacion de la via JAK/STAT de alguna forma
aungque no es un blanco transcripcional de Stat92E (Rawlings et al, 2004; Stec y
Zeidler, 2011). El principal bucle de retroalimentacion negativa de esta via en
Drosophila es Socs36E, el cual esta més relacionado con SOCS5 de mamiferos y
esta fuertemente inducido por la via de sefalizaciéon JAK/STAT (Callus et al, 2002;
Karsten et al, 2002). Como en las proteinas SOCs de mamiferos, Socs36E tiene
un dominio SH2 central el cual en mamiferos se une a residuos de tirosina
fosforilados y también tiene una caja SOCS del dominio C terminal que interactla
con las enzimas de la maquinaria de ubiquitinacién (Inagaki-Ohara et al, 2013).
Recientemente, el mecanismo molecular de inhibicion de Socs36E fue
caracterizado detalladamente, demostrando que Socs36E utiliza ambas formas de
accion para regular negativamente la via de sefalizacion JAK/STAT. Primeramente,

Socs36E funciona a través de la caja SOCS mediante un mecanismo que involucra
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el complejo ubiquitina ligasa E3 (ECS, por sus siglas en inglés Elongin-Cullin-

SOCS).

Las proteinas ESC de Drosophila: Elongina B, Elongina C y Cullin-5 acttan
para regular el trafico endocitico y la degradacion lisosomal de Dome, por ello
afectan los niveles del receptor (Stec et al, 2013; Vidal et al, 2010). Adicionalmente,
Socs36E es capaz de regular negativamente tanto la actividad basal e inducida de
ligandos de la via JAK/STAT. Esta regulacion negativa tiene lugar a través de un
mecanismo independiente que requiere del dominio SH2 y el extremo N terminal de
Socs36E y la interaccion con Dome, y de esta manera inhibe la fosforilacion del
receptor mediante Hop (Stec et al, 2013). Otro regulador negativo que funciona a
nivel cinasa es la proteina tirosina fosfatasa Ptp61F, la cual fue identificada en dos
tamizajes separados de ARNi. Ptp61lF es un blanco transcripcional de la via
JAK/STAT, y por lo tanto también funciona a traves de un bucle de retroalimentacion
negativa, presumiblemente mediante activar Hop (y posiblemente también a

Stat92E (Baeg et al, 2005; Mller et al, 2005).

La actividad, localizacion y habilidad de unién a ADN de Stat92 también esta
sujeto a regulacion. Los homologos de Drosophila de RanBP3 (por sus siglas en
inglés “Ran binding protein 3”) y RanBP10 regulan negativamente la sefalizacion
de JAK/STAT mediante controlar la sefial dependiente del transporte nuclear de
Stat92E (Baeg et al, 2005). La unidén de Stat92E a ADN es positiva y negativamente
regulada por diversas moléculas. La CNOT4 (CCR4-NOT transcription regulation

complex subunit) de humanos parece regular la respuesta de genes mediada por
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STAT, y también el homdlogo de Drosophila, llamado Not4 es necesario para la
union apropiada de Stat92E al ADN (Grénholm et al, 2012). En mamiferos, se ha
demostrado que las PIAS (por sus siglas en inglés Protein Inhibitors of Activated
STATS) se unen a dimeros de STAT fosforilados en tirosina (pero no se une a STAT
monoméricos no fosforilados) y por ello bloquean su unién a ADN (Chung et al,

1997).

Drosophila tiene solamente un gen pias, cuya importancia en la regulacion
negativa de la via JAK/STAT ha sido estudiada in vivo, se ha demostrado que es
crucial para mantener la proporcion correcta de dPias/Stat92E para el desarrollo del
0jo. Se ha demostrado que dPias interactia con Stat92E activada, sugiriendo que
tiene una funcion molecular similar a la de sus homélogos en mamiferos (Betz et al,
2001). Se ha demostrado que las proteinas PIAS de mamiferos actian como ligasas
tipo E3 de moléculas SUMO (por sus siglas en inglés Small ubiquitin-like modifier)
en varios blancos proteicos, incluyendo STAT1, estos estudios muestran que la
actividad STAT es inhibida por sumoilacién (Ungureanu et al, 2003). Lo que es mas,
se ha demostrado que la actividad de Stat92E de Drosophila es regulada

negativamente por sumoilacion en la Lys187 (Gronholm et al, 2010).

Ken & Barbie (Ken) es un ortdlogo de BCL6 (por sus siglas en inglés proto-
oncogene B-Cell Lymphoma 6) en mamiferos, con un dominio BTB/POZ en el
extremo amino y tres dedos de zinc C2H2 en el extremo carboxilo. En células en
cultivo BCL6 puede actuar como represor de los genes cuya expresion depende de

STAT6 (Harris et al, 2005). En Drosophila, un subgrupo de promotores de genes
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blanco de Stat92E contiene sitios de union a Ken el cual coincide con los sitios de
Stat92E, sujetando estos genes a la regulacién negativa de Ken, mientras que la
expresion de los otros genes blanco de Stat92E permanecen sin ser afectados
(Baeg et al, 2005; Arbouzova et al, 2006). Se ha encontrado que el homélogo de
Drosophila de la proteina BRWD3, que contiene el bromo-dominio, regula la
sefializacion positiva de JAK/STAT in vivo, pero el mecanismo molecular
permanece sin ser decifrado (Muller et al, 2005). El mismo estudio también identifica
un gen llamado diedel como un potencial regulador negativo de la via JAK/STAT

(Muller et al, 2005; Coste et al, 2012).
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Figura 8 Via JAK/STAT en Drosophila sp.
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- El proceso de diferenciacion de lamelocitos, la via JAK/STAT y su

relacion con la formacion de masas melandticas.

Los eventos exactos de sefalizacion y los mecanismos que se necesitan para
induccidn de la diferenciacion de los lamelocitos en la glandula linfatica adn no se
entienden del todo. Sin embargo, se ha demostrado que la via de sefalizacién
JAK/STAT juega un papel importante en el proceso. Generalmente, la pérdida de
funcion de los componentes de la via JAK/STAT resulta en una pérdida de
capacidad de la encapsulacion y se reduce la capacidad de respuesta de la glandula
linfatica (Sorrentino et al, 2004). Por otra parte, la activacion aberrante de la via
JAK/STAT (o Toll) en ausencia de infeccion parasitaria induce diferenciacion
prematura de lamelocitos. Esto lleva a la acumulacion y la formacion subsecuente
de tumores melanéticos debido a que el material del hospedero se encapsula por
estas células (Luo et al, 1995; Sorrentino et al, 2004; Wertheim et al, 2005).
Ejemplos genéticos de dicha situacién incluye alelos hiperactivos de hop de
Drosophila, por ejemplo el alelo sensible a la temperatura Tumorus-lethal (hopTum-
1). El mismo fenotipo se observa con otros alelos hiperactivos de la via JAK/STAT,
asi como la sobre-expresion de hop en la glandula linfatica (Luo et al, 1995; Harrison
et al, 1995; Ekas et al, 2010). El equivalente mamifero es una mutacion de ganancia
de funcion de JAK2 en humanos que causa desordenes mieloproliferativos
(Casanova et al, 2012). Sin embargo, en la glandula linfatica, Upd3 es secretado
para mantener a PSC en un nivel basal de la sefalizacion de JAK/STAT en

prohemocitos en la zona medular para mantenerlos en un estado de
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indiferenciacion. A fin de inducir la diferenciacién de lamelocitos en respuesta a la
infeccion parasitaria, la sefalizacion JAK/STAT en las PSC es regulada
negativamente por la baja de expresion de dome y upd3 (Makki et al, 2010;
Krzemien et al, 2007). La actividad residual de la via de sefalizacion JAK/STAT en
los prohemocitos es apagado por ET, cuya expresion es regulada positivamente en
respuesta a la infeccion parasitaria por avispas (Makki et al, 2010; Wertheim et al,
2005). Por ello, mantener la homeostasis entre la proliferacion de hemocitos y la
diferenciacion parece ser algo complejo y requiere un nivel cuidadosamente

controlado de sefializacion de JAK/STAT (Honti et al, 2014).

Un estudio realizado por Minakhina y cols. (2011) probo que Stat92E controla
la maduracion de plasmocitos en la CZ. Se llega a esta conclusion debido a que la
reduccion de la expresion de Stat9e utilizando ARNi en la zona cortical ocasiona
mayor diferenciacion de plasmocitos y células cristal. Lo cual no sucede si se altera
la expresion de Stat9e mediante la expresién de ARNi en la MZ. Por otro lado, la
sobre-exprecion de Stat9e induce la activacion del programa de formacién de

lamelocitos.

Ademas, en el estudio de Minakhina y cols. (2011) se sugiere que Stat9
regula la expresion de pnr quien a su vez controla la diferenciacién de plasmocitos.
Se llega a dicha conclusién debido a que cuando se expresa pnr ARNi en la CZ
disminuye drasticamente la diferenciacion de plasmocitos y células cristal. Por otra
parte, la sobre-expresion de pnr afecta la proliferacion de hemocitos y bloquea la

diferenciacion de plasmocitos en CZ. Ademas, en este estudio sefialan que el locus
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de pnr tiene varios sitios de union de STAT. Finalmente, el analisis de pnr-LACZ
demostré que la expresién de Stat9e-ARNi bloquea la expresién de pnr en las

células de la glandula linfatica de larvas del 3¢" instar.

Estos resultados son de nuestro interés debido a que Valadez-Graham y cols.
(2012) han reportado que dAtrxL interacciona tanto fisica como genéticamente con
DREF, un activador transcripcional que reconoce la secuencia consenso 5'-
TATCGATA-3’, ya que esta interaccion esta involucrada en la expresion del gen del
factor tipo GATA pannier (pnr) (Valadez-Graham et al, 2012). En vertebrados se ha
demostrado que pnr es un regulador importante de la hematopoyesis y el desarrollo

del corazon (Qian y Bodmer, 2009).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como ya se ha mencionado, la proteina ATRX se encuentra altamente conservada
a lo largo de la evolucién, esta presente desde Caenorhabditis elegans hasta
humanos, pero en invertebrados Unicamente conserva el dominio SNF2 (Sun et al,
2006). La importancia de la proteina ATRX se ve reflejada en el hecho de que tanto
en mamiferos como en invertebrados se expresa durante todo el desarrollo
embrionario y esta implicada en la diferenciacion de diversas estructuras del
embrién como: el cerebro posterior, la retina y el testiculo (Bérubé et al, 2005;
Medina et al, 2009; Bagheri-Fam et al, 2011). Tanto en mamiferos como en
invertebrados se le ha implicado tanto en la transcripcion como en la represion de
genes (Schneiderman et al, 2009). Y en diversas ocasiones se ha propuesto que
una de las maneras mediante las que actlan como represor transcripcional es a
través de favorecer la formacion y mantenimiento de heterocromatina, evidencias
gue apoyan esta hipétesis es que en D. melanogaster cuando se elimina la
expresion de datrx se suprime el efecto de PEV (Schneiderman et al, 2009). Otra
evidencia que apoya esta idea es que en mamiferos se ha demostrado que
interacciona con EZH2 y MeCP2 (Cardoso et al, 1998; Nan et al 2007), mientras
que tanto en mamiferos como en invertebrados se ha demostrado que ATRX
interacciona fisicamente con HPl1la (Eustermann et al, 2011; Bassett et al, 2008).
Eustermann y cols. (2011) han propuesto un modelo en el que ATRX y HPla
cooperan activamente para mantener la heterocromatina, segun esté modelo: el
dominio ADD de la proteina hATRX, reforzado por la interaccion con HPla,

reconoce a la heterocromatina pericentromérica. Una vez que hATRX es reclutado
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su dominio helicasa/ATPasa dirige la deposicion de la variante de histonas H3.3.
Cabe destacar que en este modelo el dominio ADD de ATRX juega un papel
fundamental en la funcion que esta proteina tiene en el mantenimiento de la
cromatina, debido a que experimentos in vivo realizados por Eusternmann y cols.
(2011) demuestran que mutaciones en el dominio ADD (que evitan que dicho
dominio reconozca H3K4meOK9me3) ocasionan que hATRX no se localice en la
heterocromatina pericentromerica y por lo tanto no puede participar en el
mantenimiento de la misma. Dada la importancia de la participacion del dominio
ADD en la localizacion de ATRX en la heterocromatina y como consecuencia en la

funcién de hATRX en dichas regiones, hemos planteado la siguiente hipotesis:

En los invertebrados la ausencia del dominio ADD en los homodlogos de
hATRX sugiere que estas proteinas participan en el control de la expresion genética
a través de interacciones proteina — proteina con otras moléculas que si tienen

dominios de unidbn a ADN o cromatina.

Para probar esta hipotesis se realiz6 una busqueda bioinformatica en el banco
de datos del genoma de Drosophila, a fin de determinar si existen otras proteinas
en la mosca que contengan el domino ADD que complementen la ausencia de este
motivo en dAtrx. En el laboratorio se identific6 que el Gen CG8290 (el cual
recientemente ha sido llamado daddl (Alekeseyenko et al, 2014)) de Drosophila
melanogaster, codifica isoformas proteicas generadas por “splicing” alternativo que
tienen el dominio ADD. Al menos dos evidencias generadas en el laboratorio nos

indicaban que las proteinas dAdd1 podrian estar interaccionando con dAtrx:
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b)

Mediante el método de homologia, se realizo la prediccion de la estructura
tridimensional del dominio ADD de las proteinas dAddl. Este andlisis
confirma que el dominio ADD de dAddl tiene mayor semejanza
estructural con el dominio ADD de hATRX que con respecto al dominio
ADD de las DNMTs (Figura 3) (Meyer, tesis de maestria, 2012).

Por medio de inmunotinciones de cromosomas politénicos de glandulas
salivales de larvas del 3°" instar se determing la colocalizacion de dAdd1
con dAtrxL en ciertas regiones de la cromatina (Neumann-Mondlak, tesis

de licenciatura, 2010).
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OBJETIVO GENERAL

Durante alguna(s) etapa(s) del desarrollo de Drosophila melanogaster en la cual se
exprese tanto daddl como xnp/datrx, determinar si las proteinas dAddl
interaccionan fisica y/o genéticamente con XNP/dAtrx participando en los mismos
procesos. Asi mismo, determinar si esta interaccion es necesaria para la funcioén de

ésta ultima.

Objetivos particulares.

1° Analizar el patron de expresion de las isoformas de dAdd1 durante el desarrollo

de Drosophila melanogaster.

2° Determinar si las proteinas dAddl interaccionan fisicamente con XNP/dAtrx (in

ViVO e in vitro).

2° Determinar que dominios proteicos son esenciales para que dAddl interaccione

con XNP/dAtrx.

4° Determinar la posible interaccidén genética entre daddl1 y xnp/datrx.
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MATERIAL Y METODOS

llustracion de la organizacion de los dominios en las proteinas

La esquematizacion de la organizacion de los dominios de las isoformas dAddl
[Figura 10C] y la representacion de los fragmentos ensayados por pull-down [Figura
12C] se realizaron utilizando el programa “DOG 1.0 lllustrator of Protein Domain
Structures” (Ren et al, 2009). Para la representacion del gen en la Figura 11A se

utilizé el programa “FancyGene” (Rambaldi y Ciccarelli, 2009).

Alineamiento multiple

Los alineamientos multiples se realizaron utilizando CLUSTALX2 2.1 (Larkin et al,
2007) y tomando en cuenta los pardmetros de inferencia filogenética estimados
mediante el programa “ProtTest 2.4” (Abascal et al, 2005) para la seleccion de
modelos de evolucién de proteinas. El porcentaje maximo de probabilidad del
analisis filogenético fue calculado mediante PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel, 2003)
con los parametros del modelo de substitucién WAG (ADD) & LG
(Helicasa/ATPasa) (Le y Gascuel, 2001); Bootstrap: 1000; proporcién de sitios
invariables: 0.11 (ambos); tamafio de parametros gama: 1.94 (ADD) & 0.81
(Helicasa/ATPasa). El arbol fue editado utilizando el programa “Interactive Tree Of
Life (iTOL) v2” (Letunic y Bork, 2011) con la informacion de la arquitectura de

dominio de proteinas predichas mediante “ScanProsite” (De Castro et al, 2006).
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Modelo de homologia del dominio ADD de las proteinas dAdd1

Con el propésito de generar el modelo de homologia del dominio de ADD (101 a.a)
de la proteina dAdd1, se gener6é mediante SWISS-MODEL (Arnold et al, 2006), un
modelo tridimensional de la estructura de la proteina blanco, basandose en la
identidad de secuencia relacionada con as estructuras depositadas en el “banco de
datos de proteinas” (PDB por sus siglas en inglés Protein Data Bank). Basicamente
los pasos utilizados en el modelaje de homologia son los siguientes: identificacion
de templados, alineamiento de secuencias de amino acidos, construccion del
modelo y verificacion del modelo (cualidad del modelo) (Biasini et al, 2014). La
estructura cristalografica del regulador transcripcional ATRX de Homo sapiens
(lwase et al, 2011) identificada en el PDB con la entrada 3gla cadena A, fue utilizado
como templado para el modelo de homologia. La identidad entre estas dos proteinas
fue de un 37 % y la similaridad estructural fue de un 0.42. Es importante mencionar
que los procedimientos implementados en el SWISS-MODEL permiten modelar
secuencias que comparten al menos 35% de identidad con una estructura

tridimensional conocida.
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Aunque los modelos resultantes no representan la estructura 3D real, son
una aproximacion lo suficientemente precisa para realizar inferencias acerca de la
topologia general y una posible disposicién de residuos de la secuencia del dominio

ADD de la proteina dAdd1.

Caracteristicas de las lineas de Drosophila melanogaster

La linea de D. melanogaster silvestre utilizada en este estudio fue Oregon R (OreR)
o w8 Jos stocks se mantuvieron a 25°C con comida estandar. Los stocks que
portan los alelos xnp/datrx se obtuvieron de Bloomington, Indiana stock center. Los
stocks que portan los alelos daddl y Su(var)2-5 se obtuvieron del “Drosophila
Genetic Resource Center” (DGRC), del Instituto de Tecnologia de Kyoto. Los alelos
xnp/datrx fueron descritos por Bassett y cols. (2008) (Los llamaremos alelos de atrx
para simplificar). Los alelos daddl: dadd1NP0793 (w[*]; P{GawB}NP0793 / CyO) y

dadd1NP1240 (y[*] w[*]; P{GawB}NP1240 / CyO, P{UAS-lacZ.UW14}UW14), son
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portadores de una insercion de un elemento P a -225 0 -223 bp con respecto al sitio
donde se ubica el coddén de inicio de la traduccion dentro del gen daddil,
respectivamente [Figura 14]. El alelo Su(var)2-52 es una mutacioén sin sentido que
ha sido caracterizada molecularmente por Eissenberg y cols. (1990), esta mutacion
se ubica en el marco abierto de lectura del gen: es una substitucion de una G por
una A dentro del codon 26, lo cual resulta en una substitucién de una metionina por
una valina que afecta el cromodominio. El alelo Su(var)2-5° es una mutacién
inducida por rayos X, que ocasiona que solamente los primeros 10 a.a de HP1a se
traduzcan (Eissenberg et al, 1992). La linea BL1 porta un alelo reportero de PEV,
este alelo resulta de la inversidon del gen reportero transgénico: hsp70-lacZ. Esta
inversion ocasiona que el gen reportero transgénico se posicione en una ubicacion

adyacente a la heterocromatina pericentromerica del 3L (Lu et al, 1996).

Cruzas genéticas

Todos los stocks se cruzaron primero con las moscas
w1118;Sp/CyO;TM6B,Th/MKRS durante cinco generaciones. Los cromosomas con
los alelos de interés se siguieron por segregacion con cromosomas balanceadores
especificos. Para asegurarse de la presencia de los alelos atrx en estas lineas, las
hembras portadoras de los alelos atrx!, atrx? y atrx2 fueron cruzadas con los machos
portadores del alelo paterno atrx!, se determino su viabilidad y se comparo con los
datos de viabilidad reportados previamente por Bassett y cols. (2008). Los stocks
que portan los alelos atrx se establecieron y balancearon con los balancers para el

cromosoma 3: TM6B, Th. Los stocks que portan los alelos daddl se establecieron
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y balancearon con el balancer para el cromosoma 2: CyO. Las cruzas se efectlaron
de acuerdo a los procedimientos estandars, se efectuaron al menos 3 replicados

bioldgicos. Al menos se examinaron 100 moscas para cada genotipo.

Para la inmunotincion de cromosomas politénicos, se cruzo: XNP
Scer\UAS.T: Ivir HA1 (Bassett et al, 2008), con la linea driver Sgs3-GAL4 (w[1118];
P{w[+mC]=Sgs3-GAL4.PD}TP1) ambas lineas se obtuvieron del Bloomington

Drosophila Stock Center. Todas las cruzas y los stocks se mantuvieron a 25°C.

Anticuerpos.

El anticuerpo de dAtrx. fue descrito previamente por Valadez-Graham y cols.
(2012), para su generacion se utilizo el péptido P3 (MGKKNPNARHTDAATPLTTD)
0 P4 (CVVRLKRVSLPKTKPAQ). Todos los anticuerpos fueron generados por “New
England Peptide” (NEP). El anticuerpo: pan-dAdd1 se genero utilizando el péptido:
QGGEVYCCSTCPYVFCKSC el cual reconoce a dAddla,b,c. Para generar el
anticuerpo que reconoce a la isoforma dAddla se utilizo el péptido:
CDLIKALGSPSVLP y para generar el anticuerpo que reconoce a la isoforma
dAddlb se utilizo el péptido: CDKQFCQQLVLAM [Figura 9]. La especificidad de
estos anticuerpos fue ensayada mediante su capacidad de reconocer dAdd-1a o
dAdd1-b fusionado a GST (ver la seccion de pull-down y ensayos de especificidad
para mayores detalles) mediante Western blot [Figura S1]. El anticuerpo HPla
(C1A9) se obtuvo del “Developmental Studies Hybridoma Bank” ubicado en la

Universidad de lowa. El anticuerpo que reconoce la etiqueta HA es de Roche
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(Referencia:11867423001). El anticuerpo que reconoce a la etiqueta V5 es de

Abcam (ab27671). Se utilizé ademas IgG purificada de gene script (A01007).

XNPL/dAtrx, (148kDa)
SNF2 elic]
1 458 779 955 1035 1308
[I Anti-dAtrx. (P3) | Anti-dAtrxi (P4)
1 1199
|
ADD |  dAddia
[ _—=
64 124 627
pan-dAddl Anti-dAddla
1125
ADD . dAdd1b
64 124 627 758813 903 97310 125
Antid-Add1b

Figura 9 Ubicacion de los epitopes de anticuerpos contra dAtrx y dAdd1.

Inmunotincion de cromosomas politénicos

Las inmunotinciones de cromosomas politénicos se realiz0 con pequefas
modificaciones, a partir del protocolo descrito por Valadez-Graham y cols. (2012).
Las glandulas de larvas del tercer instar se fijaron en solucién | (PBS, para-
formaldehido al 3.7% y 1% Triton X-100) y después se pasaron a la solucion 1l (3.7%
de para-formaldehido, 50% de acido acético). Los cromosomas se esparcieron en
porta objetos recubiertos con poly-I-Lysina. El anticuerpo contra HP1a se utilizé a
una dilucion de 1:300, el anticuerpo contra dAtrx. se utilizé a una dilucion 1:100,

pan-dAdd1 se utilizé a 1:50 y el anticuerpo contra HA (Roche) se utilizé 1:50. Como

98



anticuerpos secundarios se utilizaron: Alexa fluor 488, 568 o 594 (Invitrogen) a una
dilucion 1:500 y 1:100 respectivemente. Las imagenes se tomaron en el microscopio

confocal: Olympus FV1000.

Ensayo de Pull-down con los fragmentos dAtrx y dAdd1.

- Clonacion de fragmentos de XNP/dAtrx. y de las proteinas dAdd1.

Se generaron proteinas de fusion de diversos fragmentos de of XNP/dAtrx. y de las
proteinas dAdd1 [ver Figura 13C]. Todas las clonas utilizadas en esté trabajo fueron
secuenciadas. Se utilizaron los cADNs de Drosophila: LD28477, LD24316 y
LD37351 de la BDGP (Gold collection of Drosophila Genomics Resource Center). A
partir de estos cCADNs se amplificaron diversos fragmentos mediante PCR y se
clonaron utilizando los sitios EcoRI, Not I, Sma |, Xho | o Sal | en el vector pGEX-

4T-1 (pGEX-4T-3) y pGBKT7 [Tabla 3].

- Condiciones de PCR

Las condiciones de PCR para todos los oligonucleotidos sefialados en la Tabla 3
fueron las siguientes: una temperatura inicial de 94°C por 2min, 30 ciclos de: 1min
a 94°C, 1min a 59°C y 4min a 68°C y un ciclo final de 7min a 68°C. Se utilizé un
volumen de reaccion de 50ul (5ul de 10X Tag PCR Buffer, 5ul de MgS0O4 25mM,
1uL de deoxinucleosidos trifosfato 10mM, 1.2ul de cada oligonucledtido (stock

20picomoles/ul), 0.14ul de “FastStart Taqg DNA Polymerase” (10U) (Roche) y 100ng
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de cADN. Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1% a

100Volts, se corrio en buffer TAE.

- Purificacion de productos de PCR.

Los productos de PCR que se utilizaron para clonacion, se purificaron utilizando el
paquete: “Montage PCR centrifugal filter Devices” (Millipore) siguiendo las

instrucciones del proveedor.

- Digestidén enzimatica de productos de PCR y vectores.

Los vectores e insertos se digirieron con las enzimas correspondientes [ver tabla 3]
en un volumen de 25ul. La reaccién consisti6 en 2.5ul de buffer 10X (segun la
enzima), 1ul de cada enzima (10U), 1ug de ADN y se incubo durante 4hr a 37°C. El
ADN digerido se corrié en un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon (Cambrex) al
1% en TAE a 80 Volts y se cortaron las bandas de agarosa con el fragmento de

ADN de interés.

- Purificacién de ADN a partir de agarosa de bajo punto de fusion.

Para la obtencion de ADN a partir de agarosa de bajo punto de fusion, se sigud el
protocolo de Sambrook y Russell (2001) con las modificaciones descritas a

continuacion. Se fundio la agarosa a 65°C durante 10min (en termoblot, se agitd en
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vortex cada 3min). Se agrego 1 vol de Buffer de elusion (20 mM Tris-HCI Ph 8.0, 1
mM EDTA), se incubd a 65°C otros 10min (se agité en vortex cada 5 min). Se agrego
1 volumen de Fenol (se agitd en vortex 30seg). Se centrifugé 15 min a 10,000 rmp
a temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa. Se agrego un volumen de
fenol y 1 volumen de cloroformo (se agité en vortex 30seg). Se centrifugd 15 min a
10,000 rmp a temperatura ambiente. Se recuper0 fase acuosa. Se agrego 1
volumen de cloroformo (se agité en vortex 30 seg). Se centrifugd 15 min a 10,000
rmp a temperatura ambiente. Se agrego 1/10 del volumen final de acetato de sodio
3 M ph 5.2. Se agité en vortex 15 seg. Se agrego 1ul de Glicogeno. Se agrego 2
volumenes de etanol al 100%. Se dejé toda la noche a -20°C. Se Centrifug6 30 min
a 5,000 rmp a temperature ambiente. Se lavé la fraccibn que precipitd (que
corresponde al ADN) 2 veces con 1ml de etanol al 70%. Se resuspendio el ADN en

agua.

- Ligaciéon y lavados con butanol.

La reaccion de ligacion se realizo en un volumen final de 40 pl y consistié en 4 ul de
buffer de ligasa 10X, 30fmoles de vector digerido, 90fmoles de inserto (guardando
una relacion 1:3) y 1ul de ADN ligasa T4 (5U) (Invitrogen). La reaccion se incubo6
toda la noche a 18°C. El ADN ligado se precipité con lavados sucesivos de
1lvolumen de 1- butanol (también se puede utilizar 2-butanol) hasta que el ADN se
observo en el fondo del tubo. EI ADN se seco y se resuspendio en 20ul de agua

destilada. Para calcular la cantidad de fmoles se utilizo la siguiente formula:
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(fmol DNA) ug DNA

ul ( 1mg )x Tamano de DNA (pb)
30007 mol) * T,0000D )

- Preparacion de células electrocompetentes.

Para preparar las células electrocompetentes, se hizdé un preinéculo de 5ml de
medio YENM (0.75% extracto de levadura, 0.8% Bacto nutrient broth) de Esterichia
coli DH5a, se incubd a 37°C toda la noche en agitaciéon. Este pre-inéculo se agregé
a 1 Lt de medio YENB y se dejo en agitacion de 3-6 hrs hasta que se alcanz6 una
densidad Optica de DO600 entre 5.9 a 9.0. Las células se enfriaron en hielo durante
15 min y se centrifugaron a 4,000 gs durante 10min para remover el sobrenadante.
Las células se lavaron dos veces con 200 ml de agua estéril fria. Se centrifugaron
a 4,000 gs durante 10min. Las ceélulas se resuspendieron en un total de 50 ml de
glicerol al 10% (filtrado) frio. Las células se centrifugaron 4,000 gs durante 10 min,
se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10% y se alicotaron en tubos de 40 pl. Las

alicotas se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -70°C.

- Electroporacion.

Para la electroporacion, se usaron 10 ul de la reaccion de ligacion con 40 ul de las
células electrocompetentes de E. coli DH5a a 1.8 mV. Las células electroporadas

se recuperaron en 1 ml de medio SOC (cuando se prepar6 1Lt de SOC se hiz6 una
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mezcla de: 20gr bacto-triptona, 5gr de extracto de levadura, 0.5 gr de NaCl, pH7.0,
se esterilizé en autoclave, una vez llegado el momento en que se hiba a utilizar se
agrego 5 ml de 5 M de MgClI2 y 20 ml de 1M glucosa) durante 20-30 min en agitacion
a 37°C. Las células se plaguearon en cajas Petri con medio LB (Luria Broth)

suplementado con el antibiético utilizado para seleccién (100ug/ml de ampicilina,

10ug/ml de cloranfenicol o 30ug/ml de canamicina) y se incubaron a 37°C por 24hrs.

- Expresion de proteinas fusionadas a GST

Los fragmentos de dAtrxL se expresaron como proteinas de fusion a GST en un
sistema bacteriano. Para la sobre-expresion de las proteinas de fusién a GST, se
sembrdé un pre-indculo en 5ml de medio LB de las bacterias E. coli (BL21) portadoras
de pGEX-4T-3-AtrxL1-22D) o pGEX-4T-1-Atrx (368-1103) o pGEX-4T-1-Atrx, (1147-1308) y
se crecieron toda la noche. Este cultivo se diluyé 1:100 en 250 ml de LB, se dejo
crecer 2hrs a 37°C hasta que alcanz6 un 0D600 0.4 — 0.6 y fueron inducidos a una
concentracion 0.4 mM de IPTG (Sigma) a 37°C durante 3 hrs con agitacion vigorosa.
Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 2,000rpm a 4°C durante 10 min para
obtener el botdn celular. El boton celular se congeld a -20°C hasta su procesamiento
para la purificacion de proteinas de fusion utilizando el protocolo de Smith y
Corcoran (2001) al que se le hizé pequefias modificaciones. El botdn celular de un
volumen correspondiente a 250 ml de cultivo se resuspendio en 10 ml de buffer de
solubilizacion STE [1 mM EDTA, 5 mM DTT, 150 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0,

con inhibidores de proteasas (numero de catalogo: 11697498001 Roche) y 2 mM
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PMSF], se agrego lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml y esta mezcla se
incubo en rotacion durante 20 min a 4°C. Se agrego sarcosil (N-lauryl sarcosina de
sodio) a una concentracion final de 1%. Las muestras se sometieron a 4 ciclos de
sonicacion (20 seg de sonicacion, 40 seg en hielo) o hasta que la mezcla tuvo
fluidez, utilizando 35% de amplitud. La sonicacion se realizo utilizando el “Sonics
VCX500 Ultrasonic Processor 500 watts”. Ademas se utilizo la punta de 250ul —
10ml (No. De Catalogo: 630-0559). Posteriormente, se agrego triton X-100 a una
concentracion final al 1% y se centrifugé a 13,000rmp durante 10min a 4°C. Las
proteinas recombinantes se purificaron agregando entre 200 a 300 ul perlas de
GST-sefarosa (Amersham) a 10 ml de sobrenadante que contiene la proteina de
fusion. Las perlas se incubaron durante 2 hrs en el sobrenadante. Posteriormente,
se lavaron 5 veces con Buffer STE con 0.5% de tritdn, centrifugando a 1,600rmp a
4°C por 10min. Para monitorear la purificacion de la proteina de fusion GST se
cargaron 20 ul de perlas en un SDS-PAGE y posteriormente se tifio el gel con

coomassie.

- Transcripcién y traduccién /n vitro.

Los fragmentos de dAdd1 se expresaron y marcaron utilizando metionina marcada
con S en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro (TNT). La reaccién de
transcripcion/traduccion in vitro se realizé utilizando el paquete: “TNT® Quick
coupled Transcription/Translation System” (Promega) siguiendo las instrucciones
del proveedor. Brevemente, la mezcla de la reaccion TNT consistio en lo siguiente:

40 pl de reticulocito, 2 pl de metionina marcada radiactivamente con S3 (Perkin
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Elmer), 1 ug de ADN plasmidico, agua bidestilada para llevar la mezcla de reaccion
a un volumen de 50 ul. La mezcla se incub6 90 min a 30°C, posteriormente se tomé
5 ul de la reacciéon TNT y se corrid en un gel de acrilamida SDS-PAGE, el cual se
secO y se reveld por autorradiografia. El resto de la reaccion se congelé a -20°C

hasta que se utiliz6 para el ensayo de “Pull-down”.

- Ensayo de “Pull-down”.

Un volumen de perlas de sefarosa portadoras de una cantidad equivalente a 1 ug
de proteinas de fusion a GST, se lavaron 2 veces con 1 ml de buffer de interaccion
[20 mM Hepes pH 7.9, 200 MM NaCl, 1 mM EDTA, 4 mM MgCI2, 1 mM DTT, 0.15%
nonidet P-40 (NP-40), 10% glicerol] durante 5 min para equilibrar las perlas. Las
perlas equilibradas se bloguearon con 1% BSA en buffer de interacciéon en un
volumen final de 300 ul durante 30 min a 4°C en agitacion constante. Las perlas se
centrifugaron 5 min a 1,600 rmp a 4°C. Las perlas se lavaron 2 veces con 500 ul de
buffer de interaccion. Finalmente, las perlas se llevaron a un volumen final de 300
ul con buffer de interaccion y se agregé un volumen de reaccion TNT
(aproximadamente 1 ug de proteina). La mezcla se incub6 4hrs a 4°C en rotacion
constante. Después del tiempo de incubacién, se realizaron 6 lavados con 1 ml de
buffer de interaccion cada lavado consistio de: una vez agregado el buffer de
interaccion se realizarén 30 inversiones del tubo eppendorf seguidas de una

centrifugacion de 1,000 rpm durante 10 min, se retir0 el sobrenadante y se realizd
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otro lavado. Las perlas se corrieron en un gel de acrilamida SDS-PAGE, el cual se

seco y se revelo por autorradiografia.

Cultivo celular de células S2R*, transfeccion y co-
inmunoprecipitacion.

- Clonacién de daddi-aen pAc5.1/V5

Para los ensayos de transfecciones transitorias se uso el vector pAc5.1/V5 His A
(Invitrogen), el cual utiliza el promotor de actina-5C para expresar la proteina de
interés de manera constitutiva con las etiquetas V5-6XHis en el extremo carboxilo
terminal. Dado que en este vector se requiere incluir una secuencia Kozak para
permitir la unién del ARN mensajero al ribosoma, se utilizd la siguiente secuencia
de Kozak: AAC GCC ATG GTA. Esta secuencia se incluydé en el ologonucleétido
“forward” seguido de la secuencia del ADN codificante de dadd1-a. El oligo reverso
no incluyé un codén de paro ya que después del sitio de clonacién multiple se
encuentra la secuencia codificante para la etiqueta V5-6XHis. El CADN de daddl-a
se clond en los sitios EcoR V/Not | del vector pAc5.1/V5-HisA [Tabla 3]. Esta

construccion fue secuenciada.

- Mantenimiento de la linea celular.

La linea celular S2R* se deriva de un cultivo primario de embriones de Drosophila

melanogaster de etapa tardia (20 - 24 horas) (Schneider, 1972). Muchas
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caracteristicas de la linea celular S2R* sugiere que esta linea celular proviene de

un linaje de células del sistema inmunolégico de D. melanogaster.

Las células de S2R* de Drosophila S2R* se crecieron a 26°C y sin CO:2 se
mantuvieron en medio Schneider complementado con 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor (Hyclone SH30396.03) y 100 pg/ml de estreptomicina vy
0.25ug/ml de anfotericina B (solucion antibiotico-antimicotico; Sigma-Aldrich
A5955); siguiendo las sugerencias del manual: “Drosophila Expression System”

(Invitrogen).
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Tabla 3 Datos sobre clonacion de fragmentos de dAtrx y dAdd1.

Fragment clonado Sitios utilizados Vector donde se
(a.a) Oligo "Forward" Oligo "Reverse" para la clonacién Templado clono el fragmento

dAtrx, (1-221) Fragmento obtenido por digestién en los sitios 471y 1132pb EcoR 11 Notl LD28477 PGEXAT1

dAtrx_ (368-1103) |CCGGGAATTCGATGACAGAAGGAAG |GCGCGTCGACAGMTAGGCATCTC EcoR1 ISall LD28477 PGEX4T1

dAtrx, (1147-1308) Fragmento obtenido por digestién en los sitios 3912 y 4404pb EcoRliXho | LD28477 PGEXAT1

i i -, PGBKT7-dAdd1-a

dAdd1 (1-225) Fragmento obtenido por Digestion EcoR 1/ BamH! |(1-625) PGBKT7

dAdd1-a (1-625) AACAGAATTCATGAGTAACAGTGCTCCGGGTAATAAGCGGCCGCAGCAGCTAGTTGACCATTCTCCAG |EcoR 1 Nott LD24316 PGBKTY

dAdd1-a (620-1199) | CTAGAATTCGATAAACAAGCTAGTGATGACGAATCAGCGGCCG CTAGCCAACAATCTCAGCCGTGGC |EcoR [1Not | LD37351 PGBKT7

dAdd1-a (355-1199) Fragmento obtenido por Digestion EcoR 1/Sall LD37351 PGBKT17

dAdd1-b (538-1125) | CAACGTCGACCTGCCGTGGATTATGTGTGTTA| GAATGCGGCCGCTAAATGTTGAGGAAGCGCATCTC | Sal l/ Not | LD24316 PGBKT7
PGBKT7-dAdd1-a |PGBKTY - dAdd1

dAddi-a (1-1199) Fragmento obtenido por Digestion EcoR IIKpnl (1-625) (355-1199)
PGBKT7-dAdd1-a

dAdd1-a (1-1199) Fragmento obtenido por Digestidn EcoR iNot | (1-625) pAcS. 1S
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- Transfecciones transitorias y extractos totales de proteinas de

células S2R+.

Las células S2R* fueron cotransfectadas transitoriamente con 10 pg de ADN
plasmidico de la construccion pAc5.1-daddla-V5-His A [Ver tabla 3], mediante el
método de calcio segun las instrucciones del proveedor (Invitrogen). Después de
transfectar, las células se dejaron crecer 48 hrs y posteriormente se colectaron para
la extraccion de proteinas totales solubles mediante el protocolo modificado de
Sacristan y cols. (2004). Las células se centrifugaron a 3,000rpm durante 5 min y el
boton celular se resuspendié en buffer WCE [25 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM KCl,
5 mM NaF, 1 mM pirofosfato de sodio, 1% nonidet P-40, 0.1% Triton X-100, 2 mM
PMSF e inhibidores de proteasas Complete (Roche)]. Se dejé en rotacién durante
30min y posteriormente se clarifico a 1,100 rpm. El extracto se utilizé de inmediato

para los ensayos de Coinmunoprecipitacion (ColP).

- Ensayos de Coinmunoprecipitacion.

Primeramente, las perlas de proteina A y G acopladas a agarosa (Invitrogen) fueron
blogueadas con 0.1% de BSA toda la noche a 4°C y se lavaron al siguiente dia 5
veces con 1 ml de PBS durante 10 min en rotacion a 4°C y una vez con 1 ml de

WCE, finalmente se resuspendieron en un volumen de WCE.
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Por otro lado, para el ensayo de coinmunoprecipitacion (ColP) se siguio el
protocolo de Sacristan y cols. (2004) al cual se le hicieron algunas modificaciones.
Para cada reaccion de inmunoprecipitacion se utiliz6 como minimo 1 mg de proteina
total de células transfectadas, o bien 6 mg proteina total de células no transfectadas.
En ambos casos, la proteina se llevo a un volumen final de 800 ul con buffer WCE.
En ambos casos, al extracto proteico se le hicieron 2 pre-limpiados (PC por las siglas
en inglés “pre-clearing”). Para realizar el primer pre-limpiado a los 800 pl del extracto
proteico total se agregaron 50 ul de proteina Ay G acoplada a agarosa bloqueada,
se incubd 1 hr a 4°C en rotacién y posteriormente se centrifugd 10min a 4°C a
1,000rmp y se recupera tanto el sobrenadante como las perlas, éstas Ultimas se
marcaron como PC1y se guardaron a 4°C en 1 ml de WCE. Para el 2° pre-limpiado
se repitid el paso anterior. Al finalizar los pre-limpiados, se recuper6 el extracto
proteico y se agrego el anticuerpo que se utilizé para la inmunoprecipitacién. Para
inmunoprecipitar dAddla-V5 en extractos proteicos de células transformadas se
agrego 1 ug de anticuerpo contra V5 (como control negativo o mock se utilizé 1 pg
de 1gG purificada de abcam). Para inmunoprecipitar dAdd1 o dAtrxL en extractos de
proteina total de células no transformadas, se utilizO 3 ug del anticuerpo
correspondiente: pan-dAddl o anti-dAtrx. P4 (como mock se utilizd 3 ug de Anti-
HA). Se dej6 que el anticuerpo y el extracto proteico interaccionara toda la noche a
4°C en rotacion constante. Al siguiente dia se centrifugé 30min a 10,000 g a 4°C,
se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo y se agregd 100 ul de perlas Ay G
blogueadas. Se incubd durante 4 hrs. Se centrifugd 10 min a 4°C a 1,000 rmp. Se

recuperd el sobrendante y se marca como no unido (UB por sus siglas en inglés
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“unbound”), mientras que las perlas se resuspendieron en 1 ml de buffer WCE y se
marcan como unido (IP o Mock) Las perlas de los Pre-limpiados (PC1y PC2), IPy
Mock se lavaron 5 veces con 1ml de WCE para lo cual en cada lavado una vez
agregado el WCE se incubarén 15 min a 4°C en rotacion y se centrifugaron 10min
a 4°C, se retir0 el sobrenadante y se realizo el siguiente lavado. Finalmente las
perlas se resuspendieron en 1 volumen de buffer Laemmli 2X, se cargaron en un
gel SDSy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 250 mAmp durante 3 hrs.

Una vez transferidas se tifleron con Ponceau.

- Obtencién de extractos nucleares de células S2R*.

Para la extraccion de proteinas nucleares de S2R* se realizaron pequefas
modificaciones al protocolo de Schreiber y cols. (1989). Se partié de un cultivo de
S2R* de 5 ml al 80% de confluencia. El cultivo celular se centrifugd 5 min a 2,000
rmp. Se lavd 2 veces el “pellet” celular con 1 ml de PBS y se centrifugé 5min a
2,000rmp. El “pellet” se resuspendié en 200 ul de Buffer A (10 mM Hepes pH 7.6,
10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.75 mM Espermidina, 0.15 mM
Espermina) complementado con inhibidores (no. de catalogo: 11697498001 Roche)
y 2 mM de PMSF. Se incubd 15 min en hielo. Se agreg6 25 ul de Igepal al 10%
(NP40) para llegar a una concentracion final del 1.25%, la solucion se mezclé
gentilmente con la pipeta. Se centrifugd a 12,000 rmp durante 40seg. Se recupero
el sobrenadante (fraccion de proteinas del citosol). Se agreg6 100 ul de Buffer de
Lisis NLB (20 mM Hepes pH 7.6, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA y 1 mm EGTA)

complementado con inhibidores de proteasas (no. de catalogo: 11697498001
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Roche) y 2mM de PMSF. Se incubd en rotacion 15 min a 4°C. Se centrifugo a 12,000
rmp durante 5 min. Se recuperé el sobrenadante que contiene la fraccion de

proteinas nucleares.

Ensayos de co-inmunoprecipitacion de extractos nucleares de

embriones de 0-12hrs.

- Preparacion de extractos nucleares.

La obtencién del extracto nuclear a partir de embriones de D. melanogaster se bas6
en un método del laboratorio de Kadonaga J.T modificado por Pazin M. J (Sullivan
et al, 2000), el cual permite la extraccion de los ndcleos en condiciones de baja
salinidad. Los embriones colectados (0-12hrs de desarrollo) se decorionaron
sumergiéndolos por 1 min en una solucion de cloro al 50%. Luego de varios lavados
con abundante agua destilada, se secaron en una malla de nylon sobre toallas de
papel para quitar el exceso de agua y se pesaron. A partir de este momento se
comenz6 a trabajar a 4°C en el cuarto frio. Por cada gramo de embriones se
afiadieron 3 ml de buffer | (15 mM Hepes pH 7.6, 10 mM KCI, 5 mM MgClz, 0.1 mM
EDTA, 0.5 mM EGTA y 350 mM sacarosa) con inhibidores de proteasas (no. de
catalogo: 11697498001 Roche) y 0.2 mM PMSF, y se desbarataron pasandolos tres
veces en un homogenizador a 1,000rmp. La muestra homogenizada se filtré a través
de una malla de Nitex, los restos de tejido se lavaron en buffer | (2 ml/gr de
embriones) y se centrifugd a 10,000gs a 4°C por 15 min para obtener la pastilla de

nacleos. Se guardo el sobrenadante, que es la fraccion de proteinas solubles de
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citoplasma, mientras que la pastilla se resuspendié en buffer I (3 ml/gr de
embriones) y se volvié a centrifugar a 10,000gs a 4°C por 15 min. Luego se
resuspendio en buffer AB (15 mM HEPES pH 7.6, 110 mM KCI, 5 mM MgClz y 0.1
mM EDTA) con inhibidores de proteasas (no. de catalogo: 11697498001 Roche) y
0.2 mM de PMSF, utilizando 1 ml por cada gramo de embriones. La suspension se
transfirid a un tubo previamente pesado y se centrifugo a 10,000gs a 4°C por 10min.
Despues de centrifugar, el sobrenadante se decanto y el tubo con la nueva pastilla
se peso para calcular la masa de ndcleos obtenidos, restando a esta cantidad el
peso del tubo vacio. Por cada gramo de nucleos obtenido, se afiadieron 0.5 ml de
buffer HEMG20 (25 mM HEPES pH 7.6, 12.5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 20% (V/V)
glicerol) conteniendo 0.1 M de KCI, inhibidores de proteasas (no. de catalogo:
11697498001 Roche) y 0.2 mM PMSF. La pastilla se resuspendio y la suspension
se incub6 en hielo por 1hr. Posteriormente, se hizé una ultracentrifugacion a
100,000 gs a 4°C por 1 hr para obtener cuatro fracciones (de arriba — abajo):
delgada capa de lipidos, capa liquida de color amarillo y transparente que
comprende alrededor de 50% del volumen total y representa la fraccion nuclear
soluble (SNF), capa liquida grisacea de material insoluble y capa sdlida de material

nuclear.

- Ensayos de coinmunoprecipitacion.

El ensayo de ColP se realizé con pequeiias modificaciones al protocolo descrito por
Leclerc y cols. (1996). Para cada reaccion de inmunoprecipitacion se utilizé6 como

minimo 1 mg de proteina SNF, la proteina se lleva a un volumen final de 800 ul con
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buffer PD [Heppes pH 7.9, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 4 mM MgCl2, 1 mM DTT,
0.1% NP40 (Igepal), 10% glicerol y 0.2 mM PMSF]. Al extracto proteico SNF se le
hacieron 2 pre-limpiados (PC por las siglas en inglés “pre-clearing”). Para realizar el
pre-limpiado 1 a los 800ul del extracto SNF se agregaron 50 ul de proteina Ay G
acoplada a agarosa bloqueada, se incuba 1hr a 4°C en rotacion y posteriormente
se centrifugd 10min a 4°C a 1,000rmp y se recuper6 tanto el sobrenadante como
las perlas, éstas ultimas se marcan como PC1y se guardaron a 4°C en 1ml de buffer
PD. Para el 2° pre-limpiado se repitio el paso anterior. Al finalizar los pre-limpiados,
se recuper6 el extracto proteico SNF y se agreg6 el anticuerpo que se utilizé para
la inmunoprecipitacion. Para inmunoprecipitar dAdd1l o dAtrx. en extractos de
proteina total de células no transformadas, se utilizd6 3 pg del anticuerpo
correspondiente: pan-dAddl o anti-dAtrx. P4 (como “mock” se utilizé 3ug de Anti-
HA). Se dej6 que el anticuerpo y el extracto proteico interaccionara toda la noche a
4°C en rotacion constante. Al siguiente dia se centrifugé 30 min a 10,000 g a 4°C,
se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo y se agregd 100 pl de perlas Ay G
bloqueadas. Se incubo6 durante 4hrs. Se centrifugé 10 min a 4°C a 1,000 rmp. Se
recupero el sobrendante y se marco como no unido (UB por sus siglas en inglés
“unbound”), mientras que las perlas se resuspendieron en 1 ml de buffer PD y se
marcaron como unido (IP o Mock) Las perlas de los pre-limpiados (PC1 y PC2), IP
y Mock se lavaron 5 veces con 1ml de PD; durante cada lavado: una vez agregado
el buffer las perlas se incubaron 15 min a 4°C en rotacion y se centrifugaron 10min
a 4°C a no mas de 1,000rmp, se retir0 el sobrenadante y se inicia un nuevo lavado.

Finalmente las perlas se resuspendieron en 1 volumen de buffer Laemmli 2X, se
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cargaron en un gel SDS y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa a 250
mAmp durante 3hrs. Para verificar la calidad de la transferencia la membrana de

nitrocelulosa se tifio con Ponceau.

Ensayos tipo Western blot.

Las proteinas solubles de todos los extractos obtenidos se separaron en geles de
acrilamida al 8 o 18% mediante electroforesis en una dimension bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS PAGE). Las proteinas se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa (0.20 um, Amersham) durante 3hrs a 250 mAmp a 4°C.

- Condiciones de anticuerpos contra dAddl y dAtrx (hechos en

rata).

Las membranas se bloquearon toda la noche a 4°C, con una solucién de 5% de
leche en polvo (Nestle CARNATION Instant nonfat milk) en 1X PBS con 0.2%
Tween-20 (PBT). Los anticuerpos primarios se incubaron en 2.5% leche PBT
durante 1 hr a temperatura ambiente, se utilizaron: anti-dAtrx. P4 (1:2000), pan-
dAddl (1: 2,000), anti-dAddla (1:150) y anti-dAdd1b (1:200). Posteriormente, se
hicieron 5 lavados de 10 min cada uno a temperatura ambiente con PBT. Los
anticuerpos secundarios acoplados a HRP (Rockland) se utilizaron 1:12,000 en
2.5% de leche en PBT y se incubaron durante 1lhr a temperatura ambiente. Se
hicieron 5 lavados de 10 min cada uno a temperatura ambiente con PBT. La

deteccidn de la sefial se llevo a cabo con el sistema ECL plus (GE Healthcare).
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- Condiciones de anticuerpos comerciales.

Las membranas se bloquearon 1 hr a temperatura ambiente, con una solucion de
10% de leche en polvo (Nestle Svelty Instant nonfat milk) en 1X PBS con 0.1%
Tween-20 (PBT). Los anticuerpos primarios se incubaron en 5% leche PBT durante
1 hr a temperatura ambiente, se utilizaron: anti-V5 (1:20,000), anti-HP1a (1:3,000),
anti-tubulina (1:2,000) o anti-TBP (1:1000). Posteriormente, se hicieron 5 lavados
de 10 min cada uno a temperatura ambiente con PBT. Los anticuerpos secundarios
acoplados a HRP (Rockland) se utilizaron 1:12,000 en 5% de leche en PBT y se
incubaron durante 1hr a temperatura ambiente. Se hicieron 5 lavados de 10 min
cada uno a temperatura ambiente con PBT. La deteccion de la sefial se llevo a cabo

con el sistema SuperSignal West Pico (Thermo Scientific).

- Ensayos para demostrar la especificidad de los anticuerpos.

Para probar la especificidad del anticuerpo pan-dAddl, se efectio al mismo tiempo
dos Western blot (WB) (siguiendo las condiciones descritas en la seccién de
Condiciones de anticuerpos contra dAdd1 y dAtrx de material y métodos) en ambos
casos se utilizo 100ug de extractos proteicos de células S2R+. Ambos WB se
realizaron con las mismas condiciones siendo la Unica variante que en el primer WB
se utiliz6 como primer anticuerpo pan-dAddl no competido y para el segundo WB
se utilizé pan-dAdd1 competido [Figura S1A]. La competencia se realiz6é incubando

el anticuerpo pan-dAddl en PBS, Tween 0.01%, 5% leche (Nestle CARNATION
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Instant nonfat milk) durante 2hrs en presencia de la proteina de fusion dAdd1-GST
fijada a una membrana de nitocelulosa, después del periodo de incubacion, se
recupera el sobrenadante (pan-dAddl competido). La proteina GST-dAddl de
fusion contiene el péptido: QGGEVYCCSTCPYVFCKSC (aa 122-137) de dAdd1 el

cual fue utilizado para elaborar el anticuerpo pan-dAdd1.

Para probar la especificidad de los anticuerpos dAddl-a y dAddl-b, las
proteinas de fusion GST-dAddla o b fueron expresadas en bacterias, fijadas en la
membrana de nitrocelulosa y finalmente se realizO un WB a estas membranas
utilizandod anti-dAdd1l-a [Figura S1B] o anti-dAdd1-b [Figura S1C]. Los resultados
demuestran que los diferentes anticuerpos reconocen especificamente a su

sustrato.

Ensayo de RT-PCR

El ARN se obtuvo utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen®) de embriones (0-3y 3-
21 hour), larvas de las tapas l1a, 2a 'y 3ra (L1, L2 y L3), pupas (P), faratos (Ph) y
adultos tanto hembras y machos Oregon (F y M). 10 ug de ARN total se convirtié a
cADN utilizando la enzima transcriptasa reversa (Invitrogen) y el oligo dT y los
random primers (Stratagene®). RP49 fue utilizado como control de RT- PCR. Para
determinar la presencia de los transcritos se utlizaron los siguientes
oligonucledtidos en la reaccion de PCR (esté procedimiento se encuentra detallado

en la tesis de maestria de Meyer, 2012):
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- daddlaf (5"-CATCTTACGGGCAAAGTGGT-3"),

- daddlar (5-CAGGCTGGCCAATATCGTGG-3"),

- dadd1bf (5"-GCTTGTCATCGGGCATATCT-3"),

- daddlbr (5"-GCTCATAAGCAGCCAGCAGT-3),

- daddlcf (5"-ACAGCGGCAGCAACGGAAGC-3),

- daddlcr (5-GCGGAAGTCCTTGCAGCGGT-3")

- rp49 forward (5-TCAAGATGACCATCCGCCCA-3');

- rp49 reverse (5'-GTTCTCTTGAGAACGCAGGC-3).

Inmunoprecipitacion de la cromatina

Las células S2R™* o las glandulas salivales de las larvas de la etapa 3 se fijaron en
formaldehido al 1%. La reaccion de fijacion fue detenida agregando glicina (125
mM). Las células o las glandulas salivales se lavaron y resuspendieron en buffer de
lisis, y la sonicacion se realizo hasta que la cromatina alcanzé entre 200 y 800 bp
utilizando el sonicador Bioruptor® Standard (Diagenode). Los pre-limpiados, las
incubaciones de anticuerpos, la inmunoprecipitacion y las extracciones fenol -
cloroformo se realizaron tal como se detalla en Valadez-Graham y cols. (2004). Para
la condicion de mock, se utilizé el suero pre-inmune o el anti cuerpo GFP. Se

utilizaron los siguientes oligonucleotidos:

- rover forward (5'-CAACCAAGACCAACCTACCC-3')
- rover reverse (5'-GCTCATTTTAGTCTGTCCGC-3')

- TAS3L_ChIP1 (5-TGACTGCCTCTCATTCTGTC-3') (Antéo et al, 2012)
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- TAS3L_ChIP2 (5'-TATCATCTCGTTCATCCGCC-3') (Antéo et al, 2012)

Las qPCRs se efectuaron utilizando el kit: LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green | (no. de catalogo de Roche: 03003230001) y cada corrida se efectlo
en el equipo LyghtCycler 1.5 (Roche), la cuantificacion relativa se realizé de la

siguiente manera:

- El porcentaje de INPUT fue calculado utilizando la férmula:

~(=ACt [normalizedCh ”’]]-ﬁ('

% Input = (normalized ChlP]

= (C, [ChIP] — (C, [Input] — Log2 (input dilution factor),

Donde:

Input dilution factor = (fraction of the input chromatin saved)-1

Todos los ensayos se realizaron al menos 3 veces

Ensayo de cuantificacion de B—galactosidasa.

La deteccion de p-galactosidasa en moscas adultas se efectué con algunas
modificaciones del protocolo descrito por Gu y Elgin (2013). Para la los ensayos de
cuantificacion de p galactosidasa, las moscas se homogenizaron en 300ul de buffer
de ensayo (50 mM de fosfato de potasio, 1 mM MgCl2, pH 7.5), posteriormente el
extracto proteico se centrifugd 5 min a 4°C a 12,000 rmp. Se recuper6 el

sobrenadante y se cuantifico proteina a OD 280nm. Se tomd una alicota de 100 pg
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de proteina y se transfiri6 a 150 ul de una solucion de CPRG (1 mM rojo de
clorofenol B-D-galactopiranosida en buffer de ensayo) y se midio la OD a 574nm a
intervalos de tiempo de 0, 1 hr y 2 hr, durante estas 2 hrs la mezcla se incub¢ a
37°C. La actividad de B-galactosidasa fue calculada en funcion del cambio en OD.
Para todos los ensayos, se utilizaron extractos proteicos obtenidos de 5 machos

adultos de cada genotipo analizado obtenidos de forma azarosa en la poblacion.
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RESULTADOS

El dominio ADD de dAtrx esta altamente conservado en

Drosophila y otros invertebrados.

Se realiz6 una busqueda bioinformética de genes que pudieran codificar a proteinas
gue contengan el dominio ADD en el genoma de Drosophila utilizando la region (aa
169-268) de la proteina hATRX. Se utilizé dicha region por que es el segmento de
la proteina hATRX donde se encuentra el dominio ADD. La busqueda se efectlo
utilizando el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center
of Biotechnology Information). Utilizando esta aproximacion, se identifico el gen
anotado como CG8290, el cual codifica a tres proteinas que tienen un dominio ADD
muy conservado en el extremo amino terminal que es en un 52% homadlogo y un
36% idéntico al dominio ADD de hATRX [Figura 10A, B.]. EI alineamiento de
proteinas [Figura 10A] demostré que existe una gran conservacion de la posicién
de las cisteinas que coordinan los atomos de zinc en el GATA-like y los dedos PHD
de zinc. Sin embargo, esta conservacion no es tan alta cuando se realiza la
alineacion con DNMT3L, una metiltransferasa que tiene también el dominio ADD
[Figura S6]. EI dominio ADD de las proteinas codificadas por el gen CG8290 de
Drosophila es mas similar al de hATRX que al de las DNMT3L. Mientras este trabajo
estaba en preparacion para su publicacién Alekseyenko y cols., (2014) nombraron
daddl (debido a que en Drosophila es el primer gen que hasta el momento se ha
identificado que codifica para proteinas que contienen el dominio ADD) al gen

CG8290 (Alekeseyenko et al, 2014). En la proteina hATRX, existen algunos
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aminoacidos en un “pocket” hidrofébico que median la interaccion entre la
combinacion H3K9me3 y la H3K4 no metilada (H3K4meO0) del extremo amino
terminal de la H3 (Li y Li, 2012). En general, es importante hacer notar que el sitio
de union al “pocket” hidrofébico se encuentra conservado entre el ADD de
Drosophila y el de hATRX (aa 110-126 en dAddl). Asimismo, existen muchos
aminoacidos conservados que no son parte del bolsillo hidrofobico, tales como la
histidina 189 y la prolina 190 de hATRX (las cuales corresponden ala aa 96y 97 en
dAddl) las cuales se han encontrado que sufren mutaciones en el sindrome ATR-
X (Iwase et al, 2011). Se construyé un modelo tridimensional del dominio ADD que
se encuentra en las proteinas dAddl (aa 64 al 164) y se comparo con el dominio
ADD de hATRX [Figura 10B]. Los dominios ADD de hATRX y dAtrx sobrelapan
principalmente en el dedo tipo GATA y el dedo PHD de zinc en las hélices 1,2y 3
(h1, h2 y h3, respectivamente), y también se encuentra conservado el “pocket” que
es importante para el reconocimiento de H3K9me3 y H3K4meO0 [Figura 10C]. En el
trabajo recientemente publicado por Alekseyenko y cols. (2014), se demostrd in vitro

que el dominio ADD de dAdd1l se une preferentemente al péptido H3K9me3.

Asimismo, se comparé la estructura nativa del dominio ADD de dAddl con el
dominio ADD de las DNMT3L [Figura S6] y se encontré un empalme minimo cuando
se sobreponen las estructuras. Esto permite proponer que durante la evolucion, la
proteina ATRX sufrio un evento de fision. Para obtener una idea de la historia
evolutiva de ATRX, se decidio realizar un arbol filogenético utilizando las secuencias

de ADDy los dominios helicasa/ATPasa de los eucariontes superiores. Se encontrd
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que los ancestros de los eucariontes superiores poseen una proteina que tiene tanto
los dominios ADD como helicasa/ATPasa, pero en los insectos se efectlo un evento
de fision mediante el cual los dos dominios fueron separados, generandose dos
genes diferentes [Figura 11, Figura S2] (posiblemente involucrando una duplicacion
de genes con una subsecuente degeneracion parcial, como se ha propuesto para
las proteinas cmi (cara mitad, también conocido como Lpt) y TRR (Trithorax-related
protein) de la familia de genes monkey King (mkg) en Drosophila) [Wang et al, 2004;

Chauhan et al, 2012).

Otro factor de interés, es que en Drosophila, las proteinas ADD adquieren
otros dominios tales como MADF (myb/Sant-like, los cuales se representan como
hexagonos azules [Figura 11], lo cual sugiere que estas proteinas pudieron haber
adquirido nuevas funciones. Los dominios MADF pueden reconocer secuencias
repetitivas en el ADN, se sabe que en las proteinas Adfl (Adh transcription factor 1)
y Dip3 (Dorsal interacting protein 3) los dominios MADF dirigen la union de estos
factores transcripcionales a secuencias promotoras especificas (Bhaskar y Courey,
2002). Todos estos datos llevan a proponer que las proteinas codificadas por el gen

daddl pudieran ser ortélogas del extremo amino terminal de la proteina hATRX.
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Figura 10 EIl dominio ADD de las proteinas hATRX se encuentra conservado en las proteinas dAdd1 de Drosophila

A. En la figura se observa la prediccion del dominio ADD en el alineamiento de secuencias proteicas de hATRX y dAdd1. Las cisteinas conservadas se resaltan con letras amarillas y
se enmarcan con cajas azules. Los aminoacidos involucrados en el reconocimiento de H3K9me3 se sefialan con barras verdes y H3K4meO se sefiala con barras y rojas, respectivamente.
Los aminoacidos que conforman el dedo de zinc tipo GATA se subrayan con barras verdes y los que conforman el PHD imperfecto C4-C4 se subrayan con barras rojas. B.
Representacion de “Ribbon” del dominio ADD de hATRX en rojo (izquierda) y dAdd1 en verde (centro), se utilizé el servidor CPH models-3.0 para crear el modelo del dominio ADD de
dAddl. A mano izquierda se muestra el empalme estructural de los dominios ADD de hATRX y dAdd1. C. Organizacion de los dominios en las isoformas dAdd1 (a-c). Todas ellas tienen
un dominio ADD en el extremo amino. Las isoformas dAdd1-b y dAdd1-c presentan dos copias del dominio MADF en el extremo carboxilo de la proteina.
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Figura 11 El dominio ADD de ATRX se encuentra conservado tanto en vertebrados como invertebrados.

En la figura se observa el arbol filogenético que se obtuvo utilizando las secuencias del dominio ADD de ATRX. Ademas frente al arbol se dibujo la arquitectura de dominios de cada
proteina que fue utilizada para el estudio. El estudio se efectlio con PhyML (Guindon y Gascuel, 2003). ScanProsite (De Castro et al, 2006) se utilizé para determinar la arquitectura de
dominios de cada proteina. Los nimeros que se muestran en cada rama del arbol representan valores de “bootstrap”. En el arbol se observa que la proteina ancestral portadora del
dominio ADD sufrié un evento de fision durante la evolucion de los insectos. También se puede observar que las proteinas homélogas a ATRX dentro del género Drosophila han
adquirido dominios MADF en tandem durante su divergencia a partir de otros insectos. Este dominio parece ser funcional dada su conservacion dentro del género. Para ver los
parametros utilizados remitirse a Material y Métodos.
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Las proteinas dAddl se expresan a lo largo de todo el
desarrollo de Drosophila melanogaster y son proteinas
nucleares que preferencialmente pueden unirse a diferentes

regiones de la cromatina.

A través de andlisis de RT-PCR de los cCADNSs obtenidos a partir de diferentes etapas
del desarrollo [ver material y métodos y la Figura 12A], se encontraron tres
transcritos daddl-a, dadd1l-b y daddl-c [Figura 12A, y 12B panel superior]. Los
transcritos (daddl-a, dadd1-b, daddl1-c) son productos de “splicing” alternativo del
gen CG8290 descrito en FlyBase (St. Pierre et al, 2014). Todos estos transcritos se
depositan maternalmente en el embridn y posteriormente se expresan durante todas
las etapas del desarrollo [Figura 12B, lineas 0-3] (para mayor informacion ver la

tesis de maestria de Meyer, 2012).

Cuando se amplifica el transcrito dadd1-b, aparece otra banda de mayor peso
molecular [Figura 12B panel superior]. Se secuencié este fragmento y se encontro
que corresponde a un nuevo transcrito que retiene el intrén cinco. La presencia de
este transcrito varia durante todo el desarrollo siendo mas abundante en las etapas
larvarias. Analisis bioinformaticos indican que la retencion del quinto “intron” en este
transcrito genera un codon de paro el cual resulta en la traduccion de una proteina
que conserva solamente un dominio MADF (tesis de maestria de Meyer, 2012). Se
requieren mayores analisis para probar la presencia de esta proteina en D.

melanogaster.
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Hasta el momento solo se ha podido identificar tres proteinas derivadas de
los transcritos del gen daddl que tienen peso molecular que se encuentra en el
rango de los 112kDa a los 130kDa [Figura 10C]. Las proteinas dAdd1-b y dAdd1-c
tienen diversos dominios MADF en su extremo carboxilo terminal. Se diseiid un
anticuerpo que reconoce al mismo tiempo a las tres isoformas dAdd1 (el cual hemos
llamado pan-dAdd1l, ver material y métodos), el anticuerpo fue probado a través de
Western blot y para demostrar si eficiencia fue competido con las proteinas de fusion
GST-dAddl [Figura S1A y material y métodos]. En los inmunoblots se observan
principalmente dos bandas (112 y 130kDa). Basandose en los pesos moleculares
predichos para estas proteinas, las sefiales de estas bandas de alto peso molecular
probablemente representa a estas tres proteinas pero no se pueden visualizar por

los métodos estandar de electroforesis SDS-PAGE.

Mediante Western blot se demostré que las proteinas dAdd1 se encuentran
enriquecidas en la fraccion nuclear de las células S2R* [Figura 12C]. Dado que las
proteinas son nucleares y tienen sitios de probable unién a la cromatina y al ADN,
se analizo su localizacion en la cromatina. Para lo cual se efectuaron preparaciones
de cromosomas politénicos de larvas de la tercera etapa de desarrollo, y se
inmunotifieron con el anticuerpo pan-dAddl. Estos estudios demuestran que las
proteinas dAdd1 se localizan en diversas bandas e interbandas de los brazos de los
cromosomas politénicos [Figura S3]. La sefial también esta presente en las regiones
heterocromaticas tales como el cromocentro y el cromosoma cuatro, colocaliza con
la sefial dAtrx en esta region y en otras regiones heterocromaticas [Figura 12D y

Figura S3] (tesis de maestria de Meyer, 2012).
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Adicionalmente, para confirmar si dAdd1 colocaliza con dAtrx, se expreso
una proteina dAtrx. fusionada a HA (dAtrx.-HA) en glandulas salivales de larva
(Bassett et al, 2008). Esta proteina de fusion dAtrxL-HA se localiza en los mismos
sitios que dAtrxL silvestre (Valadez-Graham et al, 2012) y no altera la distribucion
de dAdd1 [comparar la Figura 12D y Figura S3]. Se encontro que dAdd1l colocaliza

con dAtrxL-HA en el cromocentro y en otras regiones heterocromaticas [Figura 12D].

Estos resultados abren la posibilidad de que las proteinas dAddl que
contienen el dominio ADD pueden interaccionar con dAtrx (que no tiene el dominio
ADD), y es muy posible que ambas proteinas realicen funciones complementarias

en algunas actividades celulares.

128



A

dAdd1-a o pan-dAdd1
— — :
dAdd1-b — i
—_
dAdd1-c = — . —
— <

Intron
Utr —
Exon

Add [—
» Madf  ————
B Embrion  Larva Adulto

033211112 L3 P Ph F M G -

; Brazos

cromosomales

500 dAdd1-b

C
S2R+ Extractos Proteicos

230 Pol Il 2 ) _

. Cromocentro
Embrién Larva Adulto 150 —

03321112 13 P Ph FM G -

pan-dAdd1

dddie T

N C

.

.
¥

Figura 12 Las proteinas dAdd1 se expresan a través del desarrollo.

A. Esquema de los mARNs de daddl generados por “splicing” alternativo. La secuencia de nucleétidos de los dominios ADD y MADF se representan como cajas grises. Los oligos
utilizados para amplificar los cADNs que representan a los mARNs que codifican a las isoformas de Add1 se indican mediante flechas horizontales. B. Los transcritos de dadd1 fueron
detectados a lo largo de todas las etapas de desarrollo de Drosophila, a partir del ARN aislado de embriones (0-3 y 3-21hrs), larvas de las etapas 1?2, 22 y 3@ (L1, L2 y L3), pupa (P),
Farato (Ph por sus siglas en inglés: “pharate”) y hembra adulta (F por sus siglas en inglés: “female”) y macho adulto (M). rp49 fue utilizado como control del RT-PCR. La secuencia de
los oligos especificos utilizados para detectar y secuenciar los exones de cada uno de los diferentes mMARN de dadd1 se describen en la seccion de Material y métodos. Los marcadores
de peso molecular se encuentran representados a la derecha de los paneles como barras. C. Las isoformas proteicas de dAdd1 (a-c) son principalmente nucleares. Se detectarén las
proteinas dAdd1 (a-c) por Western blot utilizando el anticuerpo pan-dAdd1 en las fracciones solubles nucleares (N) y citoplasmicas (C) aisladas a partir de células S2R*. La subunidad
larga de la ARN Polimerasa Il y la $ tubulina fueron utilizadas como controles de las fracciones nuclear y citoplasmica, respectivamente. Los marcadores de peso molecular se colocaron
a la izquierda de los paneles y estan dados en kDa. D. Las proteinas dAdd1 colocalizan con la proteina dAtrx en los cromosomas politénicos de larvas de la tercer estapa de desarrollo.
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dAtrx.-HA y dAdd1 fueron detectados con los anticuerpos anti-HA (Rojo, panel superior derecho) y pan-dAddl (verde, panel
superior izquierdo), respectivamente. Las proteinas dAdd1 y dAtrx,-HA colocalizan en algunas bandas e interbandas (panel
izquierdo inferior). Ademas, colocalizan en regiones heterocromaticas como el cromocentro (ver el recuadro insertado en el
panel inferior derecho). Observar que no todas las bandas colocalizan.

Las proteinas dAddl interaccionan directamente con la

proteina dAtrx..

Para probar la hipotesis de interaccion, se efectuaron experimentos de co-
inmunoprecipitacion utilizando diferentes anticuerpos generados contra las

proteinas dAddl y dAtrx (ver materiales y métodos).

Como una primera aproximaciéon se coinmunoprecipit6 dAddl con el
anticuerpo pan-dAddl y se probd si dentro de las proteinas inmunoprecipitadas se
detectaba a dAtrxL. Como se observa en la figura 13A (panel superior linea IP) se
detect6 en el inmunoprecipitado (IP) tanto dAdd1 como dAtrxL (en la IP las bandas
gue corresponden tanto a dAdd1l como a dAtrxL se sefialan con flechas). Asimismo,
se efectlo la inmunoprecipitacion reciproca con el anticuerpo dAtrx., y se demostrd
gue al menos una de las proteinas dAddl (de aproximadamente 130kDa)
coinmunoprecipitan con dAtrx. [Figura 13A panel inferior, linea IP (las bandas que
corresponden tanto a dAdd1l como a dAtrx. se sefialan con flechas)]. La sefial en
ambos casos es especifica debido a que no puede ser detectada cuando utilizamos
un anticuerpo irrelevante para realizar el ensayo de inmunoprecipitacion (linea
“mock” en todos los blots). Para caracterizar cual de las proteinas dAddl se
observan en la banda de la inmunoprecipitacion detectada con pan-dAddl, se
realizé un ensayo de coinmunoprecipitacion utilizando extractos totales de células
S2R* con anticuerpos generados contra dAdd1l-a o dAdd1-b. En estos ensayos se
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encontré que tanto dAdd1-a como dAdd1-b coinmunoprecipitan con dAtrx. [Figura
13B, panel superior e inferior, las flechas indican las bandas especificas que
corresponden a las proteinas inmunoprecipitadas]. En el blot de dAddl-a [Figura
13B] existe una banda de alto peso molecular, de aproximadamente 250kDa, esta
banda es inespecifica porque también aparece en la inmunoprecipitacion efectuada
con la IgG purificada de conejo [Figura 13B, linea “mock”]. El hecho de que tanto
las proteinas dAdd1-a y dAdd1-b, pueden inmunoprecipitar con dAtrx. indica que el
dominio de interaccion esta conservado en ambas proteinas 0 que existe una

tercera proteina que esta mediando la interaccion.

Para determinar si existe dentro de las proteinas dAddl algin dominio que
les permita entablar una interaccion proteina — proteina con XNP/dAtrx se realizaron
ensayos de “Pull-down”. En estos ensayos se probarédn los fragmentos dAdd1-a®55
1199) y dAdd1-a(620-1199) E| fragmento dAdd1-a®%5-1199) que contiene los amino &cidos
355-625 se une a los fragmentos dAtrx.(:??1) (extremo amino terminal) y dAtrx, (368
1103) (fragmento SNF2). El fragmento dAdd1-a®20-11%9) carece de los amino &cidos
355-625, no interaccionan con ninguno de los fragmentos de dAtrxL que se probaron
[comparar el segundo y tercer panel de arriba hacia abajo a la derecha de la Figura
13D]. En estos analisis, también se encontré que los fragmentos que incluyen a los
dominios MADF (dAdd1-b®38-112%) interacciona con los fragmentos que contienen el
extremo amino terminal y SNF2 de la proteina dAtrx. [Figura 13D cuarto panel de
arriba hacia abajo a la derecha de la figura] pero este fragmento también se une al

control negativo (GST).
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Figura 13 Las proteinas dAtrx y dAdd1 interaccionan fisicamente.

A. Ensayos de Coinmunoprecipitacion de dAddl y dAtrx,, la IP se realizé con el anticuerpo pan-dAddl (paneles superiores) y los ensayos reciprocos de ColP se efectuaron con el
anticuerpo de dAtrx, (paneles inferiores). Los extractos nucleares embrionarios (NE), extractos totales de células S2R* (TE), pre-limpiado (PC); fraccion proteica no unida (UB); “Mock”
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es la IP que se efectlio con un anticuerpo no relacionado. La presencia de dAdd1 y dAtrx, en las proteinas precipitadas fue
determinada mediante Western blot utilizando el anticuerpo especifico. Se cargé para el “INPUT” el 20% del extracto nuclear
(lo que corresponde a aproximadamente 150ug de proteina) que se utilizé para la IP. Los marcadores de peso molecular en
la izquierda de los paneles representan kDa. B. Los ensayos de ColP de dAddl-a y dAdd1-b con dAtrx,. Extracto total de
células S2R* (TE); pre-limpiado (PC); fraccién proteica no unida (UB); La IP se realiz6 con anti-dAtrx, . El “Mock” es la IP que
se efectlio con un anticuerpo no relacionado. La presencia de dAddl-a y dAddl-b en la proteinas que precipitaron se
determiné utilizando anticuerpos especificos. 20% del extracto total (lo que corresponde a 150 ug de proteina) fue cargado
como “INPUT". La banda de 250kDa observada en la linea del “INPUT” es una banda inespecifica. Los marcadores de peso
molecular marcados a la izquierda de los paneles representan kDa. C. Representacion de los fragmentos ensayados mediante
“Pull-down”. Los fragmentos importantes para la interaccién entre dAtrx y dAddl se muestran con cajas de lineas
interrumpidas. D. Ensayo de “Pull-down”. La primera linea de todos los paneles (excepto los geles tefiidos por Coomassie)
muestran el 10% de la cantidad total de la proteina marcada generada mediante transcripcién/traduccion in vitro (fragmentos
dAddl) utilizada para cada experimento (“INPUT"). El resto de las lineas son la interaccion experimental (fragmentos GST-
dAtrx y dAdd1l) y la interaccién control (fragmentos GST y dAdd) para cada polipéptido analizado. Los geles tefiidos por
Coomassie muestra la cantidad de proteina de fusionadas a GST que se utiliz para cada ensayo.

A partir de los datos de Pull-down que se acaban de describir se puede
concluir que el dominio de dAddl que interacciona con dAtrxL se encuentra
conservado en todas las isoformas de dAddl. Por lo tanto, es posible que todas las
isoformas interaccionen directamente con el extremo amino-terminal de dAtrx, (1-22
2.3) g través del dominio amino terminal dAdd1-a(-625 23 Es importante mencionar
gue este fragmento dAtrxL solo se encuentra conservado en la isoforma larga, y no
empalma con el dominio de interaccion de HP1la (Iwase et al, 2011). En contraste,
esta region empalma con el dominio de interaccion con DREF, el cual fue reportado
por nuestro grupo (Valadez-Graham, 2012). Con base en estos resultados, se
puede concluir que todas las isoformas pueden interaccionar directamente con la

proteina dAtrx..

datrx y dadd1l interaccionan genéticamente.

Hasta este punto se ha demostrado que dAddl y XNP/dAtrx interaccionan
fisicamente, y es por eso que se desed conocer si también interaccionan
genéticamente en Drosophila melanogaster. Para este propdsito, se realiz6 cruzas
entre moscas portadoras de alelos atrx y daddl1 con el fin de obtener organismos
transheterécigos. Para dicho analisis, se utilizo tres alelos atrx (Bassett et al, 2008).
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atrx! es una deficiencia que descubre todo datrx asi como tres genes adyacentes;
atrx? es un alelo hipomérfico que afecta tanto a la isoforma larga como a la isoforma
corta de dAtrx y atrx3 es un alelo hipomorfo que afecta solamente a la isoforma larga.
La sobrevivencia de las moscas heteroalélicas de atrx se ve afectada, como
previamente fue reportado, y no presentan ningun fenotipo obvio (Tabla 4, Valadez-
Graham et al, 2012). Ademas, hemos utilizado dos lineas que portan inserciones de
elementos P, las lineas dadd1NP1240 y dadd1NPO793, Estas inserciones caen a 83 y 82
pb, respectivamente, con respecto al sitio de inicio de la transcripcion [Figura 14A)].
Para determinar si las inserciones afectan los niveles de las proteinas dAddl, se
extrajo la proteina total de moscas adultas de diferentes genotipos y se analiz6 la
presencia de las proteinas dAdd1 a través de Western blot utilizando el anticuerpo
pan-dAddl [Figura 14B]. Se encontré que los niveles de las proteinas dAddl
disminuyen en individuos homadcigos dadd1NP1240/dadd1NP1240, con respecto a las
moscas heterécigas dadd1NP1240/+ o +/+ [Figura 14B]. También se analizd los
niveles de mARN de daddl en los individuos dadd1NP1240/+ o dadd1NPO793/+ a través
de RT-PCR semi-cuantitativo y encontramos que los niveles del mARN de daddl
disminuyen en los individuos mutantes en comparacion con las moscas daddl
silvestre [Figura S4]. Estos resultados indican que estos alelos son hipomorfos.
Resultados similares fueron obtenidos con las moscas heteroalélicas
dadd1NP1240/dadd1NPO793 (datos no mostrados) y es por ello que para el resto de

nuestras pruebas utilizamos el alelo dadd1NP1240,

El 44% vy 90% de las moscas dadd1NP1240/dadd1NPi240

dadd1NP1240/dadd1NPO793 alcanzan la etapa adulta, respectivamente, lo cual
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demuestra que gran parte de la letalidad se presenta en los individuos
dadd1NP1240/dadd1NP1240 (56%) comparado con la letalidad que presentan las
moscas dadd1NP1240/dadd1NPO793 (10%) [Tabla 4]. Estos datos sugieren que la
letalidad en las moscas dadd1NP1240/dadd1NP1240 es causada por algun factor
presente en el cromosoma portador del alelo dadd1NP1240 y no por la falta de dAdd1.
Los individuos dadd1NP1240/dadd1NP0793 son fértiles y no presentan ningun fenotipo

obvio.

La sobrevivencia de las moscas transheterdcigas daddl/atrx se ve
medianamente afectada, y un pequefio porcentaje de estas moscas presenta masas
melandticas; éstas ultimas se observan tanto en individuos de larvas del tercer instar
como en individuos adultos. El porcentaje de masas melandticas es mayor en
moscas portadoras de dos alelos de atrx distintos en combinacion con un alelo de
daddl [Figura 14, Tabla 4]. Se obtuvieron resultados similares con todas las
combinaciones de los alelos atrx y daddl [Figura 14, Tabla 4]. Las masas
melandticas también aparecen durante las etapas larvarias, y en este caso los
individuos no pueden continuar con las siguientes etapas del desarrollo [Figura
14C]. Algo similar sucede con las moscas adultas que presentan tumores
melandticos, debido a que mueren dentro de los siguientes 10 dias post-eclosion
(datos no mostrados). Estos datos proveen evidencia de que, ademas de que existe
una interaccion fisica como ya se ha demostrado en las secciones anteriores,
también existe una interaccion genética entre daddl1 y xnp/datrx la cual es esencial

para el desarrollo de la mosca.
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Tabla 4. Interaccion entre dadd1 y atrx.

| Genotipo Masas Melanéticas® (%)

atrx’|+ 789/789 (100) 0/789 (0)
atrl+ 202/202 (100) 0/202 (0)
atrd’l+ 775789 (98) 0/775 (0)
atrx'latrx® 80/202 (40) 0/80 (0)
atrx’latnd® 387/789 (49) 0/387 (0)
atrx®latrx® 130/228 (57) 0/130 (0)
dadd 1P 1240, 180/180 (100) 0/180 (0)
dadd 1MFo793y 255/255 (100) 0/255 (0)
dadd 1"F1?*%dadd1"F 1240 91/2086 (44) 0/91 (0)
dadd1VF124% dadd1NPO79% 163/180 (90) 0/163 (0)
dadd 1" 4% 1 atnc "I+ 454/454 (100) 32/454 (7)
dadd 1"F124% 1 atre?/+ 568/568 (100) 11/568 (2)
dadd 1" "#*% v atncl+ 632/632 (100) 14/632 (2)
dadd 1"FO795 1 atnd I+ 152/152 (100) 5/152 (3)
dadd 17O+ atnci i+ 322/322 (100) 11/322 (3)
dadd 1779 +;atncl+ 243/243 (100) 7/243 (3)
dadd1"F'24% 1 atnd’ Jatra® 76/105 (72) 9/76 (12)
dadd 1" "2*%+; atnc’latrx® 106/141 (75) 8/106 (8)
dadd1"FO7%% 1 atre?/atrx® 161/219 (73) 15/161 (9)

2 El nimero de moscas obtenido dividido entre el nimero de moscas esperadas de acuerdo a la clase mas sana en cada
cruza. El porcentaje se encuentra en paréntesis.

b, Namero de individuos adultos observados con masas melandticas [Figura 14B] dividido entre el namero total de la clase
examinada. El Porcentaje se encuentra en paréntesis.
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Figura 14 Interaccion genética entre daddl y datrx.

A. En el esquema de daddl se muestra la posicion de la insercion del elemento P (EP) (triangulo gris) en los alelos dadd1"?'24° y dadd1N"®%3, |os intrones se representan con cajas
blancas mientras que los exones se representan con cajas grises. También se muestra el codén de inicio de la traduccion ubicado en los 308pb con respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. B. dadd""*?%° es un alelo hipomorfo. Ensayo de Western blot realizado con el anticuerpo pan-dAddl. Cada linea contiene 150ug de proteina proveniente de moscas adultas
de cada genotipo indicado. B-tubulina fue usado como un control de carga. Es importante resaltar que en los individuos homicigos para el alelo daddl se presenta menor cantidad de
proteina dAdd1 con respecto a los individuos +/+. Esto demuestra que el alelo es hipomérfo. La banda de 250kDa que se observa en la linea silvestre es inespecifica. Los marcadores
de peso molecular que se encuentran a la izquierda de los paneles representan kDa. C. Algunos individuos dadd1/atrx presentan masas melanéticas. Se muestran individuos dadd1/atrx

que presentan masas melandticas durante la etapa larvaria (panel superior) y etapa adulta (panel inferior). Los individuos silvestres (w''*® larva y OreR para adulto) se muestran a la
izquierda para comparacion.
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Las proteinas dAddl colocalizan con HPla en regiones
heterocromaticas y cooperan con dAtrx en el mantenimiento de

la heterocromatina pericentromérica.

Como las proteinas dAdd1 interaccionan con dAtrxL, se planteo las posibilidad de
que estas proteinas podrian estar involucradas en el mantenimiento de la
heterocromatina; es por ello, que analizamos su interaccion con HP1a. Como ya se
ha mencionado anteriormente, el dominio de interacciéon de HPla en la proteina
dAtrxL (245aa-CxVxL-249aa, Bassett et al, 2008) no empalma con el dominio de
interaccion de las proteinas dAddl. Por ello, es posible que las dAddl-a, b o c,
dAtrxL y HP1a puedan co-existir en el mismo complejo proteico. Si esto es verdad,
entonces debemos ser capaces de coinmunoprecipitar a HP1a con las proteinas
dAddl. Por lo cual, expresamos a la proteina dAddla fusionada a V5 en células
S2R* y se detecto la presencia de HP1a en un ensayo de inmunoprecipitacion (IP)
de la proteina V5-dAddla con el anticuerpo V5 [Figura 15A, panel inferior, con
asterisco blanco]. Aunque la sefial es débil es especifica debido a que no puede ser
detectada en el control negativo de la IP (“mock”) [Figura 15A]. Este hallazgo indica
que dAddl-a es capaz de co-inmunoprecipitar con HPla. Nosotros también
demostramos que dAddl1 y HP1a colocalizan en regiones heterocrométicas y en el
cromocentro de cromosomas politénicos [Figura 15B flecha amarilla]. La sefial de
dAddl también se observa en otras regiones donde la sefial de HP1a es detectada

[Figura 15B flecha verde].
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Los resultados anteriores de los ensayos de coinmunoprecipitacion e
inmunolocalizacion sugieren que las proteinas dAddl pueden colocalizar en
diferentes regiones de la cromatina. Para analizar con mayor detalle en qué tipo de
cromatina se encuentran enriquecidas al mismo tiempo ambas proteinas, se analizd
la unién de estos factores a diversas regiones de heterocromatina y eucromatina,
para lo cual efectuamos ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (CHIP)
utilizando diferentes anticuerpos contra la proteinas HP1a, dAtrx. y dAdd1 utilizando
cromatina de glandulas salivales de larvas de la tercera etapa de desarrollo y células

S2R* (ver material y métodos).

HPla no se encuentra enriquecida en las regiones TAS (por sus siglas en
inglés Telomeric Associated Sequences) (Frydrychova et al, 2008). Por otro lado,
Antdo y cols. (2012) encontraron mediante analisis proteomicos de segmentos de
cromatina (PICh) que dAtrx y los productos de CG8290 se encuentran enriquecidos
en las secuencias asociadas a teldmeros (TAS-L) pero no se encuentra HP1a. Por
lo cual, nosotros buscamos la presencia de HP1a, dAtrxL y proteinas dAddl en la
regiones teloméricas (TAS-L). Nuestros experimentos demostraron, al igual que
Antaoy cols. (2012), que dAtrx. y las proteinas dAdd1, pero no HP1a, se encuentran
enriquecidas en las regiones TAS-L [Figura S5]. Asi mismo, encontramos que
dAtrx. y las proteinas dAddl colocalizan en una region que potencialmente forma

la estructura G-cuadruplex (G4) [Figura S5].

Con el propdsito de buscar regiones heterocromaticas donde las proteinas

no colocalizan utilizamos la region donde se ubica el retrotransposén rover, region
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gue se sabe que es heterocromatina constitutiva y esta enriquecida con la marca
H3K9me3 (Palomera-Sanchez et al, 2010). Aqui encontramos que dAtrx. se
encuentra presente pero las proteinas dAdd1 no estan enriquecidas en esta region.
Este resultado indica que dAddl y dAtrx. no colocalizan en todas las regiones
heterocromaticas del genoma [Figura S5]. Con el fin de analizar una region
eucromética, se decidio utilizar el promotor sgs8 el cual est4d activo
transcripcionalmente en las glandulas salivales de la tercera etapa de desarrollo
(Palomera-Sanchez et al, 2010). En estas regiones eucromaticas se observé un
enriguecimiento de las proteinas dAddl mientras que dAtrxL no se encuentra
enriquecida tal como se esperaba [Figura S5]. Estos hallazgos concuerdan con los
resultados de los experimentos de inmunolocalizacion que se muestran arriba,
donde también observamos a dAddl en regiones eucromaticas en los brazos

cromosomales [Figura 12D y Figura S3].

Los resultados obtenidos en los andlisis de ChIP sugieren que las proteinas
dAddl tienen diferentes capacidades para unirse a distintas regiones de la
cromatina. El hecho de que las proteinas dAtrxL y dAdd1 no se encuentran siempre
juntas, como se observa en el ChIP y en los andlisis de inmunolocalizacion, provee
evidencia de que las proteinas dAdd1 tienen algunas funciones en las que dAtrx.
no participa. Estos resultados también demuestran que dAtrx. se puede unir a
regiones de la cromatina sin ayuda de las proteinas dAddl, posiblemente a través

de interacciones con otros factores tales como DREF (Valdez-Graham et al, 2012)
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La colocalizacion de HP1a, dAtrx. y dAdd1 en el cromocentro sugiere que
las proteinas dAdd1 estan involucradas en el mantenimiento de la heterocromatina.
En un modelo de mantenimiento de la heterocromatina propuesto por Eusternmann
y cols. (2011), el dominio ADD de la proteina hATRX, reforzado por la interaccion
con HP1a, reconoce a la heterocromatina pericentromérica. Una vez que hATRX es
reclutado su dominio helicasa/ATPasa dirige la deposicion de la variante de histonas

H3.3 (Eusternmann et al, 2011).

Aun no ha sido determinado si dAtrx esta involucrada en la deposicion de la
variante de histonas H3.3, pero si se sabe que tanto HP1a y dAtrxL se localizan en
el cromocentro de los cromosomas politénicos y actian como supresores del efecto
de la variegacién del alelo w™, una inversion que cae cerca de la heterocromatina

pericentromérica (Bassett et al, 2008).

Siguiendo esta hip6tesis probamos si dadd1l tiene la capacidad de suprimir el
efecto de la variegacion. Nosotros utilizamos la linea BL1, la cual es portadora de
una construcciéon que porta al gen reportero LacZ. Esta Ultima en la linea BL1 se
ubica cerca del centrémero (Lu et al, 1996; Gu y Elgin, 2013). Mediante este ensayo,
se queria determinar si dAddl estd involucrado en el establecimiento de la
heterocromatina, cruzando hembras virgenes portadoras de los alelos daddl con
los machos portadores del reportero BL1 (efecto materno), o en el mantenimiento
de la heterocromatina, cruzando machos portadores del alelo daddl con hembras
portadoras del reportero BL1 (efecto del cigoto) (Gu y Elgin, 2013) (ver material y

meétodos). Los resultados muestran que daddl no tiene un papel relevante en el
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establecimiento de la heterocromatina pericentromérica [comparar con las barras M
(Materno) y C (control) en la Figura 15C grafico superior]. Cuando analizamos el
efecto del cigoto, las hembras virgenes BL1 cruzadas con los machos portadores
de los alelos daddl, la actividad de LacZ fue consistentemente mayor en las
mutantes daddl1 [comparar la barra Z (cig6tico por su sigla en inglés zygotic) con la
C (control) en la figura 15C gréfico superior], lo cual indica que el alelo dadd1 puede
suprimir el efecto de variegacion por posicién y que daddl juega un papel importante
en el mantenimiento de la heterocromatina pero no en el establecimiento de la

heterocromatina.

Por otro lado, se probd si la combinacion de los alelos daddl y atrx
incrementa el efecto de supresion de la variegacion por posicion de manera
cooperativa. Nuestros resultados demuestran que las moscas transheterécigas
daddl/atrx suprimen la variegacion de manera mas eficiente que las moscas
heteroalélicas que portan solo los alelos daddl1 o atrx [comparar las barras tres y

cuatro del grafico inferior de la Figura 15C].

Todos estos resultados, indican que las proteinas dAddl son capaces de
interaccionar con proteinas, tales como HP1a, las cuales estan involucradas en el
establecimiento de la heterocromatina y que cooperan con dAtrx. en el

mantenimiento de la heterocromatina.
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Figura 15 Las proteinas dAdd1 colocalizan en regiones heterocromaticas con HP1a y cooperan con dAtrx en el mantenimiento de la heterocromatina pericentromérica.

A. Ensayo de ColP de dAddl-a y HPla. Extractos totales (TE) de células S2R* transfectadas transitoriamente con dAddl-a-V5, PC1y PC2 son “preclearing” 1 y 2 (ver Material y
Métodos); fraccion proteica no unida (UB); IP realizada con anti-V5 (panel superior); “Mock” es la IP realizada con 1gG purificada de raton. La presencia de dAdd1-a-V5 se detectd
utilizando el anticuerpo anti-V5. La presencia de HP1a se determind utilizando el anticuerpo anti-HP1a (CIA9) (panel inferior). Los marcadores de peso molecular en los paneles de la
izquierda representan kDa. B. Preparaciones de cromosomas politénicos de larvas OreR silvestre de la tercera etapa de desarrollo se tifieron simultdneamente con los anticuerpos anti-
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HP1a (sefial roja) y pan-dAdd1 (a-c) (sefial verde). “Merge”: bandas de anti-HP1a y pan-dAdd1 visualizadas al mismo tiempo,
ambas sefiales se observan principalmente en el cromocentro (sefial amarilla). C. dadd1 es un supresor de variegacion por
efecto de posicion. Ensayo cuantitativo de S-galactosidasa. Las graficas muestran que los alelos dadd1 pueden suprimir el
efecto de variegacion por posicion, se grafico la actividad enzimatica de Lac-Z. WT = moscas silvestres (por sus siglas en
inglés wild type) con los cromosomas balanceadores CyO y TM3; C = moscas control derivadas de la progenie F1 de padres
portadores de los alelos dadd1; M = deplecién maternal, progenie F1 proveniente de moscas que portan los alelos maternos
daddl; Z = deplecion cigética, moscas provenientes de la cruza de machos portadores de los alelos daddl con hembras
portadoras de los alelos BL1; M+Z = depleciéon maternal y cigética, moscas derivadas de la cruza de hembras portadoras de
los alelos dadd1 con machos portadores del alelo BL1 reportero. La gréafica de abajo muestra que moscas heterécigas dadd1/
atrx tienen un efecto aditivo en la supresion de la variegacion por efecto de posicion.

Su(var)205 interacciona genéticamente con dadd1l y atrx.

En este trabajo ya se han mostrado los experimentos que demuestran que los
individuos dadd1/atrx presentan masas melandticas, también se han mostrado los
datos que indican que las proteinas dAdd1 junto con dAtrx. y HP1a participan en el
establecimiento y mantenimiento de la heterocromatina. Debido a todos estos datos
surgio la siguiente interrogante: ¢La formacion de los tumores melandticos en los
individuos daddl/atrx es consecuencia de la falta de regulacion en el proceso de
establecimiento y mantenimiento de la cromatina?. Para contestar esta pregunta se
probo si el alelo de pérdida de funcidon de HP1a en presencia de alelos de daddl
y/o atrx afecta la presencia de masas melanéticas en individuos daddl/atrx. Para
estos experimentos genéticos se utilizé el alelo Su(var)2052, este es un alelo de
HP1la de pérdida de funcién, debido a que porta una mutacién en el aminoacido 26

el cual se ubica dentro del cromodominio.

Los resultados obtenidos muestran que moscas transheterécigas
Su(var)205? portadoras de alelos daddl, o atrx! o atrx? no presentan masas
melanodticas, mientras que moscas portadoras de los alelos Su(var)2052 y atrx3 (el
cual afecta solamente a la isoforma larga de dAtrx) presentan masas melandticas
en un porcentaje muy bajo [Tabla 5]. El porcentaje de masas melanéticas en
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individuos: daddNP1240/+:atrx3 (4%) o Su(var)205%/+; atrx3/+ (2%) se incrementa
hasta en un 14% cuando alelos de los tres genes estan presentes al mismo tiempo
en individuos: Su(var)2052/daddNP1240;atrx3/+ [Tabla 5]. Estos datos demuestran que
la presencia de masas melandticas en moscas transheterocigas daddl, atrx y
Su(var)205 parece ser consecuencia de la desregulacién en el mantenimiento de la

heterocromatina.

Tabla 5 Interaccion de Su(var)205 con daddl y atrx.

Su(var)205°/+ 0/487 (0)
Su(var)205°+;atrcl+ 6/366 (2)
Su(var)205°/dadd 1™ 1240 0/201 (0)
dadd ™" 12400 atred)+ 3/69 (4)
Su(var)205%/dadd 1™ 1240 atnci/+ 16/111(14)

aNumero de individuos adultos con masas melanéticas [Figura 14B] observados divididos entre el
namero total de individuos de la clase. El porcentaje se encuentra en paréntesis.

DISCUSION

En vertebrados, hATRX es una proteina que contiene un dominio ADD y un motivo
SNF2 helicasa ATPasa. A través de la evolucion, el dominio SNF2 de hATRX se ha
conservado, sin embargo en invertebrados, el dominio ADD se ha perdido [Figura
10D, Park et al, 2004]. En este trabajo, hemos descrito la caracterizacion de las
proteinas dAddl de Drosophila como ortélogos de la region amino-terminal de Atrx.
El gen dadd1 durante todo el desarrollo de Drosophila expresa las proteinas dAdd1,
las cuales tienen un dominio ADD [Figura 10C]. La estructura 3D del dominio ADD

de las proteinas dAdd [Figura 10B] se asemeja mas a la estructura 3D del dominio
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ADD de hATRX que al dominio ADD de otras proteinas. En este trabajo se ha
demostrado que dAddl y dAtrx interaccionan fisica [Figura 13A, 13B, 13D] y
genéticamente [Tablas 4 y 5], ademas interaccionan con HPla en regiones

heterocromaticas [Figura 14B].

El gen hATRX codifica una proteina, que pertenece a la familia de proteinas
helicasa/ATPasa tipo SNF2, que tiene muchas funciones. Esta proteina forma parte
de un complejo que incluye a la proteina DAXX, la cual funge como chaperona de
la variante de histonas H3.3, y esta involucrada en la deposicion de esta variante de
histonas en la heterocromatina telomérica y centromérica (Drane” P et al, 2010;
Gibbons et al, 2008 Lewis et al, 2010). Asimismo, la proteina hATRX se puede unir
a regiones en el genoma que potencialmente son capaces de formar la estructura
G-cuadruplex y se ha propuesto que la union de hATRX evita que se forme la
estructura G-cuadruplex y esto permite la deposicion de la variante de histonas H3.3
para lo cual se requiere la actividad helicasa/ATPasa de hATRX, aunque aun no se
ha determinado si esta actividad también se requiere para la union y reconocimiento
de las estructuras G-cuadruplex del ADN. Adicionalmente al dominio SNF2
helicasa/ATPasa, hATRX tiene un dominio amino-terminal lamado ADD compuesto
de dos dedos de zinc: un dedo tipo GATA y un dedo PHD. Este dominio es capaz
de reconocer a través del “pocket hidrofébico” a la marca de histonas H3K9me3 en
combinacion con la H3K4 no modificada, lo cual es una caracteristica poco usual de
los dedos de zinc PHD zinc finger (Li y Li, 2012). Se ha demostrado que la
interaccion entre hATRX y la histona H3 (H3K9me3 en combinacion con la H3K4 no

modificada), mantiene a hATRX unida a la heterocromatina pericentromérica. Se ha
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propuesto un modelo en el cual hATRX es dirigido hacia heterocromatina
pericéntrica a través del dominio ADD, y su interaccion es reforzada por la
interaccion entre hATRX y HPla. En este modelo, el dominio SNF2
helicasa/ATPasa dirige la deposicion de la H3.3 o realiza alguna otra funcion

dependiente de ATP (Eustermann et al, 2011).

daddl codifica tres polipéptidos que contienen un dominio ADD que es
altamente similar al dominio ADD de hATRX (36% de identidad y 52% de
similaridad, Alekseyenko et al, 2014 y este trabajo). Al comparar el analisis de la
estructura 3D de ADD de dAddl de Drosophila y hATRX revela que estos dominios
se sobrelapan y que el “pocket” de reconocimiento de histonas se encuentra

conservado.

En este trabajo el analisis de inferencia filogenética utilizando el dominio de
ADD de hATRX indica que el gen ATRX sufrié un evento de fision. Esta fision ha
sido descrito en al menos otro gen que codifica para una proteina portadora de un
dominio de union a la cromatina, llamada cara mitad (cmi), la cual es la homologa
de la posicion amino-terminal de las proteinas de mamifero MLL2 y MLL3 (Chauhan

et al, 2012).

Es importante mencionar que hay al menos tres isoformas de la proteina
dAddl generadas por “splicing” diferencial del gen daddl. La isoforma dAddl-a
contiene el dominio ADD y ningun otro dominio, mientras que las otras dos

isoformas tienen dominios adicionales llamados MADF. Los dominios MADF son
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una subfamilia de los dominios SANT. En algunas proteinas de Drosophila se ha
reportado que estos dominios MADF se unen a ADN. En el caso de Adf1, el primer
factor identificado en Drosophila que tiene homologia con la oncoproteina Myb
(England et al, 1992), el dominio MADF reconoce y se une a ciertas secuencias de
ADN repetido (Casola et al, 2007), aunque existen algunos ejemplos en los cuales
los dominios MADF también pueden unirse a proteinas, aparentemente su

especificidad depende del punto isoeléctrico del dominio (Maheshwari et al, 2008).

El punto isoeléctrico que se calcula a partir de la secuencia proteica de cada
uno de los tres dominios MADF de las proteinas MADF dAddl es basico, lo cual
indica que estos dominios podrian unirse al ADN. El hecho de que estas proteinas
adquirieran nuevos dominios indica que posiblemente tienen funciones divergentes.
Un indicador de este hecho es el patron de inmunolocalizacion de dAddl en los
cromosomas politénicos [Figura 12D y S3], donde observamos que no todas las
sefales derivadas del anticuerpo pan-dAddl colocalizan con la sefial de dAtrxc.
Esto indica que las isoformas dAddl también pueden tener funciones

independientes a su interaccion con dAtrx..

En este trabajo se propone que se puede utilizar a D. melanogaster como
modelo de estudio del cancer y uno de los factores genéticos en los que se podrian
enfocar los esfuerzos son xnp/datrx y daddl, debido a que como ya se ha
mencionado la sobrevivencia de individuos transheterdcigos portadores de los
alelos daddl/atrx esta comprometida, y algunas de las larvas e individuos adultos

muestran masas melandticas. Diversos estudios han demostrado que las masas
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melandticas en larvas y adultos de Drosophila, cuando se generan como
consecuencia de mutaciones de genes relacionados con el cancer, son el
equivalente de los tumores cancerigénos que aparecen en humanos (Minakhina y
Steward, 2010). Cabe sefalar que organismos que tienen una vida corta como
Drosophila melanogaster no desarrollan cancer de manera natural, debido a que el
namero de divisiones celulares que ocurren durante su vida es significativamente
menor al que el ser humano necesita para mantener sus tejidos durante largos
periodos de tiempo (Tipping y Perrimon, 2014). Sin embargo, diversos estudios han
demostrado que las células de Drosophila pueden exhibir caracteristicas clasicas
de cancer, cuando genes relacionados con el cancer son perturbados, tales como:
evadir la apoptosis, proliferar de forma sostenida, metastasis, sobrevivir de manera
prolongada, presentar inestabilidad del genoma y sufrir reprogramacion metabolica

(Hanahan y Weinberg, 2000, 2011; Luo et al, 2009).

En Drosophila la generacion de masas melandéticas involucra problemas en
la diferenciacion del sistema hematopoyético. En humanos el estudio de cancers en
los que esta implicado el sistema hematopoyético es complicado, debido a que las
células madre del sistema hematopoyético (HSCs por sus siglas en inglés
hematopoietic stem cells) se encuentran controladas por un microambiente que
promueve su regeneracion o diferenciacion en diferentes linajes celulares
(Schofield, 1978; Dykstra et al., 2007). En los humanos cuando se rompe esta
regulacion se ocasionan algunos tipos de cancer, entre los que se puede mencionar

a la leucemia mieloide aguda (LMA) (Bonnet y Dick, 1997; Reya et al, 2001). Para
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investigar los factores genéticos que determinan la generacion y progresion de
cancer que implican la degeneracion de las HSC es necesario estudiar
rigurosamente su nicho. Para este propdsito utilizar a Drosophila melanogaster
como modelo de estudio es mas ventajoso que el uso de mamiferos debido a que
carece de médula espinal. La complejidad de la médula espinal, la cual brinda
alojamiento a las HSCs en humanos y otros vertebrados, ha entorpecido los
esfuerzos por entender la forma en que se regulan las HSCs. En D. melanogaster
los precursores de las células equivalentes a las HSCs de humano llamadas
prohemocitos se localizan en un area especifica de la glandula linfatica llamada
centro posterior de sefalizacion (PSC por sus siglas en inglés: posterior signaling
center) (Lebestky et al, 2003; Jung et al, 2005), lo cual provee un sistema mucho

mas accesible para estudiar las sefiales que determinan el destino de las HSCs.

Es importante recordar que en el humano se ha encontrado que la expresion
de ATRX vy su funcién se encuentra regulada anormalmente en diversos tipos de
cancer, entre los que se puede mencionar la leucemia mieloide aguda LMA (AML
por sus siglas en inglés: acute myeloid leukemia). Este es un tipo de cancer
producido en las células de la linea mieloide de los leucocitos, caracterizado por la
rapida proliferacion de células anormales que se acumulan en la médula 6sea e
interfieren en la produccién de globulos rojos normales (Fadoo et al, 2012). Muchos
pacientes con LMA suelen presentar una serie de anomalias citogenéticas
especificas (Niederhuner et al, 2014). Algunos pacientes que tienen LMA presentan

mutaciones en el dominio PHD de ATRX lo cudl exacerban el fenotipo de
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hematopoyesis o tienen niveles de expresion anormales del gen ATRX (Gibbons et
al, 2003; Serrano et al; 2006). Este hecho refuerza la idea de utilizar a Drosophila
como modelo de estudioé del cancer enfocandose en la interaccion daddl y datrx,
debido a que el gen daddl codifica proteinas que portan el dominio ADD el cudl se
compone de un dedo de zinc tipo GATA y un dominio tipo PHD. En este trabajo se
aportaron datos que demuestran que las proteinas dAdd1 colocalizan con HP1la en
algunas regiones de la cromatina y ademas que dAddl-a inmunoprecipita con
HP1a. La disminucion en los niveles de HP1a en las moscas dadd1/atrx aumenta la
incidencia de masas melanoticas. Estos resultados se encuentran soportados por
el reporte reciente de Alekseyenko y cols. (2014), en el cual se demostré que dAddl
interacciona fisicamente con HPla y que dAddl1 es un supresor de la variegacion.
Estos datos llevan a suponer que la formacion de masas melanoticas en individuos
portadores de los alelos dadd1/datrx es consecuencia de problemas en la regulacién

de la formacién y/o mantenimiento de la heterocromatina.

En Drosophila la diferenciacion de células hematopoyéticas toma lugar en el
mesodermo del embrion y en la gldndula linfatica de la larva, tres diferentes tipos
celulares se derivan de los prohemocitos: los plasmocitos, las células cristal y
lamelocitos. Diversas vias regulan la diferenciacion de estas células (Jung et al,
2005). Una de esas vias involucra el balance en la expresion de las proteinas Pnr-
a 'y Pnr-b, la cual es controlada por la via JAK/STAT (Minakhina et al, 2011). La
hiperactivacion de Jak resulta en la proliferacion de hemocitos, diferenciacion de

lamelocitos y la generacion de pseudotumores melandéticos. Los pseudotumores o
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masas melandticas se forman por las células cristal y lamelocitos (Minakhina y
Steward, 2006). Por otro lado, Stat es un regulador positivo de la diferenciacion de
los plasmocitos, y uno de los factores regulados rio abajo por la via Stat es el factor
GATA Pannier (Minakhina et al, 2011). Nuestro grupo ha identificado a pannier (pnr)
como un gen regulado por dAtrx. y DREF, otro factor transcripcional (Valadez-
Graham et al, 2012). En dicho reporte, nosotros concluimos que dAtrx. se reclutada
al promotor del gen pnr a través de DREF, y de esta manera éste actia como co-
represor de la expresion del gen pnr. Lo que es mas, los datos obtenidos a partir de
las interacciones genéticas entre los alelos daddl, atrx y Su(var)2052 indican que
las masas melanéticas se derivan por problemas en las proteinas involucradas en
el mantenimiento de la heterocromatina, tales como dAtrx. y HP1a. El ensayo de
variegacion por efecto de posicion indica que las proteinas dAddl estan
involucradas en el mantenimiento de la heterocromatina. Por ello, una hipotesis
atractiva es suponer que dAddl, dAtrx. y HPla cooperan y promueven la
heterocromatinizacion en los promotores de los genes involucrados en la via
JAK/STAT incluyendo pnr. La carencia de estas proteinas lleva a la desregulacion
de los efectores de la via, dando lugar a masas melanoéticas. Se estan efectuando

experimentos para probar nuestra hipotesis.

En humanos portadores del sindrome ATR-X, la mayoria de las mutaciones
identificadas afectan a los dominios ADD y helicasa ATPasa. El hecho de que estos

dominios estén separados en la mosca provee una nueva herramienta de estudio
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para estudiar las funciones que individualmente tienen estos dominios durante el

desarrollo del organismo.

CONCLUSIONES

- Las proteinas codificadas por el gen daddl son ortdlogas del extremo amino
terminal de la proteina hATRX.

- dAddl y dAtrx interaccionan fisicamente. Todas las isoformas de dAddl
tienen la capacidad de interaccionar directamente con dAtrxL..

- daddl y datrx interaccionan genéticamente, dicha interaccion es esencial
para el desarrollo de la mosca. La sobrevivencia de individuos
transheterécigos portadores de los alelos dadd1/atrx estd comprometida, y
algunas de las larvas e individuos adultos muestran masas melanoticas.

- El hecho de que las proteinas dAtrx. y dAddl no se encuentran siempre
juntas, como se observa en el ChIP y en los analisis de inmunolocalizacién,
provee evidencia de que las proteinas dAddl tienen funciones en las que
dAtrxL no participa.

- daddl juega un papel importante en el mantenimiento de la heterocromatina,
pero no en el establecimiento de la heterocromatina.

- Las proteinas dAdd1 son capaces de interaccionar con proteinas, tales como
HPla, las cuales estan involucradas en el establecimiento de la
heterocromatina y que cooperan con dAtrx. en el mantenimiento de la

heterocromatina.
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La presencia de masas melanéticas en moscas transheterocigas daddl, atrx
y Su(var)205 parece ser consecuencia de la desregulacion en el

mantenimiento de la heterocromatina.

PERSPECTIVAS

En organismos daddl/atrx determinar durante las etapas embrionarias y
larvarias la presencia de lamelocitos, sea que se observen o0 no masas
melanoticas, de igual forma caracterizar la forma y tamafo de estas células.
Determinar si dAddl, dAtrx. y HPla cooperan y promueven la
heterocromatinizacion en los promotores de los genes involucrados en la via
JAK/STAT incluyendo pnr.

Determinar si los niveles de expresion de genes involucrados en la via
JAK/STAT se modifican en individuos daddl/atrx con respecto a los
organismos silvestres.

Determinar si dAddl, dAtrx. y HPla cooperan y promueven la
heterocromatinizacion en los promotores de los genes involucrados en las
vias Wingless (Wn), Hedgehog (Hh) y JNK, las cuales son vias involucradas
en regular la diferenciacion y proliferacién de prohemocitos.

Determinar si los niveles de expresion de genes involucrados en las vias Wn,
Hh y JNK, se modifican en individuos daddl/atrx con respecto a los
organismos silvestres.

Determinar si daddl y/o datrx interaccionan genéticamente con genes
involucrados en las vias JAK/STAT, Wn, Hh y JNK.
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Figura S1. Los anticuerpos contra dAdd1 reconocen especificamente a las proteinas dAdd1.
a) Western blot utilizando el anticuerpo pan-dAddl. La sefial de la isoforma dAddl (linea 1)
observada con el anticuerpo pan-dAddl1 no se observa en la linea 2 (donde se utilizé el pan-dAdd1
competido con GST-dAdd1) (ver material y métodos). Esto demuestra que la proteina de fusion GST-
dAddl, la cual porta el péptido utilizado para elaborar el anticuerpo pan-dAddl es capaz de unirse
al anticuerpo, esta interaccion se utilizé para eliminar la presencia del anticuerpo en este ensayo. La
sefial dAddl no se observa en la linea 2, lo que demuestra que el pan-dAddl reconoce
especificamente a la isoforma dAddl1. En el panel inferior las membranas utilizadas en el ensayo
fueron tefiidas con Ponceau lo que permite mostrar que se cargd el extracto de proteina total de
células S2R* en las dos membranas de nitrocelulosa. b) El anticuerpo Anti-dAdd1-a reconoce a
la proteina dAdd1-a. El Western blot se efectio con el anticuerpo anti-dAdd1-a (panel superior) o
con el anticuerpo anti-GST (panel inferior). La sefial especifica de dAdd1-a se observa Unicamente
donde las proteinas de fusion GST-dAdd1-a contienen el péptido utilizado para elaborar el anticuerpo
(GST-dAdd1 aminoacidos 620-1199) (a la izquierda del panel superior). El anticuerpo no reconoce a
la proteina de fusion que carece de este péptido (linea derecha, panel superior). Por otro lado, el
anticuerpo GST reconoce las dos proteinas GST-dAddl antes mencionadas (panel inferior). Las
bandas extras (sefialadas con asteriscos (linea derecha, panel inferior) pueden ser resultado de
degradacion de proteinas de fusion. c) Ensayo para demostrar la especificidad del anticuerpo
anti-dAdd1-b. En el panel inferior las membranas utilizadas en el ensayo fueron tefiidas con
Ponceau lo que permite mostrar que se cargd el extracto proteico que contiene las proteinas
fusionadas a GST cuya expresion se indujo en E. coli. En el panel superior se muestra el Western
blot que se realizé utilizando el anticuerpo anti-dAdd1-b. Se observa una sefal especifica en la linea
3 (sefialada con una flecha negra tanto en el blot como en la membrana tefiida con Ponceau) que
corresponde al fragmento GST-dAdd1-b (aa 530-1125) y no GST o GST-dAddl-a (aa 620-1199)
(linea 1 y 2 respectivamente). Bandas finas en las primeras dos lineas son sefiales inespecificas.
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Figura S2. El gen atrx sufre un evento de fisiéon en la clase insecta. La figura muestra el arbol
filogenético que resulta del andlisis filogenético del dominio helicasa/ATPasa de ATRX. Ademas a
lado derecho del arbol se observa la arquitectura de dominios de cada una de las proteinas utilizadas
para el andlisis. Los numeros corresponden a los valores de “bootstrap”. Se puede observar que el
ancestro comun tanto de plantas como de animales es una proteina que tiene tanto los dominios
ADD vy helicasa/ATPasa, sin embargo en los insectos estos dominios se encuentran en proteinas
diferentes. Por ello, es mas probable que se presentara un evento de fision ocurrido en la clase
insecta. Para conocer los parametros utilizados ver la seccién de materiales y métodos.
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pan-dAdd1

Figura S3. Las proteinas dAddl se localizan en muchas regiones de la cromatina en los
cromosomas politénicos. La tincién de los cromosomas politénicos silvestres se efectio con el
anticuerpo pan-dAddl (rojo). Las proteinas dAddl se localizan en las regiones heterocromaticas
tales como el cromocentro y el cuarto cromosoma. También se observa la tincién a lo largo de los
brazos cromosomales y las regiones eucromaticas.
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Figura S4. Los alelos dadd1NP1240 y dadd1NP97® son hipomorfos. RT-PCR semicuantitativo de
moscas silvestres y mutantes para daddl. El nivel del mARN de daddl es menor en moscas
heterécigas dadd1NP1240 (panel superior y dadd1NP9793 (panel inferior) que con respecto a las moscas
silvestres (w18, El nivel del mARN de daddl es mucho menor en homécigos
dadd1NP1240/dadd1NP1240 (panel superior) que con respecto a los heterécigos dadd1NP1240/+, Los
niveles del transcrito rp49 permanecen sin cambio en los alelos mutantes.
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Figura S5. Las proteinas dAdd1 colocalizan in vivo con dAtrx,. y HPla en algunas regiones de
la cromatina. Ensayos de ChIP utilizando extractos proteicos totales provenientes de glandulas
salivales (SG) preparados a partir de larvas silvestres y células S2R*. Las gréficas representan el
porcentaje de “input” precipitado utilizando diferentes anticuerpos para las mismas regiones. Es
importante hacer notar que en la region de rover solamente se encuentra enriquecido dAtrxL. Se
efectuaron tres replicados biolégicos independientes.
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Figure S6. Al compar la estructura tridimensional del dominio ADD de dAdd1 y DNMT3L se
observa que tienen poca semejanza.

A. Alineamiento de la secuencia peptidica del dominio ADD de dAdd1 y del dominio ADD
de DNMT3L. Las cisteinas conservadas se representan con letras amarillas y se
encuentran enmarcadas con cajas azules. El dedo de zinc C2-C2 tipo GATA se subraya
con una barra verde y el PHD C4 —C4 imperfecto se subraya con barras rojas.

B. Representacién de “Ribbon” del dominio ADD de DNMT3L (en verde) y del dominio ADD

de dAdd1 (en Amarillo). En el panel de la derecha se obseva el empalme de los dominios
ADD de DNMT3L y dAdd1. Por favor observar que existe poca semejanza structural.
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Abstract

The human ATRX gene encodes hATRX, a chromatin-remodeling protein harboring
an helicase/ATPase and ADD domains. The ADD domain has two zinc fingers that
bind to histone tails and mediate hATRX binding to chromatin. dAtrx, the putative
ATRX homolog in Drosophila melanogaster, has a conserved helicase/ATPase
domain but lacks the ADD domain. A bioinformatic search of the Drosophila
genome using the human ADD sequence allowed us to identify the CG8290
annotated gene, which encodes three ADD harboring- isoforms generated by
alternative splicing. This Drosophila ADD domain is highly similar in structure and in
the amino acids which mediate the histone tail contacts to the ADD domain of
hATRX as shown by 3D modeling. Very recently the CG8290 annotated gene has
been named dadd?1. We show through pull-down and ColP assays that the
products of the dadd1 gene interact physically with dAtrx, and HP1a and all of them
mainly co-localize in the chromocenter, although euchromatic localization can also
be observed through the chromosome arms. We confirm through ChIP analyses
that these proteins are present in vivo in the same heterochromatic regions. The
three isoforms are expressed throughout development. Flies carrying
transheterozygous combinations of the dadd? and atrx alleles are semi-viable and
have different phenotypes including the appearance of melanotic masses.
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Interestingly, the dAdd1-b and c isoforms have extra domains, such as MADF,
which suggest newly acquired functions of these proteins. These results strongly
support that, in Drosophila, the atrx gene diverged and that the dadd7-encoded
proteins participate with dAtrx in some cellular functions such as heterochromatin
maintenance.

Introduction

The human ATRX gene (hATRX) was described approximately 20 years ago as the
main gene mutated in ATRX syndrome (Alpha-Thalassemia with mental
Retardation X-related). ATRX is localized on the X chromosome in position
Xql13.1-q21.1. Individuals with mutations in this gene present several phenotypic
charateristics that may include mental retardation, craniofacial and urogenital
deformities, psychomotor failure and alpha-thalassemia [1]. Since its description,
there have been important advances in the characterization of the molecular
functions of the protein encoded by this gene. In humans, there are mainly two
isoforms named hATRX (289 kDa) and hATRXt (t, from truncated, 200 kDa)
that are encoded by this gene [2]. Both proteins contain an amino-terminal
domain which is composed of PHD and GATA-like zinc fingers, named ADD
after the three proteins that contain this domain (ATRX, DNMT3b and
DNMTS3L). It was recently demonstrated through different in vitro and in vivo
approaches that this domain recognizes the combination of K9me3 and
unmethylated K4 residues of the histone H3 tail [3]. This domain directs the
protein mainly to pericentric heterochromatin [4]. Mutations described in
patients afflicted with the syndrome mainly affect the important amino acids that
form the "pocket" of the ADD domain for the histone H3 tail recognition. The
hATRX protein additionally has a helicase/ATPase domain, which classifies it as a
member of the SNF2 subfamily of chromatin remodelers [5]. The hATRX SNF2
domain has in vitro ATPase activity, which can be stimulated both by DNA and
nucleosomes [6]. About 50% of the mutations described in patients fall in the
ADD domain, whereas the other 50% affect the SNF2 helicase/ATPAse and other
protein domains [7]. hATRX, as many chromatin remodelers, has been identified
as a component of a complex that includes the histone variant H3.3 chaperone
DAXX (Death domain Associated protein). This particular histone variant is
incorporated at different chromatin regions, such as promoters, enhancers and
heterochromatic regions, and it has been proposed to have dual functions in
promoting both an active chromatin state and the maintenance of hetero-
chromatin [8]. hATRX ATPase activity is important for incorporation of the
histone variant H3.3 by the chaperone DAXX into specific regions of the
chromosomes, such as telomeres and pericentric heterochromatin [9].
Genome-wide studies have identified hATRX as a protein that is able to bind to
DNA regions that can acquire a G4 structure conformation, such as telomeres and
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repetitive G-rich regions [9]; however, the important domain that mediates this
interaction it is not yet known.

It is clear though that both the ADD and helicase/ATPase domains play crucial
roles during development [1]. The ATRX gene is highly conserved through
eukaryotic evolution, but in invertebrates and particularly in Drosophila, it
encodes proteins that lack the ADD N-terminal domain, i.e., the dAtrx; and
dAtrx isoforms are encoded by the same gene but lack an ADD domain. The
dAtrx; isoform interacts with HP1a and is localized to heterochromatin, whereas
the dAtrx, isoform is localized to euchromatin [10].

We decided to determine if there was a gene in Drosophila that could encode
proteins with the conserved the amino-terminus of the vertebrate ATRX.
Performing in silico analyses, we demonstrate that the annotated gene CG8290,
recently named daddl [11], encodes three proteins with a conserved ADD domain
that physically interact with dAtrx;. Using a genetic approach, we found that these
proteins have important functions during Drosophila development and that they
cooperate with dAtrx; in certain functions. The evidence leads us to propose that
the dAdd1 proteins are orthologs of the amino-terminus of the ATRX protein in
vertebrates.

Materials and Methods
Ethics statement

All animal handling was approved by the Instituto de Biotecnologia Bioethics
Comittee, Permit Number 344 (2011/02/10), which follows NOM-062 animal
welfare mexican law. All efforts were made to minimize animal suffering. Animals
were sacrificed by CO, euthanasia.

Protein domain structure illustration

The domain organization of dAdd1 isoforms (Fig. 1C) and the representation of
the fragments assayed by pull-down were performed using the DOG 1.0 Illustrator
of Protein Domain Structures [12]. For gene representation we used FancyGene
[13].

Alignments and phylogenetic inference analyses

Multiple alignments were performed with CLUSTALX2 2.1 [14] and the
parameters for the Phylogenetic Inferences were used as estimated by ProtTest 2.4
program [15] for selection of models of protein evolution. The Maximum
Likelihood Phylogenetic Analysis was computed by PhyML 3.0 [16] with the
parameters: Substitution model: WAG (ADD) & LG (Helicase/ATPase) [17];
Bootstrap: 1000; Proportion of invariable sites: 0.12 (Both); Gamma shape
parameter: 2.15 (ADD) & 0.81 (Helicase/ATPase). The tree was edited using
Interactive Tree Of Life (iTOL) v2 [18] with Protein Domain Architecture

information of the containing proteins as predicted by ScanProsite [19].
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Figure 1. The ADD domain of the hATRX protein is conserved in the dAdd1 proteins of Drosophila. A. ADD domain prediction in the protein sequence
alignment of hATRX and dAdd1 proteins. Conserved cysteines are shown as yellow letters within a cyan box. The amino acids involved in H3K9me3 and
H3K4meO0 recognition are marked by green and red boxes respectively. The GATA-like C2-C2 zinc finger and the C4-C4 imperfect PHD are marked by green
and red boxes respectively. B. Ribbon representation of ADD domain of hATRX on red (left) and dAdd on green (center) CPH models-3.0 server was used to
create the model of the ADD domain of dAdd1. Structural superposition of ADD domains of hATRX and dAdd1 (right). C. Domain organization of dAdd1 (a-c)
isoforms. All of them have an N-terminal ADD domain. A C-terminal MADF domain is present in two (dAdd1-b, and dAdd1-c isoforms) copies. D. Maximum
Likelihood Phylogenetic Analysis of the ADD domain and the corresponding Protein Domain Architecture information of the containing proteins as computed
by PhyML [16] and ScanProsite [19], respectively. The numbers shown represent bootstrap values. Note that the ADD harboring protein underwent a gene
fission event during the evolution of insects. Also note that the homologous proteins within the Drosophila genus have acquired a tandem MADF domain
during its divergence from other insects. This domain is likely to be functional given its conservation within the genus. For the parameters used, refer to
Material and Methods.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.9001

Protein structure homology model

In an attempt to determine a protein-modeling of ADD domain (101 amino acid
residues), we generated by SWISS-MODEL [20], a three-dimensional structural
model of a protein target, based on identity sequence related with structures
deposited in the Protein Data Bank. Basically the steps used in homology
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modeling are the following: template identification, amino acid sequence
alignment, model building and model verification (model quality) [21]. The
crystal structure of the transcriptional regulator ATRX from Homo sapiens [22]
PDB entry 3qla chain A, was used as a template for homology modeling. The
identity between these two proteins was 37% and the structural similarity was
0.42. Tt is important to mention that the procedures implemented in SWISS-
MODEL allow the modeling of sequences which share at least 35% identity with a
known three dimensional structure. Although the resulting models do not
represent the real 3D structure, it is accurate enough to learn about the general
topology and a possible residue arrangement of the ADD protein sequence.

Fly stocks

1118

The wild-type flies used in this study were Oregon R (OreR) or w' "°, and fly
stocks were maintained at 25°C with standard food. The stocks that carried the
atrx alleles were obtained from the Bloomington Stock Center. The stocks that
carried daddl and Su(var)2-5 alleles were obtained from the Drosophila Genetic
Resource Center (DGRC), Kyoto Institute of Technology. The xnp/atrx alleles
(called atrx for simplicity) were described by Bassett AR, et al., (2008) [10]. The
daddl alleles: dadd1™""*> (w%P{GawB}""""?’/Cy0) and dadd1™""**
(y*w*;P{GawB}NP 1240/CyO, P{UAS lacZ.UW14} UW14), carry a P-element
insertion at -225 and -223 bp from the translation initiation codon of the daddI
gene, respectively. The Su(var)2-5° allele is a missense mutation that has been
characterized molecularly by Eissenberg et al., (1992) [23]. This is a single
mutation in the open reading frame: a G-A transition in the first nucleotide of
codon 26, resulting in the substitution of methionine for valine that affects the
chromodomain. The Su(var)2-5° allele is an X-ray induced mutation, in which
only the first 10 amino acids of HP1a are translated [23]. The position effect
variegation (PEV) reporter line BL1 is an inversion allele of the hsp70-lacZ
transgenic reporter, with the reporter gene positioned adjacent to a 3L pericentric
heterochromatin mass [24].

Genetic crosses

All stocks were outcrossed with w'''%; Sp/CyO; TM6B, Th/MKRS flies for five
generations. Chromosomes with the alleles of interest were followed by segregation
with specific balancer chromosomes. To reassure the presence of the atrx alleles in
these lines, females carrying alleles atrx’, atrx’ and atrx’ chromosomes were
outcrossed with males from parental atrx’ allele and viability was assayed and
compared to the previously reported viability [10]. The stocks that carried the atrx
alleles were established and balanced with TM6B, Tb for chromosome 3. The stocks
that carried the dadd]I alleles were established and balanced with the CyO balancer
for chromosome 2 and followed by white complementation. Fly crosses were
performed according to standard procedures, three biological replicates were
performed. At least 100 flies were examined for each genotype.
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Antibodies

The dAtrx; antibody was previously described [25]. All antibodies were generated
by New England Peptide (NEP). The pan-dAddl antibody was generated using
the peptide: QGGEVYCCSTCPYVFCKSC wich recognizes dAddl-a, b and ¢
isoforms. For the dAdd1-a isoform, the CDLIKALGSPSVLP peptide was used and
for the dAdd1-b isoform the CDKQFCQQLVLAM peptide was used. Specificity of
these antibodies was assayed by their capability to recognize dAdd1-a or dAdd1-b
fused to GST (see pull-down section and antibody specificity assays section for
details) by western blot (Fig. S1). The HP1a antibody was obtained from the
Developmental Studies Hybridoma Bank DSHB at the University of lowa (C1A9).
The HA antibody was obtained from Roche (Ref.11867423001). Antibodies used
for mock immunoprecipitations were purified IgG from mouse GenScript (Cat.
A01007); and purified IgG from rabbit Invitrogen (Cat.02-6102).

Antibody specificity assays
To test the specificity of the pan-dAdd1 antibody, a Western blot was performed
with 100 pg of S2R+ protein extracts either using as primary antibody the non-
depleted pan-dAddl1 antibody fraction or a supernatant from where the pan-
dAddl antibodies were depleted (Fig. S1A). Depletion was performed by
incubating the pan-dAdd1 antibody in PBS, Tween 0.01%, 5% nonfat milk for 2
hours in the presence of the dAdd1-GST fusion protein blotted onto a
nitrocellulose membrane, after the incubation period, supernatant fraction was
saved (depleted fraction). The GST-dAdd1 fusion protein harbors the dAdd1
QGGEVYCCSTCPYVECKSC peptide (aa 122-137) that was used to raise the pan-
dAddl antibody.

To test the specificity of the dAdd1-a and dAdd1-b antibodies, GST-dAdd1-a or
b fusion proteins were expressed in bacteria, blotted onto a nitrocelulose
membrane and incubated with either anti-dAddl-a (Fig. S1B) or anti-dAdd1-b
(Fig. S1C) showing that the different antibodies recognize their specific substrate.
Detection was performed with the PIERCE quimioluminiscence substrate.

Immunostaining of polytene chromosomes

Polytene chromosomes for immunostaining were obtained from wild type

OreR or w'!"® lines or from Xnp®«"\VASTIVNHAL G003 GAL4 (w!!'5;
P{wtmCSes3-GALLPDI TP Jaryae, The XnpSer'UASTIVNHAL gllele is described in
[10], and the Sgs3-GAL4 (w''"%; PwmC=583-GALAPDITpT driver line was used to
direct Xnp/dAtrx (called dAtrx for simplicity throughout this manuscript)
expression to salivary glands from third instar larvae. Both latter lines were
obtained from the Bloomington Drosophila Stock Center.

Immunostaining of polytene chromosomes was performed with slight
modifications of the protocol described in [25]. Salivary glands from third instar
larvae were fixed in solution I (PBS, 3.7% paraformaldehyde and 1% Triton X-
100) and then in solution II (3.7% paraformaldehyde, 50% acetic acid). The
chromosomes were spread on poly-L-Lysine coated microscope slides. Anti-HP1a
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(DSHB) antibody was used at 1:300, anti-dAtrx; antibody at 1:100, pan-dAdd1 at
1:50 and anti-HA (Roche) at 1:50. Secondary antibodies were Alexa fluor 488 used
at 1:500 and Alexa fluor 568 or 594 used at 1:100 (Invitrogen). Images were taken
on a confocal laser-scanning microscope (Olympus FV1000) at the
Laboratoratorio Nacional de Microscopia Avanzada (LNMA, UNAM).

For the double dAdd1/dAtrx immunostaining we followed an epitope tagged
version of dAtrx; (dAtrx;-HA) because the dAdd1 and dAtrx; antibodies were
raised in the same species and could not be used together for this experiment.

Pull-down assays

We generated fusion proteins of several fragments of dAtrx; and the dAdd1
proteins. All the clones used in this work were nucleotide-sequenced. The
Drosophila 1LD28477, LD24316 and LD37351 cDNA (BDGP Gold collection of
Drosophila Genomics Resource Center) were amplified by PCR and cloned in the
EcoR1, Notl, Smal, Xhol or Sall sites of the pGEX-4T1 or pGBKT?7 vector (details
are available upon request). The dAtrx; and dAdd1 fragments were expressed as
GST fusion proteins in a bacterial system. For interaction assays, over-expression
of dAtrx; fragments fused to GST in bacteria was induced with 0.4 mM IPTG
during 3 h. GST-dAtrx; fragments were purified using glutathione-sepharose
(Amersham) according to manufacturer’s instructions. The dAdd1 fragments
were expressed and labelled with S*° using an in vitro transcription/translation
system (TNT-Quick-Coupled Transcription/Translation System from Promega).
Pull-down assays were performed according to the manufacturer’s instructions.

Cell culture transfection and co-immunoprecipitation

The dAdd1-a ¢cDNA was cloned into EcoRI/Notl sites of pAc5.1/V5-HisA vector
(Invitrogen). Drosophila S2R+ cells were maintained in Schneider medium with
10% fetal bovine serum and 100 pg streptomycin/0.25 pg amphotericin. Cells
were cotransfected with 10 pg of each construction by the calcium method
(Invitrogen). Fourty-eight hours after transfection, the cells were collected and
lysed. Lysates were clarified by centrifugation at 15.7 g at 4°C. ColIPs were
performed as indicated in [26]. For embryo-stage immunoprecipitations: embryo
nuclear extracts were prepared as described [27]. The Co-IP was performed as
described in [28]. Antibodies used for mock immunoprecipitations were purified
IgG from mouse GenScript (Cat. A01007); and purified IgG from rabbit
Invitrogen (Cat.02-6102).

RT-PCR assays

RNA was obtained using the Trizol reagent (Invitrogen®) from embryos (0-3 and
3-21 hour post-fertilization), 1%, 2% and 3™ instar larvae (L1, L2 and L3), pupae
(P), pharate (Ph) and female and male adults Oregon R flies (F and M). 10 pg of
total RNA was converted to cDNA using reverse transcriptase enzyme
(Invitrogen) and oligo-dT and random primers (Stratagene®). To assess the
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presence of the transcripts the following oligonucleotides were used for the PCR
reaction: dAddl-a forward (5'CATCTTACGGGCAAAGTGGT-3"); dAddl-a
reverse (5'CAGGCTGGCCAATATCGTGG-3"); dAdd1-b forward (5'GCTTGT-
CATCGGGCATATCT-3"); dAdd1-b reverse (5’ GCTCATAAGCAGCCAGCAG-
T-3"); dAdd1-c forward (5'ACAGCGGCAGCAACGGAAGC-3"); dAdd1-c reverse
(5'GCGGAAGTCCTTGCAGCGGT-3"); rp49 forward (5'TCAAGATGACCATC-
CGCCCA-3"); rp49 reverse (5'GTTCTCTTGAGAACGCAGGC-3"). rp49 was
used as an RT- PCR control.

Chromatin Immunoprecipitation

S2R+ cells or third instar larvae salivary glands from wild type organisms were
fixed in 1% formaldehyde. The fixation reaction was stopped by adding glycine
(125 mM). Cells or salivary glands were washed and resuspended in lysis buffer,
and sonication was performed until the size of chromatin reached between 200
and 800 bp. Pre-clearing, antibody incubations, immunoprecipitation and
phenol:chlorophorm extractions were performed as described in [25]. For the
‘mock’ condition, a pre-immune sera against dAtrx or an anti-GFP antibody was
used. The following oligonucleotides were used: rover forward (5'-CAACCAAG-
ACCAACCTACCC-3"); rover reverse (5'-GCTCATTTTAGTCTGTCCGC-3")
[29]; for TAS-L, TAS3L_ChIP1 (5'-TGACTGCCTCTCATTCTGTC-3") and
TAS3L_ChIP2 (5'-TATCATCTCGTTCATCCGCC-3") [30]. qPCRs were per-
formed using the light cycler DNA master SYBR green 1 run in a Lyght cycler 1.5
(ROCHE), and the quantification of %INPUT was performed as in [31].

B-galactosidase quantitative assay

Detection of -galactosidase in adult flies was performed as in Gu and Elgin
(2013) [32]. For quantitative B-galactosidase assays, flies were homogenized in
300 pl of assay buffer (50 mM potassium phosphate, 1 mM MgCI2, pH 7.5),
followed by spinning to pellet the debris. An aliquot of 50 pg of protein extract
was transferred to CPRG solution (1 mM chlorophenol red b-D-galactopyrano-
side in assay buffer) and the O.D. at 574 nm was measured at intervals over a 2-
hour period. The B-galactosidase activity was calculated as a function of the
change in O.D.

Results

The ADD domain of Atrx is highly conserved in Drosophila and
other invertebrates

We searched for genes encoding proteins with the ADD domain in the Drosophila
genome using the ADD region (aa 169-268) of the hATRX protein with the
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) of the NCBI (National Center of
Biotechnology Information). Using this approach, we identified the CG8290
annotated gene, which putatively encodes three annotated proteins that have a
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conserved amino-terminal ADD domain that is 52% homologous and 36%
identical to the hATRX ADD domain (Fig. 1A, B). Protein alignment (Fig. 1A)
showed that there is a high conservation at the position of the cysteins that
coordinate de zinc atoms in the GATA-like and PHD zinc fingers. This
conservation is not as high when we align DNMT3L, a methyltransferase that also
has an ADD domain (data not shown). The ADD domain in the Drosophila
CG8290 encoded proteins is more similar to the one in hATRX than in DNMT3L
(data not shown). While this work was in preparation for publication Alekseyenko
et al., (2014) named the CG8290 gene daddl [11].

In the hATRX protein, there are some amino acids in a "hydrophobic pocket"
that mediate the interaction between the H3K9me3 and unmethylated H3K4
(H3K4me0) histone tail combination. In general, it is noteworthy that the whole
"hydrophobic pocket" binding site is conserved between the ADD in Drosophila
and in hATRX (aa 110-126 in dAdd1) [33]. There are also many conserved amino
acids that are not part of the "hydrophobic pocket", such as the histidine 189 and
proline 190 of hATRX (which correspond to aa 96 and 97 in dAdd1) that are
mutated in ATRX syndrome [22]. We constructed a three-dimensional model of
the ADD domain found in the dAdd1 proteins (aa 64 to 164) and compared it to
the hATRX ADD domain (Fig. 1B). The human and Drosophila domains mainly
overlap in the GATA-like and PHD zinc fingers helices 1, 2 and 3 (h1, h2 and h3,
respectively), and the pocket that is important for recognition of H3K9me3 and
H3K4me0 is also conserved (Fig. 1C). In the recently published work by
Alekseyenko et al., (2014), the capability of this domain to bind to the H3K9me3
tail was assayed, confirming it preferentially binds to this histone modification
[11].

We also compared the native structure of the ADD domain of dAdd1 to the
ADD domain of DNMT3L (data not shown) and found less overlaping when we
superimpose the structures. This led us to propose that during ATRX evolution,
the protein may have undergone a fission event. To obtain insight into the
evolutionary history of ATRX, we decided to perform a rooted phylogenetic
inference analysis using homologous sequences of the ADD and the helicase/
ATPase domains from ATRX of higher eukaryotes. We found that the shared
common ancestor of higher eukaryotes possessed a protein with both the ADD
and helicase/ATPase domains, but in insects, it underwent a fission event by
which the two domains were separated, generating two different genes (Fig. 1D,
Fig. S2) (perhaps involving gene duplication with subsequent partial degenera-
tion, as has been proposed for cmi and TRR proteins or the monkey king (mkg)
gene family in Drosophila) [34,35].

Another interesting feature is that, in Drosophila, ADD harboring-proteins
acquired other domains such as MADF (myb/Sant-like domain in Adf1, shown in
blue hexagons), suggesting novel functions for these proteins (Fig. 1D). MADF
domains can recognize repetitive sequences on DNA, for instance in Adfl and
Dip3 the MADF domain directs the binding of these transcription factors to
specific promoter sequences [36]. All these data led us to propose that the proteins
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encoded by daddl could represent the orthologs of the amino terminal half of the
hATRX protein.

The dAdd1 proteins are expressed throughout development and
are preferentially nuclear proteins that can bind to different
chromatin regions

Through RT-PCR analyses of cDNAs obtained from different developmental
stages (see Material and Methods and Fig. 2A), we found three transcripts dAdd1-
a, dAddI-b and dAddl-c (Fig. 2A, and B top panel). The transcripts (dAddl1-a,
dAddl-b, dAdd1-c) corresponded to the ones derived from alternatively spliced
transcripts of CG8290 described in FlyBase [37]. All of these transcripts are
deposited maternally into the embryo and are later expressed through all stages of
development (Fig. 2B, 0-3 lanes).

Interestingly when we amplify the dAddI-b transcript, another higher molecular
weight band appears (Fig. 2B top panel). We sequenced this fragment and it
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Figure 2. The dAdd1 proteins are expressed throughout development. A. Scheme of the dadd7 mRNAs generated by alternative splicing. The
nucleotide sequence of the ADD and MADF domains are represented as gray boxes. Primers used to amplify cDNAs representing mRNAs encoding Add
isoforms are indicated by horizontal arrows. B. The dadd1 transcripts were detected throughout all Drosophila stages of development by RT-PCR. Detection
of exons from different dadd? mRNAs in cDNA generated from total RNA 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). rp49 was used as a RT- PCR control. Sequence of the specific primers used to
detect and sequence exons from each different dadd?7 mRNA are described in Material and Methods section. Molecular weight markers on the left of the
panels represent base pairs. C. The dAdd1 (a-c) protein isoforms are mainly nuclear. Detection of dAdd1 (a-c) proteins by Western blotting using the pan-
dAdd1 antibody in nuclear (N) and cytoplasmic (C) soluble fractions isolated from S2R* cells. The largest RNA polymerase Il subunit and B-tubulin were
used as controls of nuclear and cytoplasmic fractions, respectively. Molecular weight markers on the left of the panels represent kDa. D. dAdd1 proteins co-
localize with dAtrx protein in polytene chromosomes of third instar larvae. dAtrx, -HA and dAdd1 were followed with an anti-HA (red, right upper panel) and
the pan-Add1 (green, left upper panel) antibodies respectively. The dAdd1 and dAtrx, -HA proteins colocalize in some bands and interbands (left lower
panel). They also co-localize in heterochromatic regions such as the chromocenter (see Insets, lower panel right). Note that not all the bands co-localize.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.9002
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corresponds to a transcript that retains the fifth intron. The presence of this
putative transcript varies throughout development being more abundant in larval
stages. Bioinformatic analyses indicate that retention of the fifth intron in this
transcript would generate a stop codon which will in turn translate into a protein
that conserves only one MADF domain. Further analyses are being carried out to
assess the presence of this putative protein.

We found that there are three proteins derived from these transcripts that have
similar predicted molecular weights ranging from 112 kDa to 130 kDa (Fig. 1C).
Interestingly, the dAdd1-b and dAdd1-c proteins have several MADF domains in
their carboxy-termini. We designed an antibody that recognizes the three dAdd1
isoforms (called pan-dAdd1, see Materials and Methods), and we tested the
antibody’s specificity through Western blot and depletion with a GST-dAdd1
fusion protein (Fig. S1A and Materials and Methods section). In the immunoblots
we observe two main bands (112 and 130 kDa). Based on the predicted molecular
weight of the proteins, the signals of these high-molecular weight bands probably
represent the three proteins but cannot be resolved by standard SDS-PAGE
electrophoresis.

We found that the dAdd1 proteins are enriched in the nuclear fraction of S2R™
cells (Fig. 2C). Because the proteins are nuclear and have putative chromatin and
DNA binding domains, we analyzed their location on chromatin. We made
polytene chromosomes preparations from third instar larvae, and using
immunostaining with the pan-dAdd1 antibody, we found that the dAdd1 proteins
are located in several bands and interbands in the polytene arms (Fig. S3). The
signal is also present in heterochromatic regions such as the chromocenter and on
the fourth chromosome, and it co-localizes with the dAtrx signal in this region
and in other heterochromatic regions (Fig. 2D and Fig. S3).

To determine whether dAdd1 colocalizes with dAtrx, we expressed an epitope
tagged-dAtrx; (dAtrx;-HA) [10] in larval salivary glands. This tagged dAtrx;-HA
version localizes to the same sites as wild type dAtrx; [25] and does not alter
dAdd1 distribution (compare Fig. 2D and Fig. S3). We found that dAdd1
colocalizes with dAtrx;-HA in the chromocenter and in other heterochromatic
regions (Fig. 2D insets).

These results opened the possibility that dAdd1 proteins with an ADD domain
could interact with the ADD-less Drosophila dAtrx and cooperate in some cellular
functions in the organism.

The dAdd1 proteins interact directly with the dAtrx, protein

To test the proposed interaction hypothesis, we performed co-immunoprecipi-
tation experiments using different antibodies generated against the dAdd1
proteins and dAtrx; (see Materials and Methods). As a first approach we
coimmunoprecipitated dAdd1 with the pan-dAdd1 antibody and tested whether
we could detect dAtrx;. In addition to detecting dAdd1 (Fig. 3A, top panel,
pan-dAdd1 blot) we found dAtrx; in the immunoprecipitate (Fig. 3A top panel,
dAtrx; blot, IP lane), the specific bands obtained in the IP are marked with a
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Figure 3. The dAtrx and dAdd1 proteins physically interact. A. Co-immunoprecipitation (ColP) assays of dAdd1 and dAtrx,. IP performed with pan-
dAdd1 antibody (top panels) and the reciprocal ColP assay with anti-dAtrx, antibody (bottom panels). Embryo nuclear extract (NE); S2R* cells total extract
(TE); pre-clearing (PC); unbound protein fraction (UB); Mock is the IP performed with an unrelated antibody. The presence of dAdd1 and dAtrx_ in the
precipitated proteins was determined by Western blotting using the specific antibody. 10% of the nuclear extract (corresponding to approximately 50 pg of
protein) used for the IP was loaded as the INPUT fraction. 20% of the total extract (corresponding to 150 pg of protein) was loaded as the INPUT fraction.
Molecular weight markers on the left of the panels represent kDa. B. ColP assay of dAdd1-a and dAdd1-b with dAtrx,_ . S2R+ cells total extract (TE); pre-
clearing (PC); unbound protein fraction (UB); IP was performed with anti-dAtrx,_. Mock is the IP performed with an unrelated antibody. The presence of
dAdd1-a and dAdd1-b in the precipitated proteins was determined using the specific antibody. 20% of the total extract (corresponding to 150 pg of protein)
was loaded as the INPUT fraction. The 250 kDa band observed in the INPUT lane is an unspecific band. Molecular weight markers on the left of the panels
represent kDa. C. Representation of the fragments assayed by Pull-down. The important fragments for the interaction between dAtrx and dAdd are shown in
dashed boxes. D. Pull-down assay. The first lane of all panels (except the coomassie panels) shows the 10% of the total amount of transcription/translation
labeled protein (dAdd1 fragments) used for each experiment (input). The rest of the lanes are the experimental interaction (GST-dAtrx fragments and dAdd1
fragments) and the control interaction (GST and dAdd fragments) for each analyzed polypeptide. Coomasie staining of the loaded GST-fused proteins is
shown in the bottom panels.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.9003

white arrow. We also performed the reciprocal immunoprecipitation with the
dAtrx; antibody, and we show that at least one of the dAdd1 proteins,
approximately 130 kDa, co-immunoprecipitates with dAtrx; (Fig. 3A bottom
panel, IP lane) the specific band is marked with a black arrow. The signal in both
cases is specific because it cannot be detected when we used an irrelevant antibody
to perform the immunoprecipitation assay (mock lane in all the blots).

To further characterize which of the dAdd1 proteins are in the observed
immunoprecipitated band, we performed a coimmunoprecipitation assay using
S2R" total extracts with antibodies generated against dAdd1-a or dAdd1-b. We
found that both, dAdd1-a and dAdd1-b coimmunoprecipitate with dAtrx; (Fig. 3B,
top and bottom panels), the white arrows indicate the specific bands corresponding
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to the co-immunoprecipitated proteins. In the dAdd1-a blot (Fig. 3B, top panel)
there is a high molecular weight band, near the 250 kDa weight marker, this band is
unspecific because it also appears in the immunoprecipitation performed with a
purified rabbit IgG antibody (Fig. 3B, mock lane). The fact that both proteins,
dAdd1-a and dAdd1-b, can immunoprecipitate with dAtrx; indicates that the
interaction domain is most likely conserved in both proteins or that a third protein
is mediating the interaction.

To map the dAdd1 protein domain(s) important for the interaction with
dAtrx;, we performed a series of pull-down assays. We generated several
fragments of dAtrx; and dAddl proteins and expressed them as GST-fusion
proteins in a bacterial system or expressed and labeled them with $*° using an in
vitro transcription/translation system (see Materials and Methods, Fig. 3C). We
tested four different fragments of the dAdd1-a protein. Two of these fragments are
present in the three isoforms (dAddl 1-225, dAdd1 1-625). When we assayed the
dAdd1 1-225 fragment with three different dAtrx; fragments, we observed that it
binds to all of the tested fragments of dAtrx; but this fragment also binds to the
negative control GST, although with less affinity (Fig. 3D top panel on the right).
In contrast, the larger fragment that contains aminoacids 226-625 (fragment
dAdd1 1-625) binds specifically to the amino-terminal fragment of dAtrx; (dAtrx
1-221) (Fig. 3D top left panel).

We also tested the dAddl1-a (355-1199) and dAddl-a (620-1199) fragments.
The first fragment, which contains amino acids 355-625 binds to two dAtrx;
fragments (1-221 and 368-1103), corresponding to the amino-terminal and SNF2
fragments, whereas the second dAdd1-a fragment (620-1199), which lacks amino
acids 355-625, fails to interact with any of the tested dAtrx; fragments (compare
second and third panels from top to bottom on the right of Fig. 3D).

In these analyses, we also found that a fragment that includes the MADF
domains (dAdd1-b 538-1125) interacts with the amino terminal and SNF2-
containing fragments of the dAtrx; protein (Fig. 3D from top to bottom: fourth
panel on the right) but this fragment also binds to the negative control GST.

From these data, we conclude that the dAdd1 domain that interacts with dAtrx;
is conserved in all dAdd1 isoforms. Thus, all dAdd1 isoforms can directly interact
with the amino-terminal domain of dAtrx; (a.a. 1-221) through their amino-
terminal domain (a.a. 1-625). Interestingly, this dAtrx; fragment is only conserved
in the long isoform, and it does not overlap with the HP1a interaction domain
[22]. In contrast, it does overlap with the DREF interaction domain, which was
reported by our group [25]. Based on these results, we conclude all dAdd1
isoforms can interact directly with the dAtrx; protein.

atrx and dadd1 interact genetically

At this point we have demonstrated that dAdd1 and dAtrx physically interact; and
therefore, we wanted to know whether they genetically interact in the fly. For this
purpose, we made transheterozygous atrx and dadd] flies. For these analyses, we
used three atrx alleles [20]. atrx! is a deficiency that uncovers dAtrx as well as
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three more adjacent genes; atrx” is an hypomorphic allele that affects both the
long and short dAtrx isoforms and atrx’ is an hypomorphic allele that affects only
the long isoform. The survival of heteroallelic atrx flies is affected, as previously
reported, and they do not present any other obvious phenotype (Table 1, [10]).
We also used two P-element insertion lines, dadd1™"'*** and dadd1™"""*”,
These insertions lie at 83 or 81 bp, respectively, from the daddl transcriptional
start site (Fig. 4A). To determine whether the insertions affected the levels of the
dAddl proteins, we extracted total proteins from adult flies of the different
genotypes and analyzed the presence of the dAddl proteins through Western
blotting using the pan-dAddl1 antibody (Fig. 4B). We found that the levels of the
dAddl proteins are diminished in homozygous dadd1™"'?*’/dadd1™""**° indivi-
duals, with respect to the heterozygous dadd1™""?*°/+ or +/+ flies (Fig. 4B). We
also analyzed the daddl mRNA levels of dadd1™""***/+ or dadd1™"""*/+
individuals through semi-quantitative RT-PCR and found that the dadd] mRNA
levels are diminished in the mutant individuals compared to the dadd1 wild type
flies (Fig. S4). These results indicate that these alleles are hypomorphic. Similar
results were obtained with the dadd1™""?*) dadd1™""”*’ heteroallelic flies (data not
shown) and thus we used for the rest of our tests the dadd1™""?*’ allele. 44% and
90% of the dadd1™"'***/dadd1™""**" and dadd1™""**’/dadd1™"""* flies reach
adulthood respectively, showing that the higher lethality present in dadd1™""?*’/

Table 1. Interaction between dadd1, and atrx.

atrx"/+ 789/789 (100) 0/789 (0)
atrx®/+ 202/202 (100) 0/202 (0)
atrcl+ 7751789 (98) 0/775 (0)
atrx'/atrx? 80/202 (40) 0/80 (0)
atrx'/atrx® 387/789 (49) 0/387 (0)
atrx®/atrx® 130/228 (57) 0/130 (0)
dadd1NP1240, 180/180 (100) 0/180 (0)
dadd1NPo795) 255/255 (100) 0/255 (0)
dadd 11240 dacg1NF1240 91/206 (44) 0/91 (0)
dadd1NP1240)gaclcf1VFO7930 163/180 (90) 0/163 (0)
dadd1NP1240) 1 atrx I+ 454/454 (100) 32/454 (7)
dadd1NP1240) 1 atrx®/+ 568/568 (100) 11/568 (2)
dadd 1NP1240 1 atr®)+ 632/632 (100) 14/632 (2)
dadd 1NPO7%3) 1 atrx I+ 152/152 (100) 5/152 (3)
dadd1"P07%3)1; atrx?/+ 322/322 (100) 11/322 (3)
dadd1"F07%3) 1 atrx’/+ 243/243 (100) 71243 (3)
dadd1"F1240 v atrx[atrx® 76/105 (72) 9/76 (12)
dadd1"F1240 v atrx?/atrx® 106/141 (75) 8/106 (8)
dadd1NFPO793) 1 atrx?latrx® 161/219 (73) 15/161 (9)

2The number of flies obtained over the number of flies expected according to the healthiest class in each cross. Percentage is in parentheses.
PNumber of adult individuals with melanotic masses (Fig. 4B) observed over the total number of that particular class. Percentage is in parentheses.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.t001
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Figure 4. Genetic interaction between dadd? and atrx. A. Scheme of dadd? showing the position of the EP elements insertions (gray triangle) in
dadd1NF1240 and dadd1VF07%2 alleles, introns are represented by white boxes while exons are represented by gray boxes. The start codon at position 308 pb
is also shown. B. dadd1"F7240 is an hypomophic dadd? allele. Western blotting assay probed with the pan-dAdd1 antibody. Each lane contains 150 pg of
proteins from adult flies of the indicated genotype. B-tubulin was used as a loading control. Note the low levels of the dAdd1 proteins in homozygous
individuals with respect to +/+ individuals. This demonstrates the allele is hypomorphic. The 250 kDa band observed in the wild type lane is an unspecific
band. Molecular weight markers on the left of the panels represent kDa. C. Some dadd1/atrx individuals present melanotic masses. Melanotic masses that
appear during larval (upper panel) and adult stages (lower panel) of mutant dadd?/atrx individuals are shown. Wild type individuals (w’"’® for larvae and
OreR for adult) are shown to the left for comparison.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.9004

dadd1™""?*° individuals (56%) compared to the one presented by the dadd1™"'?*°/
dadd1™""”* flies (only 10%) may be caused by other lethals present in the
dadd1™P?*° chromosome (Table 1). The heteroallelic dadd1™"?*)dadd V"7
individuals are fertile and do not present any other obvious phenotype.

Survival of the transheterozygous daddl/atrx flies is mildly affected, and a small
percentage of these flies present melanotic masses, both in third instar larvae and
adult individuals. The percentage of melanotic masses is higher in flies carrying
two different alleles of atrx in combination with one allele of daddl (Fig. 4,
Table 1). We obtained similar results for all the combinations of atrx and daddl
alleles (Fig. 4, Table 1,). The masses also appear during larval stages, and these
individuals fail to advance further in development (Fig. 4C). Similarly, adult flies
presenting melanotic tumors die within the first 10 days post-eclosion (data not
shown). These data provide evidence that, besides the physical interaction we
showed in the previous sections, there is a genetic interaction between dAdd1 and
Atrx functions that is essential for fly development.
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The dAdd1 proteins co-localize with HP1a in heterochromatic
regions and cooperate with dAtrx in the maintenance of
pericentric heterochromatin

As dAdd1 proteins interact with dAtrx;, we thought that they could be involved in
heterochromatin maintenance; therefore, we analyzed their interaction with
HP1la.

As mentioned before, the HP1a interaction domain in the dAtrx; protein
(245aa-CxVxL-249aa, [10]) does not overlap with the interaction domains of the
dAddl proteins. It is possible that dAdd1-a, b or ¢, dAtrx; and HP1a can co-exist
in the same protein complex. If this is true, then we should be able to
coimmunoprecipitate HP1a with the dAdd1 proteins. We expressed a V5 epitope-
tagged dAdd1 version in S2R" cells and detected the presence of HP1a in an
immunoprecipitation (IP) assay of the V5-dAdd1 protein with the V5 antibody
(Fig. 5A, lower panel, white asterisk). Although the signal is faint it is specific
because it cannot be detected in the mock control IP (Fig. 5A). This finding
indicates that dAddl-a is able to co-immunoprecipitate with HP1a.

We also show that dAdd1 and HP1a co-localize in heterochromatin regions and
in the chromocenter of wild type polytene chromosomes (Fig. 5B yellow arrow).
The dAdd1 signal is also observed in regions where no HP1a signal is detected
(Fig. 5B green arrow).

The coimmunoprecipitation and immunolocalization analyses suggest that the
dAdd1 proteins could be located in different regions of the chromatin. To analyze
the binding of these factors at several heterochromatic and euchromatic regions in
more detail, we performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays using
different antibodies against HP1a, dAtrx; and the dAdd1 proteins with chromatin
from third instar larvae salivary glands and S2R™ cells (see Material and Methods).

HP1la is not enriched in the TAS (Telomeric Associated Sequences) regions
[38]. On the other hand, Antao et al., (2012) [30] found through a proteomic
analysis of chromatin segments (PICh) that dAtrx and of the product of CG8290
are enriched in the telomeric associated sequences (TAS-L) but they did not find
HP1a. Thus, we looked for the presence of HP1a, dAtrx; and the dAdd1 proteins
in the telomeric region (TAS-L). Our ChIP experiments show, similar to Antao et
al., (2012) [30], that dAtrx; and the proteins, but not HP1a, are enriched in the
TAS-L region (Fig. S5). We also found that dAtrx; and the dAdd1 proteins
colocalize in a region that can potentially form a G quadruplex structure (G4)
(Fig. S5).

In search for heterochromatic regions where the proteins did not co-localize we
tested the rover retrotransposon, which we know is a constitutive heterochromatic
region enriched in H3K9me3 mark [29]. Here we found dAtrx; is present but the
dAddl proteins are not enriched in this region. This result indicates that dAdd1
and dAtrx; do not colocalize at all the heterochromatic regions in the genome
(Fig. S5). Next, we looked for an euchromatic region, we decided to use the sgs8
promoter which is actively transcribing in third instar salivary glands [29]. We
observed that in this euchromatic region there is some enrichment of dAdd1
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Figure 5. The dAdd1 proteins co-localize in heterochromatic regions with HP1a and cooperate with dAtrx in the maintenance of pericentric
heterochromatin. A. ColP assay of dAdd1-a and HP1a. Total extract (TE) from transiently transfected S2R" cells with dAdd1-a-V5, P1 and P2 are pre-
clearing 1 and 2 (see Material and Methods); unbound protein fraction (UB); IP performed with anti-V5 (upper panel); Mock is the IP performed with purified
mouse IgG. The presence of dAdd1-a-V5 was determined using the anti-V5 antibody. The presence of HP1a was determined using the anti-HP1a (CIA9)
antibody (lower panel). Molecular weight markers on the left of the panels represent kDa. B. Polytene chromosomes preparations from wild-type OreR third
instar larvae were simultaneously stained with anti-HP1a (red signal) and pan-dAdd1 (a-c) antibody (green signal). Merge bands containing both factors can
be visualized mainly in the chromocenter (yellow signal). C. dadd? is a suppressor of position effect variegation. Quantitative B-galactosidase assay. The
graphs show that dadd1 alleles can suppress position effect variegation measured by the enzymatic activity of Lac-Z. WT = wild type flies with CyO and TM3
chromosome balancers; C= control flies derived from F1 progeny of paternally delivered dadd1 alleles; M= Maternal depletion, F1 progeny flies of
maternally delivered dadd? alleles; Z=zygotic depletion, flies derived from crossing males carrying the dadd1 alleles to females carrying the BL1 allele;
M+Z= maternal and zygotic depletion, flies derived from crossing females carrying the dadd? alleles to males carrying the BL1 reporter allele. The bottom
graph shows that transheterozygous dadd1, atrx flies have an additive effect in the suppression of position effect variegation.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.g005

proteins whereas dAtrx; is not enriched as expected (Fig. S5). This finding is
supported by the fact that in the immunolocalization experiments shown above,
we also observe dAdd1 in euchromatic regions in the chromosome arms (Fig. 2D
and Fig. S3).

The results obtained in the ChIP analyses could represent the capability of the
different dAdd1 proteins to bind different regions of the chromatin. The fact that
dAtrx; and the dAdd1 proteins are not always together, as shown in the ChIP and
the immunolocalization analyses, provide evidence that the dAdd1 proteins have
functions independent of that with dAtrx;. This result also shows that dAtrx; can
bind to chromatin regions independent of the dAdd1 proteins, most likely
through interactions with other factors such as DREF [23].

The colocalization of HP1a, dAtrx; and dAddl1 in the chromocenter raises the
possibility that the dAdd1 proteins are involved in the maintenance of
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heterochromatin. In a model for the maintenance of pericentric heterochromatin
proposed by Eustermann S, et al, (2011) [4], the ADD domain of the hATRX
protein, reinforced by the interaction with HP1a, recognizes pericentric
heterochromatin. Once hATRX is recruited its helicase/ATPAse domain directs
deposition of the histone variant H3.3 [4].

It has not been determined conclusively whether Drosophila dAtrx is involved
in the deposition of the histone variant H3.3, but both HP1a and dAtrx; localize
at the chromocenter of polytene chromosomes and act as suppressors of position
effect variegation for the w™* allele, an inversion that lies near pericentric
heterochromatin [10].

Following this hypothesis we tested the daddl capability to suppress position
effect variegation. We used the BL1 line, which carries a LacZ reporter construct
that lies near the centromere [24,32]. In this assay, we can determine whether
daddl is involved in the establishment, crossing virgin females carrying the dadd1l
alleles to males carrying the reporter BL1 (maternal effect), or maintenance,
crossing males carrying the dadd] alleles to females carrying the reporter BL1
(zygotic effect), of heterochromatin [32] (see Material and Methods).

The results show that daddl does not have a relevant role in the establishment
of pericentric heterochromatin (compare M (maternal) bar and C (control) bar in
Fig. 5C top graph). When we analyzed the zygotic effect, virgin BL1 females
crossed to daddl male carrying alleles, the activity of LacZ was consistently higher
in daddl mutants (compare Z (zygotic) bar to C (control) bar in Fig. 5C top
graph), indicating that the dadd] alleles can suppress position effect variegation
and that dadd]l has a role in the maintenance of heterochromatin rather than in
the establishment of heterochromatin.

Next, we tested whether a combination of daddl and atrx alleles enhances the
suppression of position effect variegation in a cooperative manner. In fact, this is
what we observed. Our results show that transheterozygous daddl/atrx flies
suppress position effect variegation more efficiently than heteroallelic flies
carrying either the daddl or atrx alleles (compare third and fourth bars in Fig. 5C
bottom graph).

Overall, these results indicate that dAdd1 proteins are capable of interacting
with proteins, such as HP1a, that are involved in the establishment of
heterochromatin and that they cooperate with dAtrx; in the maintenance of
heterochromatin.

Su(var)205 interacts genetically with dadd1, and atrx

We showed that daddl/atrx individuals present melanotic masses. The
Su(var)205° is a loss-of-function HP1a allele because it carries a mutation in
aminoacid 26 within the chromodomain. We tested whether the loss of function
of HP1a in the presence of daddI and/or atrx mutations affects the presence of the
melanotic masses found in dadd1/atrx individuals.

Transheterozygous Su(var)205° flies carrying the daddl, or atrx’ or atrx” alleles
do not present melanotic masses, whereas Su(var)205° flies carrying atrx’ (which
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Table 2. Su(var)205 interaction with dadd1, and atrx.

Su(var)205%/+ 0/487 (0)
Su(var)205%/+;atrx’l+ 6/366 (2)
Su(var)205%/dadd1NP1240 0/201 (0)
dadd 1NP1240) 1 atrx/+ 3/69 (4)
Su(var)205%/dadd1NP724%; atrx’/+ 16/111(14)

@Number of adult individuals with melanotic masses (Fig. 4B) observed over the total number of that particular
class. Percentage is in parentheses.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.t002

affects only the long isoform of dAtrx) present melanotic masses in a small
percentage (Table 2). The penetrance of melanotic masses in dadd™""**°/+; atrx’/+
(4%) or Su(var)205°/+; atrx’/+ (2%) individuals increases to 14% in Su(var)205%/
dadd"""***atrx’/+ individuals where mutations in the three genes are together
(Table 2). These data show that the presence of melanotic masses in
transheterozygous daddl, atrx and Su(var)205 flies most likely involves
misregulation in the maintenance of heterochromatin.

Discussion

In vertebrates, hATRX is a protein with an ADD domain and an SNF2-helicase/
ATPase motif. Through evolution, the SNF2 domain of hATRX has been highly
conserved, but in invertebrates, the ADD domain is lost (Fig. 1D, [39]). In this
article, we describe the characterization of the Drosophila dAdd1 proteins as
orthologs to the amino-terminal region of Atrx. The daddl gene expresses the
dAdd1 proteins, which have an ADD domain (Fig. 1C), throughout development
(Fig. 2B). The 3D structure of the dAdd proteins ADD domain (Fig. 1B) is more
similar to the one found in hATRX than to the ADD domains found in other
proteins. Drosophila dAdd1 and the ADD-less dAtrx interact physically (Fig. 3A,
3D) and genetically (Tables 1 and 2), and they interact with HP1a in
heterochromatic regions (Fig. 5B).

The human hATRX gene encodes an SNF2 helicase/ATPase protein that has
many different functions. It is part of a complex that includes the histone variant
H3.3 chaperone DAXX, and it is involved in the deposition of this histone variant
in pericentric and telomeric heterochromatin [7,40,41]. The hATRX protein can
also bind to regions in the genome that can potentially form G-quadruplex
structures and it has been proposed that this binding alleviates the quadruplex
conformation and allows the deposition of H3.3 [9,42]. Its participation in the
deposition of histone variant H3.3 requires the helicase/ATPase activity, although
it has not been determined whether this activity is also required for the binding
and recognition of the G-quadruplex structures of the DNA. In addition to the
SNF2 helicase/ATPase domain, hATRX also has an amino-terminal domain
composed of two zinc fingers, a GATA-like finger and a PHD finger called the
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ADD domain. This domain is able to recognize the H3K9me3 histone mark in
combination with unmodified H3K4 through a "hydrophobic pocket", which is an
unusual feature for a PHD zinc finger [33]. The interaction between hATRX and
histone H3 chromatin marks has been shown to maintain hATRX binding to
pericentric heterochromatin. A model has been proposed in which hATRX is
directed to pericentric heterochromatin through the ADD domain, and this
interaction is reinforced by the interaction between hATRX and HP1a. In this
model, the SNF2 helicase/ATPase domain then directs histone H3.3 deposition or
performs other required ATP-dependent functions [4].

daddl encodes three polypeptides that contain an ADD domain that is highly
similar to the hATRX ADD domain (36% identity and 52% of similarity, [11] and
this work). The comparison of the 3D-structure analyses of the ADD of
Drosophila dAdd1 and hATRX reveal that these domains overlap and that the
histone recognition pocket is conserved.

Our phylogenetic inference analysis using the ADD domain of hATRX indicates
that the ATRX gene underwent a fission event. This fission has been described in
at least another chromatin-binding-protein encoding gene, cara mitad (cmi),
which is the homolog of the amino-terminal portions of mammalian MLL2 and
MLL3 [32].

It is intriguing that there are three spliced isoforms encoded by the daddl gene.
The dAdd1-a isoform contains the ADD domain and no other putative domains,
while the other two spliced isoforms have additional domains called MADF (myb/
SANT-like domain in Adfl). The MADF domains are a subfamily of the SANT
domains. They are DNA-binding domains found in all Drosophila species. In the
case of Adfl, the first Drosophila factor identified to have an homology to the Myb
oncoprotein [43], the MADF domain recognizes and binds certain sequences in
repetitive regions [44], although there are some examples in which the MADF
domains can also bind proteins, and apparently the specificity lies in the domain’s
isoelectric point [45].

The predicted isoelectrical point of the three MADF domains in the dAdd1
proteins is basic, which could indicate that they can bind to DNA.

The acquisition of new domains indicates that these proteins most likely have
diverged functions. One indication of this could be the pattern of the
immunolocalization of dAdd1 in polytene chromosomes, where not all the signals
derived from the pan-dAdd1 antibody co-localize with dAtrx;. This indicates that
the dAdd1 isoforms could also have roles independent of their interaction with
dAtrx;

The survival of transheterozygous individuals carrying the daddl/atrx alleles is
compromised, and some of the larvae and adult individuals show melanotic
masses. We found that these proteins also colocalize with HP1a and that dAdd1-a
immunoprecipitates with HP1la. Diminished HP1a levels in dadd1/atrx flies
enhance the incidence of melanotic masses. Our results are supported by the
recent report of Alekseyenko et al., (2014), in which it is demonstrated that dAdd1
physically interacts with HP1a and that dAdd1 is a suppressor of variegation [11].
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The generation of melanotic masses involves problems in the differentiation of
hematopoietic cells in the flies. The differentiation of hematopoietic cells takes
place in the early embryonic head mesoderm and in the lymph gland of late larvae,
and three different types of cells are derived from the prohemocytes; the
plasmatocytes, crystal cells and lamellocytes. Several different pathways regulate
the differentiation of these cells [46]. One of the pathways involves a balance in
the expression of the Pnr-o and Pnr-f3 proteins, which is controlled by the JAK/
STAT pathway [48]. Jak hyperactivation results in the proliferation of hemocytes,
lamellocyte differentiation and the generation of melanized pseudotumors.
Pseudotumors or melanotic masses are formed by crystal cells and lamellocytes
[47]. On the other hand, Stat is a positive regulator of plasmatocyte
differentiation, and one of the downstream factors regulated by Stat is the GATA
factor Pannier [48]. Importantly, our group had already identified pannier (pnr)
as a gene regulated by dAtrx; and another transcriptional factor DREF [25]. In
that report, we concluded that dAtrx; is recruited to the pnr gene promoter
through DREF, and that it acts as a co-repressor of pnr gene expression.

Furthermore, the data obtained from the genetic interactions between the
daddl, atrx and Su(var)205° alleles indicates that melanotic masses are derived
from problems in the proteins involved in heterochromatin maintenance, such as
dAtrx; and HP1a. The position effect variegation assay indicated that the dAdd1
proteins are involved in the maintenance of heterochromatin. Thus, an attractive
hypothesis is that dAdd1, dAtrx; and HPla cooperate and promote hetero-
chromatinization at the promoters of the genes involved in the JAK/STAT
pathway, including pnr. Lack of these proteins could lead to misregulation of the
effectors of the pathway, giving rise to the melanotic masses. Experiments are
being carried out to test this hypothesis.

In the human ATRX syndrome, the majority of the mutations identified so far
affect the ADD or the SNF2 helicase/ATPAse domains. The fact that the domains
are separated in flies provides a new important tool to study the individual roles
these domains have in the development of the organism.

Supporting Information

Figure S1. dAdd1 antibodies recognize specifically the dAdd1 proteins. a)
Western blot using the pan-dAdd1 antibody. The dAdd1 isoform signals (lane 1)
observed with the pan-dAddl antibody are no longer observed in lane 2. This
demonstrates that the GST-dAdd1 fusion protein which harbors the peptide used
to raise the pan-dAdd1 antibody is able to deplete them from this fraction. The
dAddl signals are no longer observed (lane 2) showing that the pand-dAddl
specifically recognizes the dAdd1 isoforms (see also Materials and Methods). b)
Anti-dAdd1-a antibody recognizes the dAdd1-a protein. Indicated GST fusion
proteins were loaded and blotted onto a nitrocelulose membrane. The Western
blot was performed with an anti-dAdd1-a antibody (top panel) or an anti-GST
antibody (bottom panel). The dAdd1 specific signal is observed only where the
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GST-dAdda-1 fusion protein harboring the peptide used to raise the antibody was
loaded (GST-dAddl aminoacids 620-1199) (left lane, top panel). The antibody
does not recognize a fusion protein that lacks this peptide (right lane, top panel).
The GST antibody recognizes the aforementioned two GST-dAdd1 fusion
proteins (bottom panel). Extra bands (asterisks, right lane, bottom panel) may be
fusion protein degradation. c) Specificity test for the dAdd1-b antibody. Indicated
GST-fusion proteins were induced in E. coli. Induced extracts were loaded and
blotted onto nitrocellulose membranes. The Western blot (upper panel) was
performed using the anti-dAdd1-b antibody. A specific signal is observed (lane 3,
black arrow in the blot and in the Ponceau staining) which corresponds to the
induced GST-dAdd1-b fragment (aa 530-1125) and not GST or GST-dAdd1-a (aa
620-1199) (lanes 1 and 2 respectively). Faint bands in the first two lanes are
unspecific signals.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.s001 (TIF)

Figure S2. The atrx gene suffered a fission event in the Insecta class. Maximum
Likelihood Phylogenetic Analysis of Helicase/ATPase domain and the corre-
sponding Protein Domain Architecture information of its containing proteins.
The numbers shown represent bootstrap values. It can be seen that the common
ancestor to plants and animals had a protein with both, the ADD and the helicase/
ATPase domains, but insects show the homologous domains in different proteins.
Since it is more likely that only one fusion event, instead of two independent
acquisitions of the same domain, occurred during the evolution, the most
parsimonious explanation is to consider a model in which a gene fission event
occurred within the Insecta class. For the parameters used, see Material and
Methods section.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.s002 (DOCX)

Figure S3. The dAdd1 proteins localize at many chromatin regions in polytene
chromosomes. Wild type polytene chromosome staining was performed with the
pan-dAdd1 antibody (red). The dAdd1 proteins localize in heterochromatic
regions such as the chromocenter and the fourth chromosome (inset, white
arrow). Staining along the chromosomes arms and in euchromatic regions is also
observed.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.s003 (TIF)

Figure S4. Alleles dadd1™""**° and dadd1™"°”*? are hypomorphs.
Semiquantitative RT-PCR from wild type and mutant dadd] flies. dadd1 mRNA
level is lower in the dadd1™""?* (upper panel) and dadd1™**”*? (lower panel)
heterozygous flies than in the daddl wild type flies (w'''®). In homozygous
dadd1N?"?*°/dadd1N?'?*° (upper panel), daddl is even lower that in the
heterozygous condition. rp49 transcript levels remained unchanged in the mutant
alleles.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.s004 (DOCX)

Figure S5. The dAdd1 proteins co-localize in vivo with dAtrx; and HP1la in
some chromatin regions. ChIP assay using total extracts from third instar salivary
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glands (SG) prepared from wild-type larvae and S2R+ cells. Graphs represent the
percentage of input precipitated using the different antibodies for the same
regions. Note that in the rover region only dAtrx; is enriched. Three independent
biological replicates were performed.

doi:10.1371/journal.pone.0113182.s005 (TIF)
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