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RESUMEN

El genoma nuclear en eucariontes esta organizado en forma de un
complejo ADN-proteinas llamado cromatina. Existen diferentes
tipos de proteinas encargadas de su organizacion,
empaguetamiento y estructura. Como, por ejemplo, los complejos
remodeladores de cromatina. En humanos, la proteina ATRX es
una subunidad que forma parte de la familia SWI/SNF2 de dichos
complejos. Mutaciones en el gen que codifica a ATRX esta
asociado a un sindrome con el mismo nombre, donde los pacientes
presentan problemas en el desarrollo, como pueden ser;
anormalidades craneofaciales y/o urogenitales, ademas de alfa
talasemia. ATRX es una proteina con una funcion conservada en
la evolucion, en Drosophila melanogaster existen dos genes que
codifican dos proteinas que contienen los dominios conservados
de ATRX; las proteinas dAddl y dXNP. Las cuales pueden realizar
una funcion equiparable a la proteina en humanos. Ensayos de
ChlIP-seq en células embrionarias mostraron que dAdd1 co-localiza
en el 70% de los sitios con las proteinas de arquitectura, como
Mod(mdg4), dCTCF y CP190. Ademas, existen datos de doble
hibrido que sugieren la interaccion entre dXNP y Mod(mdg4). Lo
anterior sugiere que diversas proteinas de arquitectura pudieran
formar complejos con diferentes proteinas remodeladoras de la
cromatina.

En este estudio se determind mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion en extractos proteicos nucleares de
embriones, que dAddl y Mod(mdg4) pueden formar complejos. Por
otra parte, dXNPLno co-inmunoprecipita con Mod(mdg4) ni dCTCF,
lo cual sugiere que dichas proteinas no se encuentran en un mismo
complejo. Finalmente, por medio de inmunofluorescencias en
discos imagales de ala, pata y halterio, obtenidos a partir de larvas
de tercer instar, se encontré que dAddl, dXNP, dCTCF y CP190
presentan una distribucion ubicua, lo que sugiere que estas
proteinas participan en la especificacion de todos los
compartimentos en dichos discos para dar origen a las estructuras
del cuerpo del adulto.
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1. Introduccién

1.1 Organizacién del genoma

El genoma en eucariontes esta organizado en un complejo de DNA-proteinas
llamado “cromatina”, la cual esta contenida dentro del ndcleo. La cromatina
tiene un papel estructural que esta intrinsicamente relacionado con la
expresion y/o la regulacion génica (Gayon, 2016).

Actualmente, estd demostrado que la cromatina puede adoptar dos
configuraciones diferentes; la primera, es conocida como eucromatina, que
se refiere al estado en el que la cromatina se encuentra menos condensada,
y por lo general los genes se encuentran activados; la segunda configuracion
es conocida como heterocromatina, la cual se caracteriza por presentar un
tiempo de replicacion tardio, tener un alto grado de compactacion, poseer
regiones repetitivas y presenta modificaciones post-traduccionales de
histonas (HPTMs), como por ejemplo, la di o tri-metilacion de la lisina 9 de la
histona H3 (H3K9me2/3) y metilaciéon del ADN (Mistelli, 2020; Williamson & Pinto,
2017)

Existen dos tipos de heterocromatina en células: la heterocromatina
facultativa, que esta regulada de tal manera que, en determinado periodo del
ciclo celular, se puedan expresar los genes que contiene; en cambio la
heterocromatina constitutiva, no presenta este cambio de expresion, sino
gue, en su gran mayoria, se mantiene con una estructura que promueve el
silenciamiento de sus secuencias (Fraser et al., 2015).

En la division celular, el material genético de la célula se acomoda de una
manera distinta. El cromosoma mitético, es la estructura en la que se
encuentra el material genético durante la mitosis. Su estructura incluye: el
centromero, cromatidas (con un brazo largo y uno pequefio) y los
telomeros(Buchwalter et al., 2019) .
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Figura 1. Partes y composicién del cromosoma mitético (obtenida del sitio web:
genome.gov/es/genetics-glossary/Cromosoma#)(National Human Genome Research
Institute, n.d.)

1.2 Niveles de organizacion de la cromatina

En un cromosoma en interfase, se ha observado que existen diferentes
niveles de organizacion de forma jerarquica. En el nivel mas basal de
compactacion se encuentra la doble hélice de ADN interactuando con un
octamero de histonas (tetrdmero de histonas H3 y H4, unidas por dos dimeros
H2A-H2B), que en conjunto forman estructuras llamadas nucleosomas,



donde se enrollan aproximadamente 146 pares de bases (pb) en 1.6 vueltas
(Williamson & Pinto, 2017).

1.2.1 Nucleosomas y Clutches de nucleosomas

Se ha observado que los nucleosomas forman grupos que carecen de una
estructura organizada. Estas estructuras fueron denominadas “clutches de
nucleosomas”, en los que el numero de nucleosomas de cada clutch es
variable y se intercalan con regiones con pocos nucleosomas (Magafia-
Acosta & Valadez-Graham, 2020; Ricci et al., 2015).

Los nucleosomas pueden tener modificaciones postraduccionales, las cuales
pueden ser reconocidas por distintos complejos proteicos que se encargan
de remodelar o mantener la cromatina (Magafia-Acosta & Valadez-Graham,
2020).

1.2.2 Loops de cromatina

En un nivel de compactacién a mayor escala, se ha observado que se forman
estructuras en forma de bucle, los cuales se denominan “Loops de la
cromatina”. Estos loops regulan la expresion génica facilitando el contacto
directo entre diferentes elementos reguladores, como podria ser un contacto
enhancer-promotor o silencer-promotor (Rowley & Corces, 2018).

Diversos estudios, han mostrado que existen ciertas diferencias respecto a
los loops de la cromatina en diferentes organismos. Por ejemplo; en
mamiferos se ha observado que es necesaria la presencia de dos proteinas,
una proteina de arquitectura (PA) llamada CTCF (CCCTC-binding factor),
junto al complejo de las cohesinas. Mientras que en otros organismos como
Drosophila melanogaster se ha observado que CTCF no es esencial para la
formacion de los loops, pues no se ha observado gran afectacion en la
formacion de loops a falta de esta proteina (Rowley et al., 2017; Rowley &
Corces, 2018).

Dichos loops se ha observado que podrian formarse mediante un proceso
gue ha sido denominado como “loop extrusion" por uno o varios mecanismos



gue no son mutuamente excluyentes, donde el complejo de cohesinas
(formadas por las subunidades SMC1, SMC3 y RAD21), es reclutado al ADN
el cual comienza a pasar a través del anillo de cohesina hasta que se obstruye
el paso por la presencia de CTCF (Rowley & Corces, 2018).

Los mecanismos sugeridos para la extrusion pueden ser: a) Mediante la
formacién de un gradiente de varias cohesinas, b) por la actividad motora de
la cohesina mediante la hidrdlisis del ATP, c) la cohesina es empujada por
RNAPII (Rowley & Corces, 2018) (Figura 2)
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Figura 2. Mecanismos propuestos para la extrusiéon de loops por CTCF y cohesina
(Tomado de Rowley & Corces, 2018).

1.2.3 Dominios topoldgicamente asociados (TADS)

Con el avance de analisis bioinformaticos acoplados a secuenciacion, se
encontrd la existencia de estructuras a nivel de megabases (Mb), que son
denominadas como “TADs” (Topological Associated Domains). Dichas
estructuras estan, en su mayoria, delimitadas por proteinas de arquitectura
(PA), cuyas secuencias presentan interacciones con regiones que se
encuentran en el mismo TAD, mientras que hay poca o nula interaccién entre
regiones de diferentes TADS (Rowley & Corces, 2018).



En vertebrados, estos dominios se ven mayormente delimitados por sitios de
unibon a CTCF. Existe un subconjunto de TADs (o0 dominios
compartimentales), donde sus interacciones se ven promovidas por el
acercamiento de dos secuencias por CTCF, pero también tiene la capacidad
de disminuir la interaccion entre dos dominios (Rowley & Corces, 2018).

1.2.4 Compartimentos A/B

En un nivel de compactacion mayor, se han descrito la existencia de los
llamados “compartimentos” que se pueden clasificar como tipo “A” y tipo “B”.
Los compartimentos de tipo A se caracterizan por tener una mayor proporcion
de genes que son transcritos y sus regiones presentan altos niveles de
HPTMs asociadas a la activacion transcripcional.

Por otro lado, en los compartimentos de tipo “B”, la mayoria de los genes
contenidos estan inactivos y las modificaciones de histonas que posee son,
en su mayoria de represion transcripcional(Rowley & Corces, 2018).

1.2.5 Territorios cromosOmicos

Por ultimo, se ha descrito la existencia de los denominados, “territorios
cromosomicos”, donde se ha observado que cada cromosoma ocupa un
espacio determinado dentro del nucleo, ya que los cromosomas con baja
densidad génica se encuentran preferencialmente en la periferia del nicleo,
mientras que los que poseen mayor densidad génica tienden a localizarse en
regiones centrales del nlcleo (Rowley & Corces, 2018).
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Figura 3. Niveles de organizacion de la cromatina (Tomado de Meyer-Nava, 2021).

1.3 Proteinas de arquitectura

Las PA fueron nombradas de esa manera, debido a que presentan una serie
de funciones relacionadas con la organizacion y la funcion del genoma. Entre
sus funciones estan: 1) La actividad de bloqueo de enhancer, 2) actividad de
barrera o insulator (delimitan regiones de heterocromatina de eucromatina) y
3) la formacion de loops de la cromatina (Figura 4).
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Figura 4. Funciones de las proteinas de arquitectura

A pesar de que las funciones de las PA se encuentran conservadas entre
diferentes organismos, se sabe que existen ciertas diferencias en cuanto a la
presencia de dichas proteinas. Por ejemplo, en vertebrados CTCF es
reconocida como una proteina insulator pues se sabe forma parte de ciertos
complejos de proteinas que, junto con una secuencia de ADN, delimitan las
regiones de heterocromatina. Dicho complejo de proteinas-ADN se le conoce
como insulator bodies, en los cuales, se encuentra abundantemente CTCF
en el genoma de humano. CTCF esta conservada en la evolucion y es la
proteina principal en la formacion de loops de cromatina y en los limites entre
TADs de vertebrados (Magafia-Acosta & Valadez-Graham, 2020).

CTCF tiene una region de 11 dedos de zinc, que esta conservada en
diferentes especies como en D. melanogaster. CTCF mediante estos dedos
de zinc tiene la capacidad de unirse directamente al ADN, (Golovnin et al.,
2015).

1.3.1 dCTCF

dCTCF es el ortélogo en D. melanogaster de CTCF. Este gen codifica para
una proteina de 93.1 kDa y tiene 11 dedos de zinc de tipo C2H2. dCTCF no
es esencial para la formacion de loops de cromatina, incluso se ha visto que
hay complejos de cohesina que realizan su actividad, sin necesitar dCTCF
(Misulovin et al., 2008). Por otra parte, se ha determinado que dCTCF se



encuentra en regiones entre los limites de diferentes dominios, por lo que se
le ha conferido la funcidn de insulator (Magafia-Acosta & Valadez-Graham, 2020).
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Figura 5. Representacion lineal de dCTCF (Modificado de flybase.org, 2022).

Sin embargo, dCTCF no es la Unica proteina que participa en la formacion de
loops en este organismo.

1.4 Proteinas de arquitectura en D. melanogaster

A diferencia de los humanos, D. melanogaster presenta una gran variedad de
PA. Como se mencioné anteriormente, dCTCF no es necesario para la
formacion de los loops de la cromatina. Sin embargo, dCTCF co-localiza con
otras PA, como CP190, Mod (mdg4) y BEAF-32 (Bartkuhn et al., 2009).

En D. melanogaster, se han identificado 11 proteinas de arquitectura de union
al ADN y 7 proteinas de arquitectura que no reconocen motivos de ADN, pero
tienen un papel como proteinas accesorias (Bortle & Corces, 2012).

Tabla 1. Proteinas de arquitectura unién a ADN (Binding proteins, BP) y
proteinas de arquitectura accesorias (PAA) identificadas en D.
melanogaster (Modificado de Pauli et al., 2016; Cubefias-Potts & Corces,
2015).

Tipo | Proteina de arquitectura | Dominios conservados
BP | CTCF zf-C2H2 [11]

Su(Hw) zf-C2H2 [12]

BEAF-32 2f-BED [1], BESS [1]

DREF Zf-BED [1]

TFIIC

Z4 o Putzig zf-C2H2 [7]

Elba BEN [1]

Pita zf-AD [1], BESS [1]




ZIPIC zf-C2H2 [7]
Ibf1 zf-BED [1]
Ibf2 zf-BED [1]

PAA | CP190 BTB [1], zf-C2H2[4]
Mod(mdg4) BTB [1], FLYWCH [1]
Rad21
Cap-H2
Fs(1)h-L
L3mbt
Chromator o Chriz

1.4.1 Mod(mdg4)

Mod(mdg4) es una proteina de arquitectura que no se encuentra en
vertebrados y es considerada como una proteina accesoria debido a que no
posee un dominio de union a ADN. El gen mod(mdg4) codifica a 31 isoformas
de la proteina, pero Unicamente la isoforma de 67.2 kDa posee el dominio
SID, que es esencial para su interaccion con otra proteina de arquitectura
llamada Supressor of Hairy-wing (Su(Hw)) y su presencia en los insulator
bodies, los cuales son complejos de secuencias de ADN y proteinas de
arquitectura, encargados del silenciamiento de retrotransposones en los
telomeros de cromosomas (Golovnin et al., 2015).

Mod(mdg4) esta compuesto por los dominios BTB/POZ, FLYWCH, SID, un
dominio rico en glutamina y un dominio de dimerizacion. Estos dominios se
encuentran representados en la Figura 6 (Golovnin et al., 2015).

Mod(mdg4) 67.2 kDa
FWB/POZ(I C Q T DD | I(FLYWCHl[ ( SID_[Q

1 118 145 276 31 389 453 514 568 610

Figura 6. Representacion lineal de la isoforma de 67.2 kDa de Mod(mdg4) (Tomado de
Magafa-Acosta, 2020).

Se ha identificado como una proteina con actividad insulator que reprime los
retrotransposones HeT-A en teldmeros, en tejidos de células somaticas de



ovario y se ha encontrado que co-localiza con los insulator bodies,
especificamente los que se encuentran silenciando al retrotransposon gypsy
(Gerasimova et al., 2007).

1.4.2 CP190

CP190 es otra PA gue, al igual que dCTCF se encuentra en regiones entre
limites de TADs; incluso ambos estan presentes en regiones insulator de los
genes que codifican al complejo Bithorax (Mohan et al., 2007)

En cromosomas politénicos, se ha observado la presencia de CP190 en
diversos sitios y tiene un papel esencial en el insulator de gypsy, pues a falta
de CP190, las otras dos PA del insulator (Mod(mdg4) y Su(Hw)) no pueden
formar insulator bodies (Chi-Yun Pai et al., 2004).

! CP190 109
-~ f.- [J"., {af.- lr"-‘
t( j N '_,\% NN ﬂ 190kDa
c30 £27 W470 H590

Figura 7. Representacion lineal de CP190 (Modificado de Flybase, 2022).

1.5 Insulator bodies

Los insulator bodies son complejos de proteinas que se encuentran a lo largo
de la cromatina y tienen la actividad de barrera. Se han encontrado en los
bordes entre eucromatina y heterocromatina.

Ademas de las proteinas de arquitectura, existen secuencias dentro del
genoma que son denominadas como insulators, que son reconocidos por
proteinas de arquitectura. Estos elementos insulator tienen tres actividades
biologicas: formacion de loops de cromatina, actividad de blogueo de
enhancer y el blogueo de la propagacion de heterocromatina(Cavalheiro et
al., 2021).
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Figura 8. Funciones de elementos Insulator (Tomado de Cavalheiro et al., 2021).

Cabe resaltar que en la Figura 8, solo se presentan elementos en cis, y solo
la cohesina en trans, pero estos mecanismos requieren de otras PA. Las
proteinas insulator, son proteinas de arquitectura capaces de intervenir en la

propagacion de la heterocromatizacion (Magafna-Acosta & Valadez-Graham,
2020).

Se ha propuesto que los insulator bodies que han sido observados en D.
melanogaster son contactos del mismo dominio donde se encuentran
interacciones con proteinas de arquitectura y proteinas involucradas en la
transcripcion (Rowley & Corces, 2018).

1.6 Complejos remodeladores de la cromatina

Los complejos remodeladores de la cromatina son complejos de proteinas
nucleares, que tienen la finalidad de dar acceso al ADN, facilitando la
transcripcion o el reconocimiento de una secuencia de nucleotidos. Estas
proteinas alteran temporalmente la estructura, posicion o expulsion de
nucleosomas utilizando el ATP para estas funciones (Magafa-Acosta &
Valadez-Graham, 2020) .

Una proteina ampliamente conocida por su actividad en el establecimiento y
mantenimiento de la heterocromatina, es HP1a (Heterochromatin Protein 1a),
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la cual, es un ortélogo de la proteina de mamiferos CBX5, que es capaz de
mantener el estado heterocromatico por la actividad de su cromodominio que
reconoce modificaciones postraduccionales en histonas, como H3K9me3. En
mamiferos, CBX5 interactla con ATRX, lo que da estabilidad a teldmeros y
regiones pericéntricas. ATRX es una proteina remodeladora de cromatina,
cuyas mutaciones pueden causar el sindrome ATRX. (Chavez et al., 2017).

1.6.1 ATRX en mamiferos

ATRX es una proteina remodeladora de la cromatina de vertebrados, que
obtiene su nombre por el sindrome Alfa-talasemia con retraso mental ligado
al cromosoma X. El gen que codifica a esta proteina es hATRX y se encuentra
en el cromosoma X en la posicion Xq13.1-q21.1 (Lopez-Falcon et al., 2014)

Esta proteina se clasifico como una proteina del grupo SNF2 por la similitud
y conservacion de sus dominios Helicasa y ATPasa (Picketts et al., 1996). La
proteina también posee un dominio ADD en su extremo amino terminal y el
domino Helicasa/ATPasa en el carboxilo. El dominio ADD promueve la union
a heterocromatina, al reconocer la marca H3K9me3, siempre y cuando la
lisina 4 de la histona 3 no esté metilada; mientras que el dominio SNF tiene
actividad de translocasa y de remodelador de cromatina (Chavez et al., 2017).

1450 273 hATRX 1581 2205 2492
: ' HP1a : ;
. CHeIicasafATPasa) 280kDa
TEzm2 7 DAXX
1159 273 1331
- . HP1a hATRXt

(= oo

Figura 9. Representacion lineal de las dos isoformas de hATRX (Modificado de Meyer-
Nava, 2021; Magafa-Acosta, 2020).

ATRX interactta con varias proteinas nucleares, como DAXX, HP1y MeCP2.
MeCP2 es esencial para la localizacibn de ATRX en regiones de
heterocromatina pericentromérica. Se ha determinado que al perder ATRX o
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MeCP2, los sitios de union a CTCF se encuentran mas condensados,
evitando la union de esta proteina. Ahora se sabe que, en etapas tempranas
del cerebro de ratén, ATRX reposiciona hucleosomas generando una region
extendida para que CTCF sea capaz de unirse al ADN, para la formacion de
bucles junto con Cohesina (Kernohan et al., 2014).

1.6.2 dAddly dXNP

En D. melanogaster se tienen dos proteinas ortdlogas de los dominios ADD
y Helicasa/ATPasa de ATRX, dAdd1l y dXNP, respectivamente. El gen dXNP
codifica para dos isoformas de la proteina, una larga de 148 kDa (XNP.) y
una corta de 119 kDa (XNPs), dando lugar a la isoforma corta por un codén
de inicio alternativo dentro del marco de lectura de la isoforma XNP.. dAdd1
codifica para 3 isoformas: dAddla, dAddlb y dAddlc. Estas isoformas se
forman por splicing alternativo, y cabe mencionar que, a diferencia de la
isoforma a, la isoforma b y ¢, poseen dominios MADF en su extremo C-
terminal, que se considera podrian estar uniéndose al ADN, sin embargo, no
se ha encontrado que tengan tal funcion (Lopez-Falcon et al., 2014).

El gen dXNP se encuentra en el cromosoma 3R, mientras que dAddl se
localiza en el cromosoma 2R, esta separacion facilita su estudio (Lépez-
Falcén et al., 2014).

1 466 1035 1317

I (Helicasa.’ATPasa) ﬂ ¥NP-L

148kDa
1 201 770 1046

l’ Q-Ielicasa.’ ATPasa) XNP-5
: 119kDa
1199

dAdd1a

1 1125

dAdd1b
127kDa

1 979
i

Figura 10. Representacion lineal de las isoformas de dXNP y dAdd1 (Modificado de
Meyer-Nava, 2021)
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Saber la funcion de proteinas remodeladoras e insulator de la cromatina, es
importante para la comprension de los procesos estructurales y epigenéticos
gue sufre el material genético eucarionte, sin embargo, no revela el
mecanismo molecular por el cual las proteinas realizan dicha actividad. Para
ello se debe conocer los complejos proteicos en las que las proteinas
remodeladoras y de arquitectura participan.

1.7 Relacion entre remodeladores de cromatina y proteinas
estructurales

En diferentes estudios se ha determinado que proteinas de arquitectura y
proteinas de remodelacion de cromatina, trabajan en conjunto para su
actividad.

Se sabe que, en mamiferos, especificamente en ratones, en etapas
posteriores a la etapa embrionaria, ATRX es esencial para la union de CTCF
al ADN; Kernohan y sus colaboradores, sugieren que ATRX, después de ser
reclutado por MeCP2, reposiciona nucleosomas y crea una region extendida
para hacer posible la union de CTCF, sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que CTCF se encuentre unida a ATRX (Kernohan et al., 2014).

2 Antecedentes

En mamiferos, especificamente en ratones, en etapas posteriores a la etapa
embrionaria, ATRX es esencial para la union de CTCF al ADN; Kernohan y
sus colaboradores, sugieren que ATRX, después de ser reclutado por
MeCP2, reposiciona nucleosomas y crea una region extendida para hacer
posible la union de CTCF. (Kernohan et al., 2014). Sabiendo que, ATRX es
necesario para la union de CTCF al ADN, no se descarta que CTCF y ATRX
formen un complejo anterior a la remodelacion de la cromatina.

En estudios anteriores se determiné que dAdd1 interactia con dXNP, y co-
localizan en regiones heterocromaticas junto a HPl1a. En estudios de nuestro
grupo de trabajo, se realizaron co-inmunoprecipitaciones para determinar la
interaccion entre dAdd1 y dXNP en D. melanogaster. Se utilizé el anticuerpo
pan-Add, que reconoce las 3 isoformas de la proteina; y utilizaron un
anticuerpo anti-dATRX. para un ensayo reciproco. El extracto nuclear de
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proteinas se obtuvo de embriones, mientras que el extracto total se obtuvo
del tipo celular S2R+ que es derivado de embriones tardios de entre 18-22
hrs (LOpez-Falcon et al., 2014).

En un estudio donde se observo el papel de dCTCF, Mod(mdg4) y CP190, en
el control de los genes homedticos del complejo Bithorax de D. melanogaster
(Ubx, Abd-A y Abd-B), se determiné que dCTCF y Mod(mdg4) cooperan para
promover la expresion del gen Abd-B, ya sea de forma directa o indirecta.
(Savitsky et al., 2016). Abd-B es un gen homedético necesario para la
especificacion de la regién posterior del abdomen, por lo que, la cooperacién
entre dCTCF y Mod(mdg4), para promover la expresion de un gen importante
en el desarrollo, sugiere que ambas proteinas interactlan ya sea directa o
indirectamente en tejidos en proliferacion.

En células S2, dCTCF se co-localiza junto con Su(Hw) y Mod(mdg4)-67.2. En
este mismo estudio, se obtuvieron resultados de co-inmunoprecipitacion
entre Su(Hw) y EAST (una proteina involucrada en la segregacion
cromosomica durante la division celular) los autores sugirieron que la
formacion de un complejo entre las proteinas CP190, Mod(mdg4)-67.2 y
Su(Hw) (Golovnin et al., 2015). La co-localizacion de dCTCF con Su(Hw) y
Mod(mdg4), sugiere que hace agregados con estas proteinas insulator.
Posteriormente sugirieron que el complejo formado por Su(Hw), CP190 y
Mod(mdg4)-67.2, debia su localizacion en el ADN por la interaccion entre
CP190 y Mod(mdg4)-67.2, con proteinas que podian reconocer una
secuencia en el ADN, como dCTCF; o ya sea proteinas capaces de reconocer
marcas de histonas, como dAdd1l (Melnikova et al., 2017).

En un estudio se determind que dCTCF esta presente en los mismos insulator
bodies que las proteinas aislantes de gypsy. Donde se examind el patron de
localizacion de dCTCF en nudcleos de células de discos imagales. Esto
sugiere que dCTCF también puede formar parte de estos insulator bodies.
Cabe destacar que no hubo co-localizacion de dCTCF y Mod(mdg4)2.2 en
cromosomas politénicos, sin embargo, en discos imagales, si co-localizan
(Gerasimova et al., 2007).

En este mismo estudio se analizé el efecto en la localizacion de dCTCF y
Mod(mdg4) al mutar sus genes. En este analisis no se vio afectada la
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presencia de ninguna de las dos proteinas, ni de CP190. Pero al mutar
CP190; tanto dCTCF como Mod(mdg4) no son capaces de formar insulator
bodies (Gerasimova et al., 2007)

Datos no publicados del laboratorio, mostraron que en cromosomas
politénicos de glandulas salivales de larvas del tercer estadio, la localizacion
de dCTCF en el genoma depende en ocasiones de la presencia de dAddl.
Donde se encontré que en larvas de una linea wild type se observaba un
patron de localizacion de dCTCF mucho mas frecuente que en los
cromosomas politénicos de larvas de una linea nula de dAddl. Cabe
mencionar que se observd co-localizacion de dCTCF con dAddl en los
cromosomas de la linea wild type.

3. Objetivo
3.1 Objetivo general

Determinar la interaccion entre las proteinas dAdd1 y dXNP con las proteinas
arquitecturales Mod(mdg4) y dCTCF.

3.2  Objetivos particulares
3.2.1 Determinar si dXNP y/o dAdd1l forman complejos con dCTCF
y Mod(mdg4) en extractos proteicos de embriones de
Drosophila melanogaster.
3.2.2 Evaluar la posible localizacion de los complejos en los discos
imagales de larvas de tercer instar.

4. Hipotesis

Las proteinas remodeladoras de cromatina dAddl y dXNP forman un
complejo con las proteinas de arquitectura Mod(mdg4) y dCTCF en células
en proliferacion de Drosophila melanogaster.

5. Justificacion

Conocer si existe una interaccion entre las proteinas remodeladoras de
cromatina, dAddl y dXNP, con proteinas de arquitectura, dCTCF vy
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Mod(mdg4), permitira determinar la presencia de un complejo involucrado en
la formacién de dominios en la organizacion de la cromatina. De la misma
manera, serd un avance en el conocimiento del proceso de organizacion de
la cromatina dentro del nucleo.

6. Metodologia
6.1 Co-inmunoprecipitaciones (Co-IP)

Este método se utiliza para estudiar interacciones proteina-proteina in vitro
con la ayuda de anticuerpos que reconozcan las proteinas de interés. Si no
existe un anticuerpo especifico de la proteina, se puede modificar el extremo
carboxilo 0 amino de la proteina adicionando etiquetas peptidicas que puedan
ser reconocidas por anticuerpos (Lee, 2007).

6.1.1 Extraccion de proteinas nucleares

Se ocupo6 500 mg de embriones por Co-IP. Los embriones (de 0 a 24 horas)
se decorionaron con una solucion de hipoclorito al 50% durante 1 minuto y se
lavaron con agua destilada hasta que desaparecia el olor a cloro, y a
continuacion se almacenaban los embriones congelados a -80°C.

Se homogenizaron los embriones con el buffer NB-1M (Ver Anexo 1), y se
filtr6 con una membrana de Miracloth a 4°C. Se centrifugd a 4300 x g por 10
minutos, para separar la fraccion nuclear, y descartar el sobrenadante. Los
nacleos fueron re suspendidos en el buffer NB*1M (Ver Anexo 1), y se
depositaron en otro tubo que contenia el buffer NB*-1.7M (Ver Anexo 1). La
muestra se centrifugé a 19600 x g durante 30 minutos a 4°C. Se retiro el
sobrenadante y se le adicioné el buffer de lisis HBSMT (Ver Anexo 1), para
después sonicar 3 ciclos de 30 segundos ON y 30 segundos OFF.

6.1.2 Co-IP

Se tomaron 8 yL de Dynabeads de proteina G y se colocaron en un tubo
Eppendorf pre enfriado. Se realizaron 3 lavados con agitacion a 4°C a las
perlas de 10 min con 500 pL de Buffer IB (Ver Anexo 1). Se incubaron con
agitacién por 2 hrs a 4°C con 500 uL del Buffer de inmunoprecitacién para
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incubacion (IMPBI) (Ver Anexo 1) con el anticuerpo de interés. Se retir6 el
sobrenadante de las perlas y se incub6 con el extracto de proteinas y buffer
IMPBI en proporcion 1:1 overnight (ON) con agitacion.

Al dia siguiente se corrié un gel de acrilamida al porcentaje adecuado para
resolver las proteinas de interés. Se preparé la muestra lavando 3 veces por
10 min con 500 yL de buffer IMPBW (Ver Anexo 1). A continuacién, se re
suspendieron las perlas en 30 uL de buffer de carga. Se hirvié la muestra a
95°C por 10 min y se cargaron en el gel de acrilamida, para después correr
la muestraa 90 V.

6.1.3 Transferenciay revelado

El gel de acrilamida se colocé en buffer de transferencia junto con una
membrana de Fluoruro de polivinilideno (PVDF), previamente hidratada con
metanol para hacerla hidrofilica. Se monto la camara de transferencia y se
transfiere por 2:30 hrs a 280 A. Terminada la transferencia, se tifie la
membrana con Ponceau por 10 min agitando, se destifie con agua destilada
y posteriormente se bloquea la membrana por 1 h en leche Carnation sin
grasa (en polvo) al 10% en PBST (Tween al 0.05%). Se realizaron 3 lavados
en agitacion de 10 min en PBST y a continuacion se incubo la membrana con
el anticuerpo primario por 1 h en leche al 5% en PBST. Se lavo por triplicado
con agitacion durante 10 min en PBST, y se incub6 con el anticuerpo
secundario agitando durante 1 h en leche 5% en PBST. Nuevamente se lava
3 veces por 10 min con PBST y para el revelado se incuba 10 min con el kit
revelador basado en luminol, Amersham ECL Select Western Blotting
Detection Reagent.

6.2 Inmunofluorescencia en discos imagales

Para corroborar que el anticuerpo ingresaba al nucleo, se realizaron
inmunofluorescencias. En un periodo de no mas de 20 minutos, 12 larvas de
tercer instar, se partian a la mitad y se volteaban para dejar expuestos los
discos imagales, tanto las larvas enteras como las partidas, se mantenian en
PBS 1X frio. Para fijar el tejido, se incuba 30 min en paraformaldehido (PFA)
al 4% en un volumen total de 1mL, a temperatura ambiente (TA) y en
agitacion. Transcurrido este tiempo, se realiza un lavado con 500 yL de PBST
(0.2% Triton + PBS 1X), y tres lavados con PBST de 15 min en agitacion. Se
bloqued con BBT (0.2% Triton + 0.3% BSA + 5% NaCl 5M + PBS 1X) por 1hr
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a 4°C. Se incub6 ON con el anticuerpo primario de interés en un volumen
total de 50 pL con BBT.

Se hicieron 3 lavados con PBST de 20 min y se incuba con el anticuerpo
secundario 2hr a TA en agitaciéon. Tres lavados de 20 min con PBST, y se
almacena en 50 pL del medio de montaje (Anexo 1).

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para
inmunofluorescencias*.

Proteina 1 | Proteina 2 | Anticuerpo | Anticuerpo | Anticuerpo | Anticuerpo

primario primario | secundario | secundario

Proteina 1 | Proteina 2 | Proteina 1l | Proteina 2

dXNP HP1la a-dXNP a-HPla Alexa Fluor | Alexa Fluor
rabbit mouse 488 anti 568 anti
rabbit mouse

dAddl HPla a- panAddl a-HP1la Alexa Fluor | Alexa Fluor
rabbit mouse 488 anti 568 anti
rabbit mouse

dCTCF CP190 a- dCTCF a- CP190 Alexa Fluor | Alexa Fluor
rat mouse 488 anti rat 568 anti
mouse

*VVer Anexo 2 para informacion de los anticuerpos.

7. Resultados y discusion

Existen reportes que indican que la isoforma de 67.2 kDa de Mod(mdg4)
forma un complejo junto a las PA CP190 y Su(Hw). Sin embargo, se ha
propuesto que para el establecimiento de dicho complejo podrian participar
otras proteinas que pudieran unirse directamente al ADN, o que reconozcan
ciertas modificaciones post-traduccionales de histonas (Melnikova et al.,
2017). Existen reportes que indican que dCTCF es un interactor directo de
CP190 (Kaushal et al., 2021). Adicionalmente, el hecho que Mod(mdg4) 67.2
kDa tuvo una interaccion genética con dAddl y dXNP (Magafa-Acosta, 2020)
y que existen datos positivos de doble hibrido entre dXNPLy Mod(mdg4), da
pie a pensar que tienen la capacidad de formar uno o varios complejos (Figura
11).
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Figura 11. Complejo propuesto que incluye a PA y proteinas remodeladoras de la
cromatina.

7.1 dAddly Mod(mdg4) forman complejos

Para el ensayo de co-inmunopreicipitacion se acoplé a las perlas el
anticuerpo primario panAdd que reconoce las 3 isoformas de la proteina
dAddl. En la figura 12 se ilustra las proteinas y los anticuerpos primarios y
secundario que se utilizaron para obtener el resultado (Figura 13).

(rat)

7

(anti-rat, HRP

Figura 12. Representacion de complejo esperado y anticuerpos utilizados

En la Figura 13 se muestra el resultado del ensayo de Co-IP entre Mod(mdg4)
y dAddl. Los carriles fueron revelados por pares, de los cuales el carril
izquierdo representa el input, que es el 10% de la extraccion de proteina
nuclear, y de lado derecho se tiene la fraccion de proteinas que fueron
reconocidas por el anticuerpo que se encontraba acoplado a las perlas
magnéticas.
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El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. Los carriles 2 'y 3 son
el control negativo, ya que se acoplé a las perlas un anticuerpo irrelevante
(IgG) para la IP. De los carriles 4 al 9 se muestra la IP realizada con el
anticuerpo panAdd. Los carriles 4 y 5 son el control de la IP ya que se realiz6
un western contra si mismo. En los carriles 6 y 7 se muestra el control positivo
de la IP (dXNP) mientras que en los carriles 8 y 9 se presenta el resultado
para Mod(mdg4).

Cabe destacar que en los carriles 2 y 3 hubo una contaminacién del carril al
cargar la muestra y se presentaron bandas en este control. Las bandas no
sefaladas es inespecificidad de los anticuerpos utilizados. Sin embargo, en
cada carril de IP se observa una banda alrededor de 50kDa que corresponde
a la cadena larga de la proteina G de las perlas.

IgG (rabbit) Co-IP: panAdd (rabbit)

MP  Input P Input |P Input |P Input |p
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37

panAdd XNPL Mod(mdg4)
(rabbit) (rabbit) (rat)

Figura 13. Co-IP entre Mod(mdg4) con dAdd1. Los carriles pares son los inputs (10%)
mientras que los carriles impares son los westerns de la IP. En el carril 5 la flecha indica la
banda correspondiente a dAdd1 (112-130 kDa). En el carril 9 la flecha sefiala una banda
entre 50-75 kDa que se encuentra en el rango de peso de las isoformas de Mod(mdg4)
(Anexo 3).

En ensayos anteriores del grupo de laboratorio, se observé el efecto de la
mutacion de la isoforma de 67.2 kDa, donde se determind la interaccion
génica con la proteina dAddl (Magafia Acosta, 2020). Es por eso que se
espera que la banda observada en la Co-IP represente a dicha isoforma.
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Cabe mencionar que, en un estudio previo del equipo de laboratorio, se
determind que dAdd1 era necesario para el silenciamiento de la transcripcion
del retrotransposon HeT-A (Chavez et al., 2017). Otro ensayo revelé que 3
isoformas de Mod(mdg4) (N, V y AF) son esenciales para el bloqueo de
enhancer-promotor del retrotransposén HeT-A (Takeuchi et al., 2022) lo que
podria indicar que existe un complejo que incluye a dAdd1 y Mod(mdg4) que
esta involucrado en silenciamiento del retrotransposon HeT-A.

7.2 dAddly dCTCF no se encuentran en los mismos complejos

En la figura 14 se muestra el resultado de la Co-IP entre dAddl y dCTCF. El
primer carril es el marcador de peso molecular. El carril 2y 3 es el input y la
IP del control negativo, donde se revel6 contra dAddl. Los carriles 4y 5 se
revelaron con dAddl. En los carriles 6 y 7 se revel6 contra XNPL. Y en los
ultimos dos carriles (8 y 9) se tiene el resultado de la IP de dAdd1 con dCTCF.

IgG (rabbit) Co-IP: panAdd (rabbit)
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Figura 14. Co-IP entre Mod(mdg4) con dAdd1. Los carriles pares son los inputs (10%)
mientras que los carriles impares son los westerns de la IP. En el carril 5 la flecha indica la
banda correspondiente a dAdd1 (112-130 kDa). En el carril 9 la equis indica la ausencia de
una banda cerca de los 100kDa donde se aprecia dCTCF en el input.

Como se habia mencionado anteriormente, en ensayos de
inmunofluorescencia en cromosomas politénicos se encontraba que la
localizacion de dCTCF desaparecia en mas del 50% de sus sitios en
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mutantes nulas de la proteina dAdd1. Debido al resultado obtenido en las Co-
IPs de este proyecto, se podria sugerir que esa dependencia de localizacién
no dependa de la interaccion por medio de un complejo entre la proteina
dAddl y dCTCF, y promueve la hipétesis de que dAddl remodela la
cromatina para que dCTCF pueda interactuar con sus sitios de unién al ADN,
entre otras posibilidades.

7.3 dXNP y Mod(mdg4) no se encuentran en los mismos complejos

En la figura 15 se muestra el resultado de la Co-IP entre dXNPLy Mod(mdg4).
El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. Los carriles 2 y 3 son
el control negativo con la IP con el anticuerpo IgG. De los carriles 4 al 9 se
muestra la IP obtenida con el anticuerpo de XNP. donde los carriles 4y 5 se
revelaron contra XNP.. En los carriles 6 y 7 se muestra el control positivo de
la IP revelando con dAddl. Por ultimo, en los carriles 8 y 9 se observa el
resultado para Mod(mdg4), donde a diferencia del input, no se observan
bandas en el peso correspondiente de Mod(mdg4).

Como en el resultado anterior, prevalece en los carriles de la IP, la banda
correspondiente a la cadena larga de la proteina G de las perlas.

1gG (rabbit) Co-IP: XNP. (rabbit)

MP Input P Input IP Input P Input IP

XNPL panAdd Mod(mdg4)
(rabbit) (rabbit) (rat)

Figura 15. Co-IP de Mod(mdg4) con dXNP.. Los carriles pares son el 10% del extracto
proteico, mientras que los carriles impares son los westerns de la IP. En el carril 7 las flechas
sefialan las bandas que representan las diferentes isoformas de la proteina dAdd1 (112-
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130 kDa). En el carril nueve la equis indica la ausencia de bandas entre 50-75 kDa, rango
en el que se esperaba encontrar a Mod(mdg4).

Como conclusion, se puede observar que Mod(mdg4) no co-inmunoprecipita
con dXNP en las condiciones en las que se realizd este ensayo. Estos
resultados indican que dAddl y Mod(mdg4) pueden formar complejos en
ausencia de dXNP. Dichos resultados difieren de lo obtenido en el ensayo de
doble hibrido de dXNP y Mod(mdg4), donde se encontré que interactuaban
directamente (datos no publicados). En un estudio reciente se observo que
Mod(mdg4) con otra proteina de la familia SNF2 (SUUR), forma un complejo
con funcién insulator (Andreyeva et al., 2022), misma proteina que puede
interactuar con HP1. dXNP. es necesaria para posicionar a HP1 en regiones
telomeéricas, esto ocasiona heterocromatinizacion y se inhibe la transcripcion
de los transposones teloméricos que conforman el arreglo HTT, lo que
describe una funcién similar a la del complejo SUMM4 (que contiene a SUUR
y Mod(mdg4)). Sabiendo todo esto, es posible que el complejo que incluye a
HP1y dXNP, contenga una proteina de arquitectura que asemeje la funcién
de Mod(mdg4), pero que sea mas afin a dXNP, lo que explicaria por qué en
ausencia de otras proteinas dXNP y Mod(mdg4) si interactian, o bien, que
dXNP y Mod(mdg4) interactien en otra etapa en el desarrollo del organismo.
En el apartado 4 de Anexos, se muestra un alineamiento donde se pueden
observar los dominios en comun entre las proteinas SUUR y dXNP. Dada la
semejanza en la secuencia de aminoacidos y su posible plegamiento similar,
se puede sugerir que el dominio con el que dXNP interactia con Mod(mdg4)
se encuentre enmascarado 0 en interaccion con otra proteina; y que la
interaccion de Mod(mdg4) con SuUR pudiese ser directa, entre otras
posibilidades.

7.4 dXNP y dCTCF no se encuentran en los mismos complejos

En la figura 16 se muestra el resultado de la Co-IP entre dXNP.y dCTCF. En
el primer carril se presenta el marcador de peso molecular. Los carriles 2y 3
corresponde al control negativo, y al igual que los carriles 4 y 5, fueron
revelados contra dXNP. Los siguientes dos carriles (6 y 7) se revelaron contra
dAddl como control positivo. Y en los dltimos carriles, 8 y 9, se muestra el
resultado para dCTCF.
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IgG (rabbit) Co-IP: XNP. (rabbit)
IP

MP Input Input P Input P Input P

250
150

100 x

XNPL panAdd dCTCF
(rabbit) (rabbit) (mouse)

Figura 16. Co-IP de dCTCF con dXNP.. En los carriles impares se revelaron los inputs,
ientras que en los carriles impares se observa los westerns de la IP. En el carril 7 las flechas
sefialan las bandas correspondientes a dAddl (112-130 kDa). En el carril 9 la equis
presenta la ausencia de una banda cerca de los 100 kDa observada en el input, que
representa a dCTCF (93 kDa).

Se puede concluir que el o los complejos que se obtienen de la extraccion de
proteina nuclear precipitando a dXNP, no incluyen a dCTCF. Lo que indica
nuevamente, que dXNP y dAddl no siempre forman parte de los mismos
complejos.

Cabe mencionar, que dichos ensayos estan enfocados en una etapa de
desarrollo embrionaria, por o que no se puede descartar la opcion de que
dXNP pueda formar complejos con estas proteinas de arquitectura en otra
etapa del desarrollo de la mosca.

Para corroborar que el resultado de cada una de las Co-IPs presentadas era
reproducible, se realizaron los ensayos por triplicado en diferentes
condiciones, y el resultado de las IP’s fue consistente.

7.5 Localizacion ubicua de dAddl y dCTCF en discos imagales
Sabiendo que la proteina dCTCF, podria formar complejos con una proteina
remodeladora de la cromatina dAdd1, en la etapa embrionaria del desarrollo

de la mosca, se puede considerar la posible formacion de dichos complejos
en otras etapas del desarrollo. En estudios siguientes se determinaran en qué
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regiones de ciertos tejidos en desarrollo se localizan estos complejos.
Algunos de los tejidos en proliferacion que estan caracterizados y estudiados
por regiones, son los discos imagales. Por lo que es de suma importancia
conocer los patrones de expresion de las proteinas en estos tejidos, es por
ello, que se realizaron inmunofluorescencias de estas proteinas.

Para validar el protocolo de inmunofluorescencia, se realizd una prueba con
la proteina cut en disco imagal de ala, dado a que se conoce su patrén de
expresion. Dicho ensayo obtuvo el patrén de fluorescencia esperado. Esto
indicd que el tejido se permeabiliza adecuadamente con el protocolo. Este
ensayo se puede observar en el apartado 5 de Anexos.

Para comprobar que la sefal observada se trata de la proteina de interés, se
realizaron ensayos donde el tejido se tratd de la misma manera, pero no se
incubo con el anticuerpo primario, pues solo se incubaron con cada par de
anticuerpos secundarios utilizados para las dobles inmunofluorescencias.
Estos resultados se pueden observar en el apartado 5 de Anexos.

Hoechst a-HP1a 1:100 a-dAdd1 1:250

A)

Hoechst a-HP1a 1:100 a-dAdd1 1:250
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Figura 17. Inmunofluorescencia de dAdd1l y HP1 en discos imagales de ala, pata y
halterio. A) Inmunofluorescencia en disco de ala B) Inmunofluorescencia en disco de pata.

A)
Hoechst a-CP190 1:250 a-dCTCF 1:250

B)
Hoechst a-CP190 1:250 a-dCTCF 1:250

Hoechst a-CP190 1:250 a-dCTCF 1:250




Figura 18. Inmunofluorescencia de dCTCF y CP190 en discos imagales de ala, patay
halterio. A) Inmunofluorescencia en disco de ala B) Inmunofluorescencia en disco de pata
C) Inmunofluorescencia de disco de halterio.

Por otra parte, se observo el patrén de expresion de dXNP en discos imagales
de ala, pata y halterio, cuyo resultado mostré, que al igual que dAddl, se
localiza de forma ubicua. Estas imagenes se encuentran en el apartado 3 de
Anexos.

A pesar de que los ensayos de Co-IPs confirman la formacién de complejos
entre la proteina Add1l y Mod(mdg4), no se podria identificar la presencia o
ausencia de estos complejos, con ensayos de inmunofluorescencia. En
ensayos anteriores del equipo de laboratorio, se observd la presencia de
dAddl1 y dXNP en el citoplasma de células de ovarios, cosa que no ocurria al
observar el patréon de Mod(mdg4), el cual se localizaba en los nucleos (datos
no publicados). Por lo que, es posible que en las regiones en los discos
imagales donde dAdd1 y dXNP no co-localizan con HP1 y el Hoechst, sean
regiones citoplasmicas, lo que podria indicar que estas proteinas pudieran
tener alguna funcidn fuera del nacleo o que en ese momento del desarrollo
aun no hayan sido translocadas dentro del nucleo. Cabe mencionar que
incluso las zonas en donde no se ve fluorescencia, era posible observar
fluorescencia en otros focos, pues los discos no son estructuras planas, sin
mencionar que sus células tienen diferentes formas, como, por ejemplo, las
células del disco de ala. En la Figura 19.A, se puede observar de manera
representativa las formas y la disposicion de las células que componen el
disco de ala. Los pliegues del disco de ala, sefialados en la Figura 19.A con
flechas de color rojo, son los sitios en los que menos se observa sefal en las
inmunofluorescencias. Sin embargo, estas mismas regiones en diferentes
focos si presentan sefial, como se puede apreciar en el inciso B) de la Figura
19.B donde se puede observar el mismo disco de ala visto en diferentes
planos. Las flechas de color verde muestran los pliegues del disco, regiones
donde no aparenta haber sefial en la figura de lado izquierdo, sin embargo,
en un enfoque mas profundo se puede observar la sefial (disco de ala de lado
derecho). En cambio, existen regiones que a causa de la profundidad del
enfoque se pierde la sefal, justo como se indica con flechas rojas.
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Figura 19. Pliegues del disco de ala varian sefial de fluorescencia. A) Representacion
de pliegues y células que componen el disco de ala (Tomado de Tripathi & Irvine, 2022. B)
Tincién con Hoechst de un disco de ala observado en diferentes focos.

Por otra parte, existen regiones donde se nota una mayor co-localizacion. En
estudios posteriores se determinara la presencia o0 ausencia de estos
complejos en estas regiones de co-localizacion.

8.

>
>

Conclusiones

dAddl se encuentra en complejos que no siempre incluyen a dXNP.
dAddl se encuentra en complejos junto con la proteina de arquitectura
Mod(mdg4), en las condiciones probadas.

dXNP no forma complejos con las proteinas de arquitectura
Mod(mdg4) y/o dCTCF, en las condiciones probadas.

Las proteinas dXNP, dAdd1, dCTCF y CP190 se encuentran de forma
ubicua en discos de ala, pata y halterio de D. melanogaster.

Perspectivas

Se requiere realizar un ensayo un de Co-IP con un anticuerpo
especifico para la isoforma de 67.2 kDa de Mod(mdg4)

Es necesario realizar co-inmunoprecipitaciones reciprocas para dAdd1-
Mod(mdg4)

Se propone realizar ensayos de co-inmunonpreciptaciones entre
dAddl y Mod(mdg4) en un tratamiento con RNAsas para descartar la
posibilidad de que el o los complejos puedan ser estabilizados por la
presencia de RNAs.
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» Debido a que los patrones de dAddl, dXNP, y dCTCF resultaron ser
ubicuos en los discos evaluados, sugiere realizar un ensayo de ligacion
por proximidad (PLA) para poder determinar si realmente existen
complejos entre estas proteinas en estos tejidos, ya que este ensayo
permite a su vez visualizar la localizacion de dichos complejos.
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11. Anexo
11.1 Anexo 1. Soluciones

11.1.1  Soluciones para la extraccion de proteinas nucleares
e Buffer NB 4X (para 2 g de embriones, 4 mL)

o Tris-HCI 100 mM (pH 7.4) — 2.4 mL

o KCL 1000mM - 960 pL

o MgCl>1000mM — 80 pL

o NaCl 5000 mM — 48 pL

o Agua destilada — 512 pL
e Buffer NB-1M (para 2 g de embriones, 5 mL)

o Buffer NB 4X - 1.25 mL

o EGTA 10mM (pH 8) — 50 uL

o DTT 10 mM — 250 pL

o Sucrosa 2400mM — 2.083 mL
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o Agua destilada — 1366.7 pL

e Buffer NB*-1M (para 2 g de embriones, 2 mL)
o Buffer NB 4X - 500 uL
o DTT 50 mM - 100 uL
o Sucrosa 2400 mM — 833.2 uL
o Agua destilada — 566.8 pL

e Buffer NB*-1.7M (para 2 g de embriones, 2 mL)
o Buffer NB 4X - 250 pL
o DTT50 mM - 20 puL
o Sucrosa 2400 mM - 1.416 mL
o Agua destilada - 63.34 L

e Buffer de lisis HBSMT (para 2 g de embriones, 1 mL)
o HEPES 100mM ("pH 6.7) — 500 L

NaCl 5000 mM - 30 yL

KCIl 100 mM — 50 pL

MgCl2100mM — 25 pL

Tritobn X-100 (10%) — 30 pL

Complete 7X- 142.8 uL

PMSF 10 mg/mL — 17 pL

Agua destilada — 205.2 uL

O 0 O 0O O O O

11.1.2  Soluciones para Co-IP
e Buffer de incubacion (IB) (8 mL para 4 Co-IPs)
o HEPES-KOH 100 mM (pH 8) — 800 pL
o EDTA 100 mM — 80 pL
o Glicerol — 800 pL
o NaCl 100mM - 4000 pL
o Agua destilada — 2320 pL
11.1.3  Soluciones para inmunofluorescencias en discos
Imagales
e PBST (100 mL)
o Triton20% — 1 mL
o PBS1X-99 mL

33



e BBT (1mL)
o NaCl 5M - 50 L
o BSA10% -9 uL
o Triton 20% - 10 uL
o PBS 1X-931 L
e Medio de motaje (50 mL). Almacenamiento a 4 °C en oscuridad.
o Glicerol — 40 mL
o PBS10X-5mL
o N-propil galato (nPG) 50% - 400 yL
o Aforar con agua destilada

11.2 Anexo 2. Anticuerpos
e a- panAddl: New england peptide
e o- dXNP: New england peptide
e a-HPla: C1A9 de DSHB
e a-dCTCF:
e o-Mod(mdg4):
e a-CP190:
e Alexa fluor 488 y 568: Invitrogen

11.3 Anexo 3. Isoformas de Mod(mdg4)
Tabla 3. Pesos, aminoacidos y nombres de las 31 isoformas de
Mod(mdg4).

Numero de isoforma | Nombre kDa No. de aminoacidos
1 mod(mdg4)-PA 53.4 485
2 mod(mdg4)-PAA 53.5 488
3 mod(mdg4)-PAB 55.2 506
4 mod(mdg4)-PAC 59.3 540
5 mod(mdg4)-PAD 55.8 510
6 mod(mdg4)-PAE 52.4 479
7 mod(mdg4)-PAF 54.6 499
8 mod(mdg4)-PB 54.6 498
9 mod(mdg4)-PC 58.1 534
10 mod(mdg4)-PD 57.4 520
11 mod(mdg4)-PE 65.0 603
12 mod(mdg4)-PF 58.6 536
13 mod(mdg4)-PG 54.3 497
14 mod(mdg4)-PH 56.4 514
15 mod(mdg4)-PI 59.1 541
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16 mod(mdg4)-PJ 51.4 473
17 mod(mdg4)-PK 55.8 510
18 mod(mdg4)-PL 52.3 476
19 mod(mdg4)-PM 55.3 503
20 mod(mdg4)-PN 64.2 580
21 mod(mdg4)-PO 60.2 545
22 mod(mdg4)-PP 58.8 539
23 mod(mdg4)-PR 52.1 475
24 mod(mdg4)-PS 55.3 506
25 mod(mdg4)-PT 67.2 610
26 mod(mdg4)-PU 53.2 486
27 mod(mdg4)-PV 62.3 567
28 mod(mdg4)-PW 55.6 505
29 mod(mdg4)-PX 53.6 490
30 mod(mdg4)-PY 54.8 500
31 mod(mdg4)-PZ 57.5 526

La isoforma mod(mdg4)-PT pudiese ser la isoforma que interactia con
11.4 Anexo 4. Alineamiento de las proteinas SUUR y XNPL.

Query_10001 481 KEEDDRRKRIEDRQKLYNRIFVKSESVEINELVLDFDEESKKALLQVDKGLLKK----~ LKPHQVAGVKFMWDACFETLK 475
Query 18802 1 —------mmmmmmmmmemmmeoooo-oo MYHFVSEQTPEVRLTDEALVTSHVTQYLKSFQLDAVRFVYD--- -~ RL 43
Query_1e001 476 ESQEKPGSGCILAHCMGLGKTLQVVTLSHTLLYNTRRTGVDRVLIISPLSTVNNWAREFTSW-MKFANRNDIEVYDISRY 554
Query_1e002 44 AKRE----FCILNDESGLGKVATVAALLSALPPA------ KKTLVV----- LQNDEQLLTGWRFHLDTLTDLQVYIIQGY 188
Query_1eeel 555 KDKPTRIFKLNEWFNEGGYCILGYDMYRILANEKAKGLRKKQREQLMQALVDPGPDLVVCDE-GHLLKNEKTSISKAVTR 633
Query_1lee02 189 QDTTD--------- SPHSVYLAKWSQLRS------------- IGDLSRLKF----DYIMVDNRGHSLNNSFCT-SMLLKQ 161
Query_1ee01 634 MRTKRRIVLTGTPLQNNLREYYCMIQF - -VKPNLLGTYKEYMNRFVNPITNGQYTDSTERDLRLMKHRSHILHKLLEGCI 711
Query_1ee82 162 FEGRVNVLISSVDVTSDVRLLYNVLRLGGRLEHQYKSFASFDRKFHLPDPKEVF--SKRIDLEEYYKQRGFLSEYIKDFR 239
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Figura 20. Alineamiento de aminoacidos de las proteinas SUUR y dXNP

11.5 Anexo 5. Inmunofluorescencias y Mocks

B)

Hoechst

Figura 21. Patrén de expresion de cut en inmunofluorescencia. A) Patrén de expresion
muestra de la proteina cut (tomado de Eid et al., 2008). B) Inmunofluorescencia de cut a
una concentracion de 3ug/mL, visualizado a 20X en microscopio de epifluorescencia.
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A) Hoechst o-HP1a 1:100 a-dXNP 1:500

B)

Hoechst o-HP1a 1:100 a-dXNP 1:500

Figura 22. Inmunofluorescencia de dXNP y HP1l en discos pata y halterio. A)
Inmunofluorescencia en disco de pata B) Inmunofluorescencia en disco de halterio
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Hoechst Alexa fluor 488 anti
rabbit

1:50 1:200

Hoechst Alexa fluor 488 anti
rabbit

Alexaa fluor 568 anti
mouse

1:200
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mouse

Figura 23. Alexa Fluor 488 anti rabbit y Alexa Fluor 568 anti mouse
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