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RESUMEN

El complejo basal de transcripcion TFIH esta conformado por 9 subunidades
conservadas a lo largo de ia escala evolutiva. La caracterizacion genética y bioquimica en
levadura y humanos, ha mostrado que TFIIH participa en la transcripcién de- los genes
mediada por la RNA polimerasa 11, en la reparacion de excision de nucledtidos (REN) y en el
control del ciclo celular. En humanos se han descrito sindromes asociados con mutaciones en
varios de estos genes (Sindrome de Cockayne, Ticostidiostrofia y Xeroderma Pigmentosum).
En Drosophila melanogaster, se han caracterizado Unicamente 2 subunidades: haywire {(XPB)
y DmRad3, del resto de las subuniades del complejo se desconoce su funcion. Este frabajo se
presenta la caracterizacion del gene Dmp62 de D. melanogaster. El gene Dmp62 esta
organizado por 5 exones y 4 intrones. Este gene presenta una mayor homologia con los
métazoarios superiares a nivel de proteina y DNA. Al compararse |as proteinas ortélogas de
p62 con el programa MEME, se encontraron 6 motivos, estos motivos podrian reflejar
interacciones proteina-proteina o de una regulacion postraduccional. La expresion del RNA
mensajero se chservg a lo largo de todo el desarrolio, con una mayor acumulacién en los
embriones tardios y en los machos. Dmp62 presenta dos isoformas, una isoforma no
fosforilada y otra fosforilada en serinas y tirosinas. Ambas isoformas se encuentran en la fase '
embrionaria, pero la isoforma no fosforilada es la mas abundante. En las etapas postericres
del desarrollo Unicamente se detectd la isoforma fosforilada. La mutante heteréciga de Dmp62
es sensible a luz ultravioleta, esto sugiere que pariicipa en el mecanismo de reparacion tipo
REN. La expresidn del gene facZ de un "enhancer ifrap" insertadoc en el gene Dmp62, es
detectd en dos regiones discretas durante la embriogénesis temprana, una en la parie
anterior y ofra en la posterior. Conforme avanzo la en’ibriogénesis desaparecid la expresion en
la regian posterior y se mantuvo en 1a region posterior; en la embriogénesis tardia la expresion
se detectd en todo el embridn. En los machos adultos la expresién de este "enhancer trap” se
detecté en los intestinos, testiculos y células pericardiales; en las hembras adultas la
expresion fue en intestinos, células pericardiales y Gtero. Dmp62 es de los pocos genes
reportados que se expresan en las células pericardiales y se desconoce el papel que tenga
en los testiculos y en las células pericardiales.



INTRODUCCION

El DNA es la molécula que almacena [a informacion genética. en los organismos.
Muchos agentes fisicos y quimicos pueden alterar su estructura y comprometer su funcién
hioldgica. Por ejemplo, la temperatura induce la desaminacion de las bases por una hidrolisis
glicolitica; la uz ultravioleta produce dimeros de ciclobutano de pirimidina (CPD's} y el
fotoproducio 6-4 (6-4 PP). La radiacién ionizante provoca fa aperfura del anilio aromatico de
las bases, su fragmentacion, asi como también la ruptura de una y/o dos hebras. Los
agentes quimicos madifican el DNA de una manera muy amplia, puede darse por especies
reactivas de oxigeno generadas a partir del metabolismo celular o por diversos electréfilos,
que incluyen metales, agentes alquilantes e hidrocarburos policiclicos aromaticos (Sancar y
Sancar, 1888; Evans, 1997).

Para toda esa variedad de alteraciones en el DNA, jos organismos han desarrollado
un gran numerc de mecanismos de reparacion. Estos mecanismos de'reparacién del DMNA
pueden ser clasificados de manera global en dos grupos: a) aguellos que identifican el dafio y
restablecen su estructura al revertir la alteracion: b) aquellos que identifican la alteracién,' la
escinden y restablecen su estructura mediante la resintesis de la regién escindida (Dusenbery
y Smith, 1996). '

Reparacion por escision de nucledtidos, REN.

La reparacién por escision de nucledtidos (REN) es uno de los mecanismos mejor
estudiados tanto in vivo como in vitro. Una de las caracteristicas principales de NER es
reconocer las lesiones que perturban la estructura de la doble hélice de DNA, como lo son
CPD, 6-4 PP, agentes aductores, uniones inter e intracadena (Buschta-Hedayat ef al, 1999).
Ei mecanismo de NER se encuentra conservado a lo largo de la escala evolutiva, ya que se
presenta en arqueas, bacterias y eucariotes, aunque entre sus genes no hay una clara
homologia {Ogrug et al, 1898). En los procariotes participan aproximadamente 10 genes, en
los eucariotes son aproximadamenfe 30 genes (Tabla 1), mientras que en las arqueas se
desconoce el nimerc de genes. (Franklin ef al, 1985; de Laat ef af 1999; Batty y Wood,
2000).

Mutaciones en cualquiera de estos genes tienen efectos adversos para el organismo.
Por eiemplo, en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae hay una mayor tasa de mutacion
¢ incremento en la transposicion (Lee ef al, 2000), disminucion en la tasa transcripcional y una
mayor sensibilidad a la luz ultravicleta. En el Homo sapiens las mutantes en los genes de NER



estan asociadas con 3 sindromes: Xeroderma Pigmeniosum (XP), Cockayne (CS) vy
Ticostidiostrofia (TTD}. En pacientes con XP hay una alta predisposicién a céncer de piel;
individuos con CS padecen de enanismo, retraso mental y pérdida del tejido adiposo; mientras
gue pacientes con TTD tienen el pelo quebradizo, retraso mental e ictiosis (Lehmann, 1995;
Cordonnier et af, 1999; Masutani ef a/, 1999).

El mecanismo de NER tiene dos caracteristicas generales; primero. hay dos cortes
(nicks) sobre la hebra de DNA que contiene el dafio vy es catalizada por dos endonucleasas,
cada una acttia en los exiremos del dafio; segundo: las incisiones se localizan a distancias
precisas de la base dafiada. La incisién hacia el extremo 3' esta conservada en los tres reinos
y se& encuentra aproximadamente a 3 bases del sitio con el dafio. Sin embargo, la distancia es
variable' en la incisién hacia el extremo &', en E. coli es de ~7 bases, en S. cerevisiae y en
Homo sapiens de ~22 bases; mientras gque en Methanobacterium thermoauiofrophicum es de
~6 nucleétidos (Ogring et al, 1998, de Laat ef al, 1999) |

Tabla 1. Proteinas que participan en el mecanismo de NER en los eucariotes y

bacterias.
Eucarioies Bacterias
XPC-hHR23B UvrA
XPA UvrB
XPG UvrC
CSA UvrD
CSB TRC
Complejo RPA DNA pol g
Complejo TFIIH
ERCC1-XPF
Complejo RCF
Factor 2 de liberacion
DNA Pol e




Mecanismo de REN en procariotes.

En E cofi este mecanismo se ha estudiado finamente, Un complejo trimérico de
prateinas, consistente de dos moléculas de UvrA y una molécula de UvrB (Complejo UvrAqzBs),
se une al DNA con el dafio. La formacion de este complejo UvrAB,-DNA esta acomparniada
por cambios conformacicnales tanto en el DNA como en la protelna UviB. Se cree que estos
cambios promueven la disociacion de UvrA y permiten una mayor afinidad de UvrB por el DNA.
La formacion del complejo UvrB-DNA facilita el pegado de la proteina UvrC, que tiene como
resultado otros cambios conformacionales. Por ultimo, UvrB produce la incision del DNA en el
sitio 3' con respecto a la base dafiada y permite la accidn de UvrC en el sitio 5°. El fragmento
de DNA se remueve por la accion de la Helicasa 1l (UvrD), para ello se une en la incisign en el
axtremo 5’ y tiene un movimiento con direccion 3° — 5 sobre la hebra intacta. Por dltimo, la
DNA polimerasa ¢ sintetiza el fragmento con direccion & — 3' ( Sancar y Sancar, 1988;
Friedberg, 19986).

Mecanismo de REN en Eucariotes.

En los eucariotes, REN es un mecanismo mas complejo en el cual participan un
niimero mayor de proteinas. Se han propuesto dos modelos, uno encargado de reparar el
genoma de manera general, denominade REN de Genoma Global (GG-REN]), y otro que esta
acoplado a la transcripcion por la RNA polimerasa |l, llamado REN Acoplado a ia Transcripcion
(TC-REN) (figura 1).

Censo del dafno en GG-NER:

El reconacimiento inicial al dafio por GG-NER es llevado a cabo por un compigjo
heterodimérico, conformado por & complejo XPC y hHR23B (Evans ef al, 1997). La afinidad
de XPC-hHR23B por un DNA de hebra sencilla ¢ de doble hebra es la misma, pero en
presencia de un DNA irradiado con luz UV se incrementa su afinidad in vitro. E! complejo XPC-
hHR23B es esencial para la doble incision en el DNA, en la apertura de las hebras de DNA
(complejo abierto de reparacion) y en el reclutamiento del resto de la maquinaria de reparacion
(Evans et al, 1997B)

Censo del dafio por TC-NER:

Hanawalt y sus colegas al estudiar la remocion de CPD en células tipo CHO (Chinese
Hamster Ovary) encontraron en en el gene DHRF activo transcripcionalmente, los CPD’s se



removian 5 veces mas rapido que en el resto del genoma. A este mecanismo se le denomino
reparacian acoplada a la transcripcién (Friedberg, 1996).

La reparacion tipe TC-NER inicia cuando ia RNA polimerasa 1l se detiene en un sitio
donde existe un dafio en la hebra de DNA templado. Posteriormente, esta anormalidad es
detectada por las proteinas CSA-CSB, que reclutan al complejo basal de transcripcién TFHH
(Tu et al, 1998; Henning ef al, 1995; Tantin, 1998; Tantin D. ef al, 1997). La liberacién de la
RNA pol Il es catalizada por el factor 2 de liberacion (Selby y Sancar, 1996; Hara ef al/, 1999).

Formacion del complejo abierto de reparacion:

Una vez que se detectd el dafio por XPC-HHR23B 6 CSA-CSB, ambos complejos
reclutan al complejo basal de ftranscripcidn TFIIH (Tabla 2) (lyer et al, 1996). En estudios
bioguimicos se ha observado que TFIIH puede estar conformado por un nicieo o “core’ de 6
subunidades (XFPD, XPB, p62, p52, pdd y p34) (Feaver et al, 1993) y por el subcomplejo de
cinasas activadoras de ciclinas (CAK) que esta compuestos por las proteinas MAT1, Ciclina H
y Cdk7 (Svejétrup et al, 1995). Con ensayos de extractos nucleares, sugieren que XPC-
hHR23B y el core-TFIIH se requieren para una apertura inicial de ~10 nucledtidos y la adicion
de las proteinas XPA, RPA y XPG para una apertura final de ~25 nucleétidos (Holstege et af
,1995; Holstege ef &/ 1996) La apertura del DNA esta dada por la accidén de las dos helicasas
presentes en TFIIH (XPD direccidn 3'—=5" y XPB direccion 5 —3) hacia- el extremo 5° con
respecto al dafio (Sung et al, 1996; Ryoung et al, 1996). Esiudios con DNA dafado y
desnaturalizado, revelaron que la separacidn de las hebras en el DNA no es la Unica funcién
de TFIIH, ya que también se requieren para una mayor eficiencia en los pasos subsecuentes
(Holstege ef al, 1997). Por otra parte, experimentos con una mutante dominante negativa en
XPB mostraron que habla apertura de las hebras de DNA y que se permitia la incision en el
extremo 3° pero no en el extremo 5°, sugiriendo que TFIIH facilita la incision en el extremo 5°
por la endonucleasa ERCC1-XPF (Winkler et af, 2001).

XPA tiene una funcidn primordial en la formacién del complejo abierto en las primeras
etapas de TC-NER y GG-NER. Esta es una proteina de unibn a DNA con una marcada
preferencia por DNA dafado. La interaccion in vitro de ERCC1 y XPF se ha observado con las
subunidades p32 y p70 de RPA, TFIIH, CSB y con la subunidad p34 de TFHE. Por su aita
afinidad a el DNA dafado y por las interacciones con varios factores de reparacion (Matsuda
el al, 1995), se postula a XPA como verificador del dafio y el correcto ensamblaje de la
maquinaria de reparacién alrededor de la lesidén (Park ef af/, 1985; Nocentini et al, 1987). '



Posteriormente se recluta RPA, RPA se identificd como un factor importante para la
replicacion del DNA del virus SV40 (Melendy y Stiliman, 1993). Este factor es una proteina de
union a DNA de hebra sencilla y esta conformada por tres subunidades de 70, 32 y 14 KDa.
Durante la formacion del complejo abierto de reparacion, las hebras de DNA se separan y
RPA da una mayor estabilidad a la hebra sin el dafic y remueve posibles estructuras
secundarias (He ef af, 1995). RPA también es crucial para la coordinacién de las nucleasas de
MER. Se ha observado que RPA interacciona con XPG y ERCC1-XPF; la orientaciéon de RPA
es relevante para estas interacciones. El extremo carboxilo de RPA, orientado hacia el 3° del
DNA se le une ERCC1-XPF, mientras que el extremo amino orientado hacia el 5° del DNA, se
une XPG. RPA confiere una especificidad en el corte a la hebra dafiada a ERCC1-XPF e
inhibe el corte en la hebra sin el dafio (de lLaat ef al, 1998; Kolpashchikov et al, 2001;
Hermanson-Miller y Turchi, 2002).

El gene XPG codifica para una endonucleasa estructura especifica, la cual
interacciona con una gran variedad de substratos de DNA, por ejemplo: burbujas y estructuras
tallo-asa. XPG media la incision en una de las hebras de DNA en el extremo 3' del DNA. XPG
también se requiere para la formacién del complejo abierto, lo que indica un papel estructural
en NER. Evidencia de fal pape! esta dada por una mutante en su sitio activo, si esta presente
XPG se detecta cortes en el 5° catalizada por la endonucleasa ERCC1-XPF (Evans et al,
1897A).

Finalmente, se se ancla el dimero ERCC1-XPF, que es una endonucleasa estructura
espacifica y cataliza la incision en el extremo 5" del DNA (Houtsmuller et al, 1999). Al parecer,
ERCC1-XPF no tienen una funcion estructural en el complejo de NER. ERCC1-XPF puede ser
omitido para la formacién del complejo abierte y la incision 3’ in vitro (de Laat et af, 1998).

Una vez gue se hicieron las incisiones y se liberd ef fragmento de DNA, RPA es el
Unico factor que se encuentra en el DNA. Estudios realizados in vifro revelan que se requiere
la DNA pol 8 y pol € para la polimerizacién de nucleétidos, Tambiéh se :requiere: PCNA y el
factor de replicacién C (RF-C). Brevemente, RF-C se une preferentemente a los extremos 3°
del DNA y facilita el ensamblaje de PCNA, el cual forma un complejo homotrimérico en forma
de anillo que puede recorrer a lo targo del duplex del DNA. El ultimo paso es la unién de los
enlaces fosfodiéster del exiremo 5°de la hebra sintetizada, probablemente sea llevado a cabo
por la enzima DNA ligasa | (de Laat ef al, 1999).
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Transcripcion de los genes por la RNA polimerasa Il (Pol II).

Como ya se mencioné, el complejo basal de transcripcion TFIIH participa en las dos
vias de reparacion de NER en los eucariotes. Sin embargo no es el Unico papel que
desemperia en el metabolismo del DNA, tarmbién forma parte en la sintesis del RNA mensajero
mediada por fa RNA polimerasa Il y en el confrol del ciclo celufar (Drapkin ef af, 1994, Wang et
al, 1994).

Los primeros intentos para producir un mRNA in vitro mostraron que la RNA pol Il no
era capaz de iniciar la transcripcion. La siniesis era llevada a cabo cuando a la RNA pol il fue
suplementada con un grupo de proteinas aisladas de extractos celulares.

En afios recientes, se han ideniificado cada unc de los factores requeridos pai’a la
transcripcion in vitro de una gran variedad de organismos. Estos factores de proteinas
colectivamente se denominaron “General Transcription Factors” (GTFs) que se han nombrado:
TFIA, TFIIB, TFID, TFIE, TFHF y TFIIH de acuerdo con su perfil de elucion cromatografica y
orden de descubrimiento. Los GTFs se encuentran conservados a lo largo de la escala
filbgenética. El grupc completo de GTFs esta conformade de aproximadamente 30
polipéptidos. Los GTFs se unen de manera secuencial al promotor para formar complejos
nucleoproteicos estables que reclutan a la RNA Pol Il. El complejo TFIIH es uno de los ultimos
en unirse al complejo de iniciacion (Orphanides et al, 1996).

Como complejo proteico, TFIIH se ha identificado en M. musculus (factor 8), H. sapiens
(TFIIH, BTF2), S. cersvisiae (factor b) y D. melanogaster. La analogia funcional del factor &,
factor b, BTF2 y TFIIH se sugirié por la composicion similar de polipéptidos, por reacciones
inmunolégicas cruzadas y por el intercambio de subunidades (Ohkuma 1997; Hampsey 1998).

TFIIH es el dnico GTF con- las siguientes actividades enzimaticas: ATPasa
dependiente de DNA, DNA helicasa dependiente de ATP y cinasa del carboxilo terminal (CTD)
de [a RNA polimerasa. Dos de estas actividades, cinasa en CTD y ATPasa son reguladas
positivamente por TFIIE, mientras que su actividlad de DNA helicasa es regulada de manera
negativa (Drapkin et al 1994, Ohkuma y Roeder 1994). De todos los GTFs, TFIIH es el mas
complejo de todos, consta de 9 subunidades con una peso molecular de aproximadamente
500 Kda, comparable al peso de la RNA polimerasa H (Ohkuma, 1997, Hémpsey. 1998) (Tabla
2).



En en la iniciacién de la transcripcion, TFIIH separa las hebras de DNA {(Guzman y Lis
1999) por la accién de sus dos helicasas (XPD y XPB) dependientes de ATP. Sin embargo,
otros estudios, invelucran a TFIIE y TFIIH en la liberacién del promotor. Ademas forma parte
del complejo abierto y en la sintesis de los primeros 50 nucledtidos (de Laat ef al, 1999).

La liberacion de la RNA polimerasa del promotor es mediante la fosforilacion en su
CTD, esta fosforilacion es llevada a cabo por la proteina CDK7 de TFIIH. Esto se sugirid por la
observacion que la RNA pol Il entra al complejo de preiniciacién en una forma no fosforilada
(Il1A) ¥ es convertida a una forma fosforilada (!0} en su extremo carboxile cuando se libera de
la zona del promotor (promoter clearance). Presurmiblemente, la fosforilacion en e CTD
provoca un cambio conformacional que resulta en la liberacion de la interaccién CTD-TBP y
liberacién del promotor. Recientemente, se mostré que TFIIH promueve fa transicion de los
complejos de elongacion tempranos a complejos de elongacion estables. Asi, TFIiH lleva a
cabo muchas funciones en la transcripcién, que afecta procesos antes, durante e
inmediatamente después de |a iniciacién (Hampsey, 1998).

En S. cerevisiae |a subunidad de 85 Kda del factor b'(TFIIH) fue identificada como
Rad3, una DNA helicasa con direccion 5'—3° que previamente se mostrd que pariicipaba en
NER. Rad3 es hombiogo a ERCC2, la cual complementa a una deficiencia del gene XPD que
produce el sindrome Xeroderma pigmentosum. Un inmunosecuestra de Rad3 inhibe la
transcripciéon in vitro y una mutante termosensible de Rad3 (is) exhibe una reduccion
dramatica en la sintesis de mRNA a temperatura restrictivas in vivo (Guzder ef al, 1994),

En levadura, ssi2 se identificd en [a misma seleccion genética para ssf/f, al rastrear
una supresién en la transcripcién de un tallo asa de un mRNA. El andlisis en la secuencia de
este gene reveld que ss/2 en el homdlogo a XPB en humanos. La eliminacién del extremo C-
terminal de Ssi2 confiere una sensibilidad a luz UV, ademas de ser termosensible. Otro grupo
de manera independiente cloné a ss/Z y lo designd rad25. En el complejc TFIIH se ha
observado gue distintas subunidades pueden interaccionar entre ellas: por ejemplo Rad3 y
Tf1 con Ssl2 (Hampsey 1998).

El subcomplejo TFIIK de TFIIH incluye a la cinasa de proteinas CDK7 (Kin28, en
levadura), a la ciclina H (CCL1). Kin28 es un miembro de la familia p34/cdc2/Cdc28 vy es
homologo a MO15/Cdk7, la subunidad catalitica de TFilH en humano. Una mutante
termosensible en Kin28 (ts) muestra una rapida desfosforilacién del CTD a temperaturas no
permisibles, donde Kin28 de TFIIH es el efector principal de la fosforilacién de CTD in vivo. El
subcomplejo humano Cdk7-Ciclina H de TFIIH incluye una tercera subunidad, Mat1. Este
complejo heterotrimérico forma a la cinasa activadora de Cdks, denominada CAK. TFIIH de



levadura incluye al homologo Matf, denominado Tfb3, pero a diferencia de Mat!, Tfh3 se
encuentra en el complejo core-TFIIH, gue en TFIIK. T3 y Kin28 interaccionan fisicamente,
esto sugiere que Tfb3 une a TFIIK con el “core” de TFIIH (Orphanides ef af, 19986).

La progresion a través del ciclo celular estd controlada por las Cdks, las cuales
incluyen a la familia p34/cdc2/Cdc28. La activacion de Cdk requiere de una fosforilacion, que
es catalizada por las CAK's. La identificacion de subunidades de CAK como subunidades de

TFIIH, sugiere papeles adicionales como en el control del ciclo celular.

Tabla 2. Genes homélogos del complejo basal de transcripcion TFIIH.

Homo sapiens Drosophila Sacchammyces . Schizosaccharomyces Ceanorhabditis Arabidopsls
melanagaster coreviseag pornbe alegans thaliana
XPB haywire rad25 radz25s XP8 XPB
XPD DmXPD rad3 rhp3 XPD XPD
p62 p62 tfb1 tfh1 p62 p62
p52 " pb2 b2 bz p52
pdd p44 ssi1 ssft p44 pdd
p34 p34 tfh4 p34 34 p34
cak? cdk7 kin28 cdk7 cDK7 |
ciclina H ciclina H ccft ciclina H ciclina H
mat1 mat1 tfb3 mat1 mat1 mat1

La proteina p62 de del complejo TFIIH

La organizacion gendmica de p62 en los metazoarios superiores es compleja. En M.
musculus consta de 16 exones y 15 intrones, que abarcan una régién de 21 Kb. El ATG del
inicic de la traduccion se encuentra en el exon 1lll. Se transcribe en un mMRNA de
aproximadamente 3.1 kb con un marco de lectura abierio de 1641 pb. La estructura genomica
en ratén es muy similar a humanos, las diferencias estan localizadas én el extrema 5'UTR
(untranslated region, region no traducida de DNA). Por analisis de EST (expressed sequenced
tag), se descubrid que posiblemente exista un splicing diferencial tejido especificc en ratdn,
estas diferencias abarcan el extremo 5° UTR (regiones no traducidas de DNA), entre los
exones | y ll. En humanos también se ha detectado una EST que posiblemente sugieran un

splicing diferencial. En un analisis de tipo Northern blot se observo que la expresion de este

10




gene eés distinta dependiendo del tejido tanto en ratones como en humanos. La expresion de
-este gene es abundante en el higado y testiculos, tanto ratones como en humanos (Perez et
al, 1998).

Los grupos de Jean-Marc Egly y Roger Kornberg en el afio de 1982 clonaron y
secuenciaron los ortdlogos de p62 en celulas Hela y levadura respectivamente (Gileadi O., et
al 1892 Fisher L, ef af 1892). En humanos codifica para una proteina de 548 aminodcidos,
con un peso de 62,030 Da y un punto isoeléctrico de 8.82. La interaccidn especifica con
anticuerpos monoclonales para p62 inhibe la transcripcion in vitro, y se restablece el nivel de
transcripcién cuando se adiciona el complejo BTF2 (TFIIH) puro. Ademas, p62 copurifica con
un complejo de 3 proteinas con los siguientes pesos moleculares: 80, 38 y 32 kDa que
conforman a TFIIH. Por ofra parte el anticuerpo a~-p62 de humano tiene una reaccidn cruzada
con una proteina del factor 3 (raton), por lo que se postula que factor & es el homélogo a
TFlH (Fisher et al, 1992).

En levadura el gene ortdiogo a p62 es b1 {transcription factor b, subunit 1) y codifica
para una proteina de 642 aminoacidos y un peso aproximado de 73 kDa. En un analisis
genético sobre téiradas, se mostré que la forma nula del gene #fb7 es esencial para la
viabilidad en condiciéon homdciga. En este organismo, TFB1 tiene una asociacion muy fuerte '
con protelnas de 85, 73 y 50 kDa, y estas formas asociadas estaban relacionadas a la
actividad transcripcional y cinasa del factor b (TFIIH) (Gileadi et al, 1992).

La mutantes de ffb1 fueron realizadas por gene suffling, Las mutantes presentaban
codones de terminacién prematuros. La mutante {fb7-71 carece de los dltimos 111 aminoacidos
en el extremos en el C-terminal, mientras que la mutanie ffb7-6 carece de los dltimos 34
aminoécidos. Estas mutantes son sensibles a la temperatura, a los dimeros de ciclobutane de
pirimidina y a los 6-4-PPa temperaturas no permisivas. Por otra parte, se mostré que la region
gue abarcan los aminoacidos 528 al 642 son importantes para la interaccion con la proteina
8SSL2, y el resto de ia proteina es dispensable para esta interaccién (Matsui ef af, 1995;
Hwang et al, 1995; Sweder ef al, 1996).

Se han descrito distintos mecanismos de regulacién postraduccional, unc de estos es
la fosforilacion reversible de factores de transcripcion, Por ejemplo, la actividad de un factor
basal de transcripcion TFIIB { responsable para la transcripcion de genes ribosomales) se ve
disminuida en extractos de células sincronizadas en la etapa de mitosis o por la conversién
de la etapa de interfase de extractos celulares a un estadio de mitosis al adicionar ciclina B1.
La forma madura de la proteina p34™®

desfosforilalcionas, ademas de la interaccion con la ciclina 81. La inhibicion de la

esta dada por una serie de fosforilalciones vy
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transcripcion por parte de TFIIIB es por esta cinasa dependiente de ciclinas. Posteriormente
se observd que el complejo cdc2/ciclina B1, es suficiente para reprimir la transcripcion por la
RNA polimerasa 1l en un sistema in vitro. Recientemente se reporté que el factor TFIID aislado
en la etapa de mitosis esta fosforilado, y su aclividad se restablece al desfosforilarse. En un
extracto de células provenientes de mitosis, se mostré que la proteina p62 de TFIIH se
encuentra fosforilada, ademas de otra proteina de 38 Kda. Esta fosforilacion posiblemente
afecte la capacidad de cinasa de Cdk7, ya que no puede fosforilar' el CTD de la RNA
polimerasa Il. La fosforilacion de p62 es dependiente de la via de cdc2/ciclina B1. Ademas de
que posee la secuencia consenso para una posible fosferilacion por parte de cdc2 (SPEGK
que corresponde de los aminoacidos §6 al 60) (Long et a/, 1998).

Uno de los activadores del ciclo celular al inicio de la setapa S es E2F-1. E2F-1 se une
a varios promotores de activadores transcripcionales: cdc2, ciclina E, ciclina A, en algunos
proto-oncogenes: ¢-Myb, B-Myb, c-Myc v N-Myc. E2F-1 esta altamente regulado de manera
postraduccional, uno de estos mecanismos es llevado a cabo por el complejo TFIIH. TFIiH es
responsable de la fosforilacion en extractos celulares de EZ2F-1, la interaccién es con p62
durante la fase S y posiblemente la fosforilacion pueda auxiliar a una rapida degradacion de
E2F-1(Vandel y Kouzarides, 1999). TFIIH aumenia la actividad de VP16, a la proteina
reguladora del ciclo celular p53 (Xiao H et al, 1994, Léviellard ef al, 1986) y el receptor de
estrogenos ¢ {Chen D ef al, 2000).

En D. melanogaster, las subunidades caracterizadas del complejo TFIIH son DmRad3
(XPD) (Reynaud ef al, 1999) y haywire (XPB) (Mounkes ef al 1992; Mounkes y Fuller, 1999), El
resto de las subunidades no han sido caracterizadas, aunque ya se conoce su secuencia
-(Austin y Biggin 1996).

OBJETIVOS
Caracterizar el gene homdlogo a p62 en Drosophila melanogaster
OBJETIVOS PARTICULARES
Aislar un cDNA para el homdlogo a p62.
Determinar motivos en los oritlogos de p62.
Determinar si p62 participa en la reparacion a dafio a DNA por luz UV.

Detectar el nivel de expresion de p62 a lo largo del desarrollo.
Observar la expresion principal en la etapa embrionaria y tejido de adultos
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MATERIAL Y METODOS
Cepas bacterianas y lineas de D. melanogaster:

Las cepas de E cofi fueron: XL1-Blue-MRF'": (A{(mcrA}183 A{mcrCB-hsdSMR-mm)173
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 laclF’ proAB lacl’Z AM15 Tn10 (Tet)]; SolR (e14
(McrA) A (MerCB-hsdSMR-mrr) 171 sbeC recB recd uvrC umuC :Tn5 (Kan') lac gyrA96 relAf
thi-1 endA1 A® [F'proAB lacl® Z AM15] Su” (non suppressing)). Las lineas de D. melanogaster
fueron, OreR {linea silvestre), linsa 12329 Pfry[+t 7.2]= PZ} I(2)06942 [06948] cn [1}/CyO; 1y
[506]: alelos de haywire: ru b hay" vi/TM3: ru h hay™*"* vi/TMS3.

Bilsqueda del gene p62 en D. melanogaster

Para la obtencion del gene p62 de D. melanogaster, se buscoé inicialmente por un
analisis tipo BLAST con la secuencia de DNA ortdloga de M. muscuius en la base de datos de
Berkiey Drosophila Genome Project (BDGP). Se obtuve una clona tipo EST (expressed
sequence tag) que contenia 622 pb que abarcaba el extremo 5' del gene (EST 3527). Este
plésmido se digirié con EcoRI y Xhel (Boehringer) para obtener el fragmento que codifica para
este cDNA. Este fragmento se purificé mediante agarosa de bajo punto de fusién y se marcéd
radiactivamente con el Kit Random Primer (Stratagene) siguiendo las indicaciones del
proveedor,

Posteriormente, la region codificante se obtuvo a partir de una busqueda en una
libreria de cDNA en fagos A Uni-Zap (Stratagene). Esta libreria fue hecha a partir de RNA poli-
A, de embriones 2-14 hrs de edad de la linea silvestre Canton 8. La infeccidén en del fago se
realizé en la cepa de E. cofi XL1-Blue-MRF’. El rescate de los fagémidos se realizd con el
empleo del fago helper ExAssist y de la cepa de E. coli SclR siguiendo las especificaciones
del proveedor (Stratagene).

Las clonas obtenidas se secuenciaron en sus extremos 5' y 3 en la unidad de
secuencion del Instituto de Biotecnclogla, medianfe el empieo de los oligonucledtidos
universales para el plasmido pSK-Bluescript.

Obtencion de RNA total

El tejido se colectd de las siguientes etapas del desarrollo de la linea OreR: embriones
de 0-8 hrs, 8-16 hrs, 16-24 hrs, larvas de primer estadio, segundo estadio y tercer estadio,
pupas, hembras y machos a 25°C. El tejido se lavd con agua bidestilada para retirar los restos
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de alimento. Las muestras se trituraron en presencia de nitrégenc liquido. Posteriormente en
un homegenizador Dounce se adiciond 10 mL de la solucion desnaturalizante (Tiocianato de
guanidina 4M; Cifrato de Sodio (pH 7) 25 mM; Sarkosil 0,5%; B-Mercaptoetanol 0.1M) por
grame de tejido, se did 10 golpes de manera manual. inmediatamente se adiciond 1 mL de
acetato de sodio 2 M {pH 4), se mezcld por inversidon. Se adiciond 10 mL de fenol {pH 4,
Research Organics) v 2 mL de clorofermo/alcohol isoamilico (49:1), se mezcld e incubd en
hielo durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugd 15 minutos a 14 Krpm ‘en una
centrifuga Eppendor a 4° C. Se adiciond un volumen de isopropanol (Merck} a la fase acuosa,
se mezcld por inversion e incubd 30 minutos a =20 °C. La pastilla de RNA se lavd con etanol a
70 % y sea adiciono 50 plL de agua y las muestras se guardaron a —70 °C.

La concentracién de RNA total se determiné en un especirofotometro Beckman DU
650. La calidad del RNA total su verificd mediante una electroforesis en un gel de agarosa,
para elle, se tomé 0.6 gr de agarosa, 3.8 ml de Amortiguador MOPS 10X vy 2 ml de
formaldehido. 2 pl de RNA total se incubaren con 8 wl de amortiguador de cargado (600l
formamida; 179 Wl formaldehido; 100 ul MOPS 10X; 113 ul agua), 11l de azul de bromofenol
y 1 ul de bromuro de etidio y se incubd a 45° C duranie 15 minutos. Se realizo la electroforesis
en presencia de MOPS 1X a 70 volis.
Nota: Todas las soluciones para RNA se prepararon a partir de agua tratada con DEPC (Dietil
pirocarbonato, SIGMA) al 0.001%. :

Cuantificacion de la expresion del gene p62 por RT-PCR.

La sintesis de cDNA se llevd a cabo mediante el kit de Amersham siguiendo las
indicaciones del proveedor. Las reacciones de amplificacion se realizaron bajo las siguientes
condiciones: 2 pl cDNA; amortiguador 5 pl(Roche), Taq pol (Roche} 1 pl; dNTP 2 ul;
oligonuciedtidos 20 pmolas de cada uno y agua hasta 50 ul. Las reacciones se detuvieron a
los 25 ciclos de amplificacion. Se utilizaron los siguientes juegos de oligonucieotidos para los
genes rp49 y p62. Para rp49. RP495" CATCCGCCCAGCATACAG y RP483°
CTTCTTGGAGGAGACGCC. Se dio un Onico pulso de 95°C durante 5 minutos, posteriorments
el ciclo empleado fue de 95°C durante 30°", 57°C 30" y 72°C 2".

Para la amplificacian de p62 se emplearon dos juegos de oligos. Se utilizg, RTS -p62;
CGAACGGGATGAATGGAAAG; RT3 -p62: CGGACAGCGAAAGGTATAAG; con el siguiente
esquema de amplificacidon 95°C durante 30", 58°C 30" y 72°C 2". Con los siguientes
oligonucledtidos se amplificd la region codificante 37, p82-rto” ACGGCACGCTCTACGTAATG;
p62-rt3": GCAGTTTTCGCTCCTTTCAAG. Los ciclos empleados fueron a las siguientes
temperaturas 95°C durante 307", 60°C 30" y 72°C 2".
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La presencia de los fragmentos de DNA correspondientes se visualizaron mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1% sumergido en TAE 0,5X y bromuro de etidio 500
ng ml” a 70 volts.

Determinacidn de la proteina p62 mediante Western Blot

Los extractos celulares se abtuvieron a partir de embriones de 0-8 hrs, 8-16 hrs, 16-24
hrs, larvas de primer estadio, segundo estadio y tercer estadio, asl como también pupas,
hembras y machos a 25°C. El tejido se trituré en presencia de nitrégeno liquido,
posteriormente se homogeneizd en condiciones nativas con amortiguador de lisis { HEPES 50
mM pH7, 6; NaCl 385 mM; EGTA 0,1 mM; MgCl: 1,1 mM; Tween 20 0,1%; Inhibidor de
proteasas Complete (Boehringer) 1 tableta para 50 mL de solucidn; PMSF 100 pg mi” ;
Ortovanadato de sodio 2 mM,; B-Glicerofosfato 20 mM) en un homogenizador Dounce.
Inmediatamente se centrifugo a 10 000 xg durante una hora a 4°C en una centrifuga
Eppendorf. Se colecto el sobrenadante, se adiciond glicerol al 10% final y las muesiras se

congelaron a —70° C (Elfring L, ef al, 1998).

A 10 uL del extracto se le adiciond 20 ul de amortiguador de lisis Laemli {Tris {pH 6,8)
62,5 mM; Glicerol 10%; SDS 2,3 %; -mercaptoetanal 5%; Azul de bromofenol 0,01%). Se
realizo un SDS-PAGE a una concentracion de 7,5% (Laemmli K, 1971) . Posteriormente las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot transfer. medium, Bio
Rad) en una camara de transferencia en presencia del amortiguador de transferencia ( Trizma
25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%) durante 1 hora a 400 mA,

Posteriormente la membrana de nitrocelulosa se incubd en la solucion de blogueo
(leche descremada al §% disuelfa en PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora,
Inmediatamente después se incubo con el anticuerpo «~-p62 (Santa Cruz) de humano toda la
noche en presencia de la solucion de bloqueo (leche descremada al 5% y tween 20 al 0,1%
disueltos en PBS). A continuacién se realizaron tres lavados con PBS-Tween (0,1%) y por
ltimo se incubé con la proteina A —peroxidasa en presencia de PBS-Tween (0,1%) durante
30 minutos. La membrana se lavo nuevamente 2 veces con PBS-Tween (0,1%) y al final un
lavado con PBS'.

La membrana se reveld con el método de quimisluminiscencia por medio del kit ECL™
de Amersham. Para esto las placas autorradiografla se expusieron a las membranas a
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tiempos diferentes, segun la luminiscencia y se revelaron segin las recomendaciones del
proveedor.

Inmunoprecipitacion de la proteina p62

La extraccion de protelnas nativas de embriones de 0-24 hrs y adultos se realizo como
ya se describio con anterioridad. 2ul del exfracto, se incubd en presencia de 10 pl de perlas
de agarosa-proteina A y 5 pl de a-P62 anti humano en agitacion constante por 12 hrs a 4°C.
Posteriormente se dieron 10 lavados de 1 ml cada uno con en amertiguador de lisis. A las
muestras se les realizd una electroforesis en SDS-PAGE, se transfierieron a una membrana de
nitrocelulosa y posteriormente se sumergieron en la solucién de blogueo. Las membranas se
incubaron de manera independiente con los siguientes anticuerpos: un policlonal o-p62,
monaclonal- o-fosfoserinas y monoclonal o-fosfotirosinas. La presencia de las bandas
correspondientes se detectd mediante el Kit de lumiscencia ECL de Amersham.

Deteccion de la expresion del gene en tejidos.

~ Alalinea gue porta el "enharcer trap" insertado en el gene p62 se utilizd uné tincidn
a embriones para detectar la actividad de [-galactosidasa. Se colectaron embriones a
diferentes etapas del desarrollo y posteriormente sé decorionaron en presencia de hipoclorito
de sodio al 50% durante 2 minutos. Se lavd con un exceso de agua el cioro. Los embriones
se fijaron con 0.5 mL de Heptano saturado con la solucion de fijacién (Cacodilato de sodio 0.1
M pH7.3 (1ml); glutaraldehido {(Fluka) 50% (1 ml} heptano (2ml)} durante 11 minutos a
temperatura ambiente. Se transfirieron los embriones a un portaobjetos y se elimind el exceso
de heptano. Los embriones se colectaron con un diurex, a continuacidn se cubrieron con una
solucion de PBS. Se procedié a desvitelinizar manualmente con una aguja. A los embriones
se colocaron en un tubco Eppendorf v se les adicicnd 300 pl de la solucion de tincion
(Na:HPO4 0.2 M (2ml); NaH-PO; 0.2M (0,5 mi); NaCl 1M (50 pl}; Ka(Fe{CN)s} 50 mM (3.05 mi);
Ks(Fe{CN)s} 50 mM (3.05 ml) y agua hasta 50 ml) sin X-gal, se incubd por & minutos a
temperatura ambiente. Se retiré esta solucion, se adicioné la solucién de tincién y (1/30) de X-
Gal [80 mg mI™] y se incub6 a 37°C durante toda la noche. Los embriones se lavaron con un
100 uL de N, N'-dimetilformamida para retirar los cristales de X-gal y se sustituyo por PBS. Los
embriones se colocaron en un portaobjetos y se procedid a tomar fotografias en un
microscopio Nikon en campo claro a 20X,
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A los Imagos se les anestecié en presencia de CO,, ¥ se les realizd un pequefio corte
en la parte ventral del abdomen. Posteriormente se incubaron en presencia del amortiguador
de tincion siguiendo el protocolo anterior. Se tomaron fotografias a los tejidos con actividad de
B-Gal en un microscopio de diseccion Niken a un aumento de 6X. '

Deteccion a la sensibilidad a luz UV.

La linea de D. mefanogaster {(12329) asl como a su parental se irradiaron en
presencia de luz ultravioleta. Para la obtencion de la linea parental se cruzaron hembras
virgenes de la linea /{72329) con machos con doble balanceador en el cromosoma 3 (w718;
+/+; Dr Pr/TM3, Srb, r4). Las hembras virgenes de esta progenie (+/Wﬁ 18, +/CyQ; +/TM3,
Sh,r4) se cruzaronh con machos (w7118, +/CyQ; +/TM3, Sb,rd). Se aislo |la descendencia (+/+;
+/CyQ; cn ry). A larvas de tercer estadio, 100 para la linea {(12329) y 140 para la linea
parental, se les dio un pulso de luz ultravioleta a 0, 5, 10 y 15 segundos. Se dejo continuar el
desarrollo a 18°C en medio fresco y a los imagos se les tomé fotografias en un microscopio de
diseccion Nikon a 6X. ‘

Cruzas con alelos de haywire.

Las cruzas se realizaron a 18°C. Hembras virgenes de la linea /{12329) se cruzaron
con machos: el primer aleleo de haywire fue ru h hay™ vilTM3 v el segundo alelo ru h hay™*™*
vilTM3. Se contd el nimero de huevos ovipositados y a los iImagos. Se regisiré los fenotipos
de |los imagos transheterdcigos (p62; hay).

Busqueda de homdlogos y motivos en proteinas ortélogas de p62

Se realizd una base de datos de todas las proteinas ortdlogas a p62. Se hizo
mediante el programa BLAST en [a pagina de Ila Internet de  NCBI
(http:/Awvww3 nebi.nlm nih.gov/Entrez) se obtuvieron varias secuencias: de M. musculus
(CAADB340), H. sapiens (P32780), C. elegans (AAB94149), A. thalina (CAB71072 ), S.
cercviseae (AAA3S143), S. pombe (CAB11039), N. crassa (CAB91486) y D. melanogaster
(AAF58253).

Las secuencias de proteinas se alinearon mediante el programa Multaling de la

Internet  (hitp://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.htinl)(Corpet, 1988). El grade de

homologia se realizé mediante el programa Best Fit del paquete del GCG del Instituto de
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Biotecnologia de la UNAM. La obtencién del arbol filogenético se realizé con el programa
Clustal W del la internet (hitp://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

Por otra parte, se realizo un alineamiento multiple de estas proteinas utilizando el
programa MEME (Muttiple EM for Motif Eficitation, hitp.//imeme.sdsc.edu/memelwebsite/) para
la obtencién motivos consenso. A los motivos encontraron se les realizé un analisis en la
base de datos en Prosite para discernir la posible funcion de estos péptidos.
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RESULTADOS

La blasqueda del gene homdlogo en D. melanogaster de p62, se inicid con el rastreo
en la base de datos del Berkley Drosophila Genome Project (BDGP). Esto se realizé con un
andlisis tipo Blast con la secuencia de DNA codificante para p62 de M. musculus, El resultado
fue la obtencién de una secuencia tipo EST (3527) (expressed sequenced tag) de 531 pares
de bases (pb) que comprendia la region 5" del gene. A continuacion se procedié a obtener la
secuencia codificante completa de cDNA para p62.

El fragmento de 531 pb def EST se utilizé como una sonda para obtener la secuencia
codificante en un banco de cDNA de embriones de D. melanogaéter. De sste rastreo se
obtuvieran tres clonas: con los siguientes tamarios aproximados de inserto, 2035 pb (figura 1,
carril A), 1450 pb (figura 1, carril B) y 379 pb (figura 1, carril C). El andlisis de las secuencias
mostré que en la clona 1 existia un posible marco de I'ectura abierto, ya que en el extiremo 5°
presentaba el coddn de inicio de la traduccidn y en el extremo 3" un coddn de término y la
region de poliadenilacion. La secuencia completa mostro que el tamafio de la clona 1 fue de
2016 pb. La clona 2 era una versién truncada de p62,

La regidén codificante de DNA de Dmpé62 es de 1773 pb, codifica para una proteina de
541 aa, con una masa molecular de 66201 Da y un punio isoeléctrico de 9,02,

Al comparar la secuencia de la clona Dmp62 con la secuencia genomica de p62
(numero de acceso en el PDGB, CG5181), se observo que este gene presentaba 5 exones y
4 intrones pequefios. El analisis computacional del PDGB mostrd que el posible inicio de la
transcripcion se localizaba a 255 pb rio arriba del primer ATG del marco de lectura abierto (fig
2).

Ademas, existe una insercién por un elemento P en este gene /{2) 12328 de tipo
"Enhancer Trap". Esta mutante la construyd el grupo de A. Spradling (Spradling et al, 1999),
en un ensayo de mutagénesis de amplio espectro. La insercién de éste elementc P se
localiza a 144 pb hacia el extremo 5° del codén de inicio de la traduccion, lo que posiblemente
produzca una mutante de tipo hipomérfica (figura 2).
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Figura 1. Electroforesis de DNA proveniente de las clonas de cDNA de Dmp62 de D.
melanogaster. El DNA se digiri6 con las enzimas de restriccion EcoR| y Xhol; carril A, clona
1: carril B, clona 2 y carril C clona 3.
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Figura 2. Organizacioén gendmica del gene Dmp62. Las barras en negro son los exones,
las lineas son los intrones. El triangulo sobre el primer exon es la insercidn de un elemento
P de tipo "enhancer trap".
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BUSQUEDA DE ORTOLOGOS DE DmP62.

Una vez obtenida la secuencia de Dmp62, se procedio a buscar ortélogos de este
gene. Se obtuvieron varias secuencias, entre estas: M. musculus, H. sapiens, C.
elegans, A. thaliana, S. cereviseae, S. pombe, N. crassa. H nivel de similitud e identidad
se.analizd entre Dmp62 y cada una de estas secuencias, esto se hizo mediante el
programa Best Fit del GCG. Se observd que la secuencia de Drosophila presenta un
mayor grado de similitud con M. musculus (59.96%) y H sapiens (59.21%) y va
decreciendo conforme se desciende en la escala evolutiva (tabla 1, fig 3). Este resultado
se corroboré al hacer otro tipo de analisis, con el programa Clustal W se utilizaron estos
mismos homologos y se construyd un cladograma (fig 3).

Los genes homoélogos mas cercanos a Dmp62 son los pertenecientes a los
metazoarios, mientras que los del reino fungi son los mas alejados.

Al realizar el alineamiento multiple con el programa Mult Align (Corpet, 1988) se
observd que en la region N-terminal existe una mayor homologia mientras que ésta
disminuye en la region C-terminal (Figura 4).

En la regién que comprende los aminoacidos 289 al 303 esta altamente conservada
y presenta la siguiente secuencia: VPXXXXEX(E/D)FWXXFF. Esta region se comparo en la
base de datos del Prosite. La secuencia no presenta homologia' con alguin dominio
caracterizado a la fecha. Ademas se realizdé un analisis tipp BLAST contra todas las
proteinas no redundantes, Unicamente se encontré similitud con proteinas homologas a
p62. También, alrededor de esta secuencia hay residuos de aminoacidos que el nivel de
conservacion es parcial (en azul, fig 4), y abarcan una region de aproximadamente 65
aminoacidos (del 259 al 303). En region C-erminal, hay residuos que su grado de
conservacion es variable (color azul), por ejemplo de la region 580 a la 620. De éste analis
fue dificil poner fronteras para ubicar motivos y poder hacer una analisis mas detallado.
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Tabla 1. Comparacién en identidad y similitud entre Dmp82 y las proteinas ortdlogas

del complejo basal de transcripcion TFIHH.

ORGANISMO

Identidad (%)

Similitud (%)

Mus musculus

Homo sapiens
Caenhorabditis elegans
Arabidopsis thaliana
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Neurospora crassa

50.09
49.53
33.80
32.08
27.27
31.85
24.00

59.96
59.21
44 .86
41.50
39.27
45.22
45.00

Schizosaccharomyces
Neu}ospora
Saccharomyces
Arabidopsis
Caenorhabditis
Drosophila

Mus

Homo

Figura 3. Cladograma de los ortélogos de p62 elaborado a partir del programa
Clustal W. Cada una de las ramas refleja la similitud entre cada uno de los phyla.
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias de p62 mediante el programa Mult Aling.
Los aminoacidos coloreados en rojo denotan la identidad en la posicion del aminoacido, los
aminoacidos coloreados en color azul muestran la conservacién en las propiedades de los
aminoacidos.
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Busqueda de motivos en los homodlogos de p62

Con la comparcion de los distintos ortélogos de Dmp62 donde se observd regiones
discretas conservadas, nos preguntamos si podriamos ubicar motives en distintas
regiones de estas proteinas. Para llevar a cabo esto se utilizé el programa MEME (Multiple
Elicitation Motif Expectation). Con los parametros de buscar 6 motivos y el tamario de las
cajas variable.

En la figura 5, se muestran los distintos motivos encontrados con el programa
'MEME con un tamafio de 20 aminoacidos. La secuencia de los motivos se muestra en la
tabla 2. Las cajas 1, 2, 3 y 4 estan presentes en cada una de las proteinas, con una
distribucion conservada con direccion del amino al carboxilo (caja 4, 2, 1 y 3). La distancia
entre cada una de estos motivos se encuentra mas o menos conservados, entre el motivo
4y 2 estan entre 20 a 42 aminoacidos de separacion. Entre el motivo 2y 1 de 8 a 9
aminoacidos a exepcion de C. elegans que esta a 57 aminoacidos. La caja 3 es la mas
distante entre estas, se encuentra en el carboxilo terminal, a excepcidn de A. thaliana que
no se encuentra el motivo. La caja 6 esta compartida unicamente entre los metazoarios, y
la distancia con el motivo 4 estd mas o menos constante entre 55 y 71 aminoacidos. La
caja 5 unicamente se encuentra en H. sapiens, M. musculus y D. melanogaster, y esta
presente en la regién amino como en carboxilo, siendo este el unico motivo que se
encuentra duplicado

En un analisis en la base de datos del prosite, se buscoé un posible patrén de
modificaciones post-traduccionales. Los motivos 3, 5 y 6 no se encontré una posible
madificacion, mientras que los motivos 1 y 2 estan sujetos a glicosilacion (NMTE y NLTS),
el motivo 1 a una fosforilacion por PKC y CK2 (TEK y TEKE) y por Gltimo el motivo 4 a una
posible fosforilacion por CK2 (TADE)
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Figura 5. Distribucién de los motivos entre los ortdlogos de p62. La busqueda se realizo

con e! empleo del programa MEME
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Tabla 2. Secuencia de los motivos en p62 obtenidos a partir del analisis con el
programa MEME.

MOTIVO SECUENCIA

i VBHNM TEREFWTREECSHVE
NGVRYNLTSDIHCIFRTYP
CRHLYVAVGELLRHFWSCFP
LYKDLVVSKVITADEFWAT
ERVAVWMPEGKDRFTVSHMCP
IKCQKISPEGKAKIQLQLVL

Cy v b N

Sensibilidad al dafio por luz ultravioleta

Se analizd si la mutante en Dmp62 (/{2) 12329) afecta al mecanismo de NER al
irradiarla con luz UV. Para ello inicialmente se obtuvo la linea parental.

Para la obtencién de la linea parental de Dmp62™, a hembras virgenes de la linea
12329 (P{ry[+t 7.2]= PZ} 1(2)06949 [06949] cn [1}/CyO; ry [506] ) se cruzaron con machos
con doble balanceador para el cromosoma 2 (wi118; Dr Pr/TM3, Sb, r4), de la progenie se
tomaron hembras virgenes y machos con los siguientes fenotipos (w17118/4; +CyO ;
+/TM3, Sb, r4; cn, ry). De esta segunda cruza se aislaron los imagos con el siguiente
fenotipo (+/+; +/CyO; ry, cn) y se utilizd6 como linea parental. La dosis empleada para este
ensayo fue 0 seg, 5 seg (45.55 Joules/m?), 10 seg (91.1 Joules/ m?), 15 seg (136.65
Joules/ m?). El andlisis se realizo sobre larvas del tercer estadio y se dejaron emerger los
imagos a 19°C. El nimero de individuos en la linea mutante fue de 100 iarvas de tercer
estadio, mientras que en la parental fue de 140, esto es debido a que hijos'de la cruza
(hembras +/Cyoc X machos +/CyQ) las dos terceras partes seran +/CyQ y la tercera
parte ++. El experimento en la linea parental se realizé una sola vez, pero en la finea
mutante se realizo tres veces.
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Los resultados a esta exposicion se muestran en la figura 6. La sobre vivencia de
los imagos disminuye a medida que aumenta la dosis de la luz ultravioleta. Ademas
podemos observar que a la dosis de 0 y 45.44 Joules/m® el comportamiento de ambas
lineas es similar, pero a la dosis de 91.1 Joules/m? la sobreviviencia de la linea mutante
decae dramaticamente. A la désis de 136.65 Joules/m® los imagos no emergieron en la
linea mutante, mientras que en la linea parental emergid aproximadamente el 40% de la
poblacién (figura 6y 7). |

Por ofra parte, se observo que el desarrollo de las larvas a adultos es lento y hay
defectos cuticulares en la zona dorsal del abdomen. Estos defectos en la cuticula son mas
dramaticos conforme se aumenta la dosis de la luz ultravioleta. La linea mutante presenta
mayores defectos cuticulares que en la linea parental, ademas que el fenotipo en la
mutante a 91.1 Jim® de exposicién son similares a la linea parental a la dosis de 136.65
Jim? (figura 7).

Interaccion genética entre Dmp62 y haywire

Se realizaron cruzas entre el alelo Dmp62 {(2)12329 y 2 alelos de haywire (nc? y
n). Se dej6 ovipositar 134 embriones, de los cuales Unicamente se realizé el analisis a los
imagos con el siguiente fenotipo (+/+; Dmp62/+, nc® /+) para una cruza. De esta
interaccién genética se obtuvieron 19 moscas, 10 hembras y 9 machos. De ios cuales,
Unicamente se pudo observar la fusion del abdomen en una hembra, pero esta frecuencia
es similar a la espontanea en la linea mutante de Dmp62. E analisis de la otra cruza entre
Dmp62/Cy0O y rv4/TM3 el fenotipo fue silvesire.
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- 2= Dmp62mut

Figura 6. Sensibilidad a dimeros de timina en la linea 12329 y linea parental.
Dmp62™! es la linea con la insercion del elemento P/ (2)(12329).
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Parental L (2) 12329
Hembras Machos Hembras Machos

0seq
(0 J/im?)

5seg
(45.55 J/m®)

10 seg
(91.1 Jim?)

15 seqg
(136.65 J/im?)

Figura 7. Defectos cuticulares en imagos por la exposicion a luz Ultravioleta. La
linea parental son las dos primeras columnas mientras que la linea mutante /(2) 72329 son
las dos tltimas columnas. NE: no emergieron.
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Caracterizacion molecular de p62

Se decidio rastrear el nivel de sintesis de Dmp62 a lo largo del desarrollo de
Drosophifa. Para ello se- utilizd |a linea silvestre OreR y se extrajo RNA asi como también
proteinas.

Al andlisis de la expresion del gene se realizé mediante un ensayo de RT-PCR. La
amplificacion abarcé la region 3'. La figura 8 muestra que este gene se expresa a lo largo
del todo el desarrolic. Pero hay una mayor cantidad de mensajero en embricnes tardios
{figura 8 A carril 3). De una forma muy notable hay una mayor cantidad de mRNA de
Dmp62 en los machos (figura 8 A carril 9). Como control de cargado de cDNA se empled el
gene RP49, que es un gene ribosomal constitutivo.

Para observar el nivel de sintesis de la proteina Dmp62, se decidid utilizar un
ensayo de tipo Western biot a lo largo del desarrollo con las mismas ventanas que para el
ensayo de RT-PCR. Los resuitados muestran que hay dos isoformas de Ia proteina en el
estadio embrionario. La sintesis preferencial es una isoforma de menor migracion a
comparacion de la isoforma de mayor migracion. Cuando eclosiana el embrion a larva del
primer estadio la proteina de mayor peso molecular disminuye, mientras que se mantienen
los niveles de la isoforma de mayor migracion. Hay un incremento en la cantidad de esta
isoforma en larvas de tercer estadio y en pupa. En las hembras disminuye, mientras que
en los machos hay una mayor cantidad.

La expresion de dos posibles isoformas de la proteina Dmp62, podria deberse a un
splicing alternativo en sus Ultimos exones. Para esto se amplificd la regidon codificante
mediante un ensayo de RT-PCR que abarca desde 125 pb rio abajo a partir del ATG de
inicio de la traduccion hasta abarcar completamente el Ulfimo exon. Posteriormenete se
digirié el amplificado con [a enzima EcoRl, gue se localizé cercano a los dos Gltimos exones
(figura 9B). De existir un splicing alternativo el tamario del fragmento dé los dliimos exones
variarfan 175 pb o 125 pb, de no existir splicing alternativo e{ fragmento seria de 419 pb
(figura 9B). En la Figura 9A, se muestra que con éste ensayo no existe un splicing
aternativo a lo largo del desarrollo, ya que se observaron 2 fragmentos, uno de 1629 pb y
otro de 419 pb
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Fig 8. Pane! A. Analisis del mMRNA de Dmp62 mediante RT-PCR, embriones 0-8 hrs (1),
embriones 8-16 hrs (2), embriones 16-24 hrs (3), larvas primer estadio (4), larvas
segundo estadio (5), larvas tercer estadio (6), pupa (7), hembras (8), machos (9). Panel
B, analisis de ia proteina Dmp62 mediante Westemn Blot, embriones 0-8 hrs (1), embriones
8-16 hrs (2), embriones 16-24 hrs (3), larvas primer estadio (4), larvas segundo estadio
(5), larvas tercer estadio (6}, pupa (7), hembras (8), machos (). Panel C,
inmunoprecipitacion de p62, pane! | y Il anti-p62, panel 11l y IV, anti-fosfo tirosinas, panel V' y
VI, anticuerpo anti-fosfoserinas.
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B 1629 pb \1’ 419 pb
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423 062 175 125 pb

Figura 9. Analisis por RT-PCR si existe splicing alternativo en el mensajero de
Dmp62. A: Fragmento de amplificacion digeridos con EcoRl y visualizados mediante una
electroforesis en gel de agarosa. B: Esquema de los fragmentos obtenidos por la digestion
por EcoRl. Carril 1: embriones de 0-8 hrs; carril 2: embriones de 8-16 hrs; carril 3:
embriones de 16-24 hrs; carril 4: larvas primer estadio; carril 5; larvas segundo estadio;
carril 6: larvas tercer estadio; carril 7: pupas; carri! 8: hembras; carril ©: machos.
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Al no detectar un splicing alternative que explicara la presencia de las dos
fsoformas de Dmp62, se decidié analizar si existian modificaciones postraduccionales. Se
realizé una inmunoprecipifacion de Dmp62 y se reveld mediante un western blot con
anticuerpos anti-p62, anti-fosfoserinas y anti-fosfotirosinas. En la inmunoprecipitacion y
revelado con el anti-p62 se observd la presencia de dos bandas en extractos de la etapa
embrionaria (figura 8C 1) y de una sola banda en exiractos de adultos (figura 8C ).
Cuando se incubd con el anticuerpo anti-fosfotirosinas se detectd q'ue en los extractos
embrionarios y adultos la proteina se encontraba fosforilada, pero esta correspondia a la
forma de mayor migracion (figura 8C Il y IV). Lo mismo se observd cuando se revelo al
emplear el anticuerpo anti-fosfoserinas, en ambos extractos se encontraban fosforilados
y la forma de mayor migracion se encontraba fosforilada (figura 8C V y VI).

Deteccion de la expresién de Dmp62 en adultos.

Se empled la linea mutante de Dmp62 con el elemento P "enhancer trap" para
rastrear de manera indirecta la expresion del gene en los diferentes tejidos de D.
melanogaster. El gene lacZ en este fransposon se encuentra en fase de lectura con
respecto al promotor, por [0 que con un ensayo de B-gal, podemos de manera indirecta
detectar la actividad transcripcional del gene Dmpé2.

La expresion del "enhancer trap” en la fase de blastodermo sincial se observé en
dos regiones (figura 11A), en la parte anterior y otra en [a posterior. Al inicio de la
gastrulacién, unicamente se detectd la expresién en la region anterior hasta el surco
cefalico (figura 11B). Con el transcurso de la gastrulacién, la expresion en la parte
posterior cada vez fué mas débil, mientras que en la parte anterior del ambrién se mantuvo
la expresion (figura 11C, D, E, F y G}. En el estadio 12-14 (figura H) la expresion es mas
notoria en la region anterior, aunque se observaron en grupos de células en todo el
embrion. La expresion fue mas notoria en el estadio 15 (figura 11 |} la expresién es mayor
en la region anterior y en el resto del organismo, aungue no de manera uniforme.

La expresidn del enhancer trap en los adultos fue tejido especifica (figura 12), ya
que en la linea parental no se tectd incial alguna. En los machos se detectd en la capa
exterior del intestino medio. Una de las sefiales mas intensa fue en los testiculos (figura
12D), no se detectd en ios conductos seminiferos (figura 12A). En las hembras se detecto
en el utero (figura 12B) y en el intestino medio (figura 12C). Sorprendentemente se detectd
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en un grupo particular de células, que se localizan a lo largo de eje antero —posterior. Este
grupo particular de dos hileras de células, se llaman pericardiales. Son células auxiliares
en el sistema circulatorio (figura 12E).
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Figura 11. Expresion embrionaria del "ehancer trap” de Dmp62.
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Figura 12. Expresién del "enhancer trap" de Dmp62 en tejidos adultos. A, vista
lateral de un abdomen de macho. B, Utero. C, parte superior del intestino y en la parte
inferior del testiculo. D, testiculo. E. Vista ventral del abdomen de las células pericardiales.
I: intestino; U, Gtero; T. testi_culo.
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DISCUSION

El complejo basal de transcripcion TFIIH esta conformade por 9 subunidades
conservadas a lo largo de la escala evolutiva (de Laat, 1999). Este complejo pariicipa en el
mecanismo de reparacion de nucledtidos (NER), en |a transeripcion de los genes por la RNA
polimerasa Il y en el control del ciclo celular (de Laat, 1999; Friedberg 1996 ; Vandel y
Kouzarides, 1999). Mutaciones en algunos de los genes que codifican para las subunidades
de TFIIH presentan fenotipos como: una mayor sensibilidad por la luz ultravioleta y/o una
disminucion en la tasa de transcripcién. En humanos se ha observado una correlacion entre
fas mutaciones en estos genes y sindromes, por ejemplo: Cockayne, Ticostidiostrofia,
Xeroderma Pigmentosum y Werdnig-Hoffmann (Blrien ef al 1997), con mutaciones en varios
genes gue codifican para el factor TFIHIH. A la fecha no se ha tenido reportes de pacientes
con alguna mutacién en el resto de las subunidades asociada con algun padecimiento. Una
de las hipttesis es que posiblemente en estos genes las mutaciones provoquen un cambio
conformacional en su estructura, y que el complejo sea muy instable a estos cambios. A nivel
estructural TFIIH forma una dona con una protuberancia muy notable. p52 y p62 conforman
un puente entre XPD y XPB, el otro puente lo conforman p44 y p34 entre XPB y el
subcomplejo CAK (Schultz et al 200; Chang y Kornberg 2000)

Con una organizaciéon genética muy sencilla, {fb1 de levadura esta codificade por un
solo exon, mientras que en los ratones esta codificado por 16 exones (Perez ef al, 1998). En
Drosophila la organizacion genémica de p62 es mas sencilla que en raton, esta consta de 5
exones y 4 intrones, aunque conserva una gran homelogia con los humanos y ratones (Tabla
1, Figura 2). '

Con la comparacion de las secuencias de aminoacidos entre los ortélogos de p62, se
detectd una region con un alto grado de conservacion (Figura 4 en rojo). Esta region abarca
los aminodcidos 289 al 303, esta es una regidn rica en aminoacidos cargados negativaente
(E) ¥ una region en aminoacidos aromaticos (F, W). El concenso: VPNHMTEKEFWTRFF, se
encontrd en los ortdlogos a pB2, aungque también esta presenfe en ofras proteinas pero el
grado de similitud fue bajo. Entre estas proteinas se encuentran: .la Proteina Inmune
bactericina de Pseudomonas aeruginosa con la siguiente secuencia: TEREFWVTGFF (en
negritas se denota los aminoacidos conservadaos), fosfatidil inositol- 4- fostato — 5- cinasa de
A. thaliana (KEKFWTRF); protelna de crecimiento independiente de auxinas de A. thaliana
(NMTEEEKEFW); supresor en el transporte de K' de Musa acuminata (PHNLTEKDF). Hasta la
fecha se desconoce la funcién de alguna proteina con una region con 4 aminoacidos
aromaticos (FW--FF) que esta presente en Dmp62.
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La presencia de motivos en una proteina ha cobrado importancia, ya que puede
reflejar que esas regiones puedan jugar un papel importante en la interaccion proteina-
proteina © en una funcion estructural (Tateno ef al, 1997, Grundy y Bailey 1999, Grundy vy
Naitor 1989). Se encontraron 6 motivos que se estan conservadas en las distintas proteinas.
Cabe hacer notar la distribucién y la distancia que hay enfre cada uno de los motivos (Figura
5). Esto podrié reflejar que estas regiones son importantes para la interaccidn proteina-
proteina, ya que el dominio 3 (figura 5 en rojo), en levaduras esta regién es importante para la
interaceion con {a proteina Ssl1 (Matsui et al 1995).' Se conoce un nGmero importante de
protelnas que interaccionan con p62, como son: E2F-1 (Pearson y Greenbat 1997; Vandel y
Kouzarides 1999); VP 16; la oncoproteina p53 (Xiao ef al, 1994) y el receptor de estrégenos «
(Chen et al, 2000}). Hay una region en el N-terminal que presenta dos dominios exclusivos de
los metazoarios (figura 5 en verde y amarillo); lo que indigue que posiblemente se hayan
adquiride funciones adicionales. Aungue para corroborar esto se tendra que realizar ensayos
en el sistema de dos hibridos y mutagénesis sitio dirigida.

Las posibles funciones de estos motivos se desconocen, p_erb con el analisis
computacional se observé que el motivo 1 y 2 podria estar sujeto a glicosilaciones, esta
modificacion puede descartarse ya que p62 (Tfb1) no porta una secuencia lider que lo ubique
en el aparato de Gd!gi. La fosforilacion del motivo 1 y 4 puede ser posible. Lo que se conoce
es que la proteina p62 de'Drosophﬂa presenta un motivo consenso de fosforilacion para cdc2
(SPEGK aminoacidos 53 al 57) que esta contenido en el motivo 5 y éste motivo esta repetido
unicamente en los metazoarios superiores (Fisher ef al, 1992, Long et al, 1998). Esta
fosforilacién se observd en los inmunoprecipitados de exiractos embrionarios y la etapa
adulta, lo mas sorprendenie que esta fosforilacion esta dada en los residuos de serina y
tirosina y Unicamente en la forma de mayor migracion se observd esta fosforilacién. Aungue
no se descarta una posible glicosilacién o miristoilizacion.

Este es el primer indicio de que hay residuos fosforilados en Dmp62 Drosophila. Hay
reportes que en humanos p62 tiene un ciclo de fosforilacion — defosforilacién de acuerdo a la
etapa del ciclo celular, v que es llevado por edc2/cdk2. En la mitosis se encuentra fosforilado
p62 y en la interfase se encuentra desfosforilada. Esto se correlaciona con un decremento en
el nivel de transcripcién por parte de la RNA polimerasa Il durante la mitosis. Este no es el
tnico factor fosforilado, también lo estd el complejo TFIID. Este mecanismo también es
utilizado para inactivar la expresién de los promotores de [a RNA polimerasa | y .
Posiblemente esta fosforilacion en p62 de Drosophila sea parte del mecanismo muy fino de
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regulacion postraduccional por presentar dos residuos fosforilables (Ser y Tyr). Aungue faita
por discernir en que region de la proteina estan localizados estes residuos fosforilados.

Por ofra parte la funcion de este gene en un organismo metazoario no se ha descrito.
En levadura se tienen raportes que su homdloge tfb7 es letal en uha mutante nula en
condicién homéciga. La mutante por el elemento P es letal muy temprana en la embriogénesis
en les individuos homocigos, ya que dnicamente se recuperan adultos con el fenatipo del
cromosoma balanceador (alas CyO). Esto habla de la importancia que tiene este gene para la
viabilidad del organismo tantc en levaduras como para Drosophifa.

En la mutante en el gene {fb1 es sensible a la luz uitravioleta y se propone que esta
sensibilidad es por un déficit en e mecanismo de reparacion via NER. En Drosophila esta
mutante es sensible en condicién heterdciga a la exposicidn de luz ultravicleta y mas sensible
que las mutantes homocigas para haywire (XPB) de Drosophila (tesis doctoral Carlos Merino).
Esto muestra que p62 puede participar en la via de reparacion tipo NER como parte del
complejo TFIIH. Ya que estudios preliminares mediante co-inmunoprecipitaciones en
condiciones nativas con un anticuerpo a-p62, se detectd la presencia de la proteina Haywire
(anticuerpo donade por Carlos Merino). Falta por corroborar estos datos preliminares, pero
marca un fuerte indicio que Dmp8&2 y Haywire forman parte de TFIIH en Drosophifa, hasta hoy
no descrito funcionalmente y que actian en |la reparacion al dafic por luz uliravioleta mediante
NER.

No solamente se observo gue en esta mutante hay una mayor sensibilidad por la luz
uliravioleta, posiblemente haya un déficit a nivel transcripcional de las células encargadas de
la formacién de la cuticula del abdomen. Otra posibilidad es que el efecto no sea a nivel
transcripcional, sino que se deba a la muerte de este grupo celular por el dafo excesivo en el
DNA (Figura 7).

El analisis de la expresion de este gene a lo largo del desarrollo abarcod ventanas muy
precisas, la expresion de Dmp62 a lo largo de todo el desarrollo (Fig 8A). Aunque hay una
mayor expresion en embriones fardios y en machos. Esta correlacion también esta presente
en ratones y humanos, ya dque en esios organismos hay una mayor expresion en los
testiculos. En un analisis indirecto de |a expresion del gene, se observd una mayor expresion,
en los testiculos pero no los ovarios (Figura 11). Esto pue'de sugerir un papel en la
esbermatogénesis, por requerirse en ese iejido de una alta actividad transcripcional, pero al
no encontrarse en los ovarios, abre un campo importante para elucidar la funcién en este
tejido. Aungue hay que hacer notar, que el "enharcer trap" no refleja la expresién en todos los
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tejidos, para corroborar este dato sera necesario hacer la deteccion del mRNA de Dmp62
mediante un ensayo de hibridizacion in situ.

Por otra parte, [a expresion de dos isoformas de DMp62 se observd durante el
desarrollo. En la etapa embrionaria estén presentes las dos isoformas, pero con la eclosién a
larva de primer estadio desaparece la isoforma de menor migracidn (figura 8A). A nivel
molecular esto hace méas complicada la funcion de p62 en el complejo TFIIH, ya que esto nos
indicaria' gue hay dos formas de TFIIH, una con la p62 no fosforilade y otra con p62
fosforifada. Esto indica que el papel de fa fosforilacion en p62 no serfa para una inactivacion
transcripcional, ya que en la forma adulta se encuentra fosforilado p62. Estos datos abre un
campo de estudio mas profundo. Se propone la existencia del core-TFIIH y TFIIK, con las dos
isofarmas en Dmp62 se duplica el nivel de complejidad en TFIIH. El papel que desempefaria
cada una de estos subcomplejos seria en teoria distintos. En humanos la forma fosforilada de
p62 esta asociada a la forma inactiva transcripcionalmente de TFIH, en Drososphila en el
estadio embrionario estan presentes ambas formas, pero en adulios esta presente en su gran
mayoria la forma fosforilada. ;Como es |a actividad bioguimica de TFIIH ‘con la subunidad de
p&2 fosforilada?, es una de las preguntas interesantes a responder.

En [a etapa adulta la expresion de este gene se localizd en el intestino (Figura 12A),
en el ovario y en los testiculos. Pero de manera muy particular también se encontrd en las
células pericardiales (Figura 12 E). Existen pocos reportes de marcadores moleculares para
este grupo celular. Se han tenido reportes a cerca de la laminina. Este es un dato interesante
ya que no se habia detectado la expresién mayoritaria de un gene del complejo basal de
transeripeidn TFIIH en células pericardiales. ‘ ’

Se ha detectado en Drosophifa que la proteina p62 se encuentra dl'spers'a en [as
primeras efapas del desarrollo embrionario (Reynaud ef al, 1999) En humanos se ha
detectado la presencia de p62 en el nucleo, con énfasis en una estructura particular, los
Cuerpos de Cajal (Grande et al 1997; Gali 2000). Ademas de p62 se encuentran otras
proteinas del complejo TFIIH como son: CDK7, ciclina H y Mat1 (Jordan et af, 2000). Se ha
detectado proteinas encargadas en la transcripcion de snRNA (Schul ef al, 1998), aunque
estos cuerpos fueron descritos hace mas de 100 afios no se conoce a detalle su funcién. Es
interesante saber si Dmp62 esta presente en estos cuerpos de Cajal y también ;Caal de las
subunidades de DMp62 estarian presentes en estos cuerpos?.
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-CONCLUSIONES

En Drosophifa mefanogaster se aisld un cDNA que codifica para Dmp62, que en
levadura y humanos forma parte del complejo basal de transcripcion TFIIH.

Entre los ortdlogos de p62 se enconirdé 6 motivos que sugieren una reelevancia
bicquimica y funcional.

La mutante heterdciga de Dmp62 es sensible a la |uz ultravioleta, esto sugiere que
Dmp62 forma parte del mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos. '

No hay interaccion genética entre haywire y Dmp62.

La expresion de Dmp62 se observd a lo largo de todo el desarrollo, pero con una
mayor aculumacion en los embriones tardios y machos.

En la etapa embrionaria temprana, la expresion del "anhancer trap" en Dmp62 se
observd en |a regién anterior como en la posterior. En la embriogénesis media, la expresion es
en [a region anterior y en la embriogenesis tardia su expresion es homogénea.

En los machos adultos el "enhancer trap" se expresd en: los intestinos, testiculos vy
células pericardiales. En las hembras se observé en los intestinos, dtero y células
pericardiales,

Este es el primer reporte de la expresion de ODmp62 en las células pericardiales.

La proteina Dmp62 se detectd en todo el desarrollo. Este es el primer reporte donde
se describen dos isoformas para. Dmpb62. Las dos isoformas estan presentes en la etapa
embrionaria, mientras que en la etapa adulta esta presente la isoforma de mayor migracion

{fosforilada).

La proteina Dmp62 esta fosforilada en los residuos de tirosina y serina. Este es el
primer reporte que se observa estos residuos fosforilados de Dmp62.
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PERSPECTIVAS

Determinar la velocidad en la remocidon de los dimeros de timina del DNA de la linea
mutante de Dmp62.

Corroborar con anficuerpos anti-p62 la localizacion celular de Dmp62 en embriones y
adultos.

Corroborar que Dmp62 es parte de el complejo TFIIH con ensayos de
coinmuneprecipitacion.

identificar la etapa de la embriogenesis que es letal en la linea muante homéciga con
el empleo de un cromosoma balanceador que porta a el gene de la GFP (protelna verde

flourescente)

Elaborar mutantes puntuales sn Dmp62 para un andlisis genético con genes que
codifican para las subunidades del complejo TFIIH.

Realizar ensayos de mutaciones sitio dirigidas para cada uno de los motivos y discernir
su papel en el complejo TFIIH.
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Abstract

TFIIH is a multiprotein complex that has a central role in the RNA pol I mediated transcription, in DINA repair and in the
control of the cell cycle. Mutations in some components of TFIH are associated with three hereditary human syndromes:
xeroderma pigmentosum (XP), Cockayne syndrome (CS) and trichothiodystrophy {TTD). The p62 protein is a structural
component of the TFITH core and no syndromes have been identified up to date by mutations in this human gene. In this work
we report the molecular and genetic characterization of the Drosophila melanogaster p62 gene (Dmp62). The Dmp62 gene
product shows high identity with its human and mouse homologues. Using computer analysis we identified several common
motifs in the p62 proteins from different organisms, suggesting that these motifs could be involved in possible protein—protein
interactions within the TFITH complex or with other transcription and DNA repair factors, The Dmp62 transcript is expressed
at similar levels thronghout development, although there is a significant increase of the transcript level during the late
embryogenesis and in the adult male. The analysis of a Drosophiia line with a P-element enhancer trap insertion at the Dmp62
5'-UTR that directs the lac-Z expression from the Dmp62 promoter, showed a high level of expression in the gut, the testis and
the pericardial cells. A P-element that disrupts the Dmp82 gene (Dmp62™*) produces early embryo lethality in homozygous
flies. Heterozygous Dmp62™*" larvae are more sensitive to UV light irradiation, and those individuals that are able to develop
into adults have severe abdominal cuticular damage after UV light irradiation. © 2002 Elsevier Science B. V. All rights reserved.

Keywords: TFIIH-mutant; p62; DNA 1epair; Development

1. Introduction core complex containing five sub-units (XPB, p62,
p52, p44 and p34) and the kinase complex containing

TFIIH factor has a central role in some of the most three additional proteins (Cdk7, CycH and MAT1).

fundamental functions of the eukaryotic cell, such as
DNA repair, transcription by RNA polymerase II and
in the cell cycle control. TFIIH is composed of nine
polypeptides that are part of two sub-complex. The

* Corresponding anthor, Tel.: +52-555-622-7659;
fax: +52-7773-172388.
E-mail address: marioz@ibt.unam.mx (M. Zurita).

The XPD helicase interacts in vitro with either of the
two sub-complexes [1]. The TFIIH three-dimensional
structure has been recently resolved at low resolution;
it forms a ring with a central cavity that seems to
interact with the DNA [2,3]. In DNA repair, the core
TFIH functions in nucleotide excision repair (NER)
and it has been recently reported that it may also par-
ticipate in base excision repair (BER) [4,5]. During

1568-7864/02/% — see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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trémscription, TFIIH is involved in the formation of
the open complex by the action of its helicases ac-
tivities and in the RNA pol II elongation. The TFIIH
kinase activity phosphorylates the CTD domain of
the polymerase allowing the transcription elongation
[6-8]. In addition, TFIIH interacts with multiple fac-
tors involved in transcription regulation. It has been
shown a connection between TEIIH and the mediator,
with the c-myc activator FBP and the repressor FIR,
with the transcription factors EBNA2, HBX, VP16,
p53 and with some hormone receptors [9-11].

In the cell cycle control, TFIIH regulates cell di-
vision by activating both Cdc2/Cyclin A and Cdc2/
Cyclin B complexes. THIIH also phosphorylates
E2F-1 modulating its activity [12,13]. In this direc-
tion, it has been shown that a knockout of MAT]
gene in mice, affects the entrance to the § phase in
pre-implantation embryos producing early develop-
mental lethality [14].

Mutations in the helicases XPB and XPD of the
TFIGI may produce three hereditary disorders, xerc-
derma pigmentosum (XP), Cockayne syndrome (CS)
and trichothiodystrophy {TTD) [15]. In addition, de-
fects in TFIIH may be involved in the generation of
cancer cells [16]. XP patients have sunlight hypersen-
sitivity, high risk of skin cancer and in some cases
neurological disorders [17]. TTD patients have the
distinguished phenotype of brittle hair, fragile nails,
ichthyosis as well as some neurclogical abnormali-
ties [18]. The CS patients have also problems in the
development of the nervous systemm and show slow
post-natal growth [19]. Besides XPB, XPD, p44 an-
other TFIIH protein, has been shown to be involved
in the Werdnig—Hoffmann disease and maybe in the
spinal muscular atrophy [20,21]. Up to date, there are
no reports of human syndromes that results from mu-
tations in other TFIIH compenents. This might be due
because mutations in other TFIIH components pro-
duce severe defects during development, causing early
embryo lethality.

In yeast, mutations in the p62 gene (¢fb]) results in
intermediate UV light sensitivity and deficiencies in
both global NER and in transcription coupled repair
(TCR) [22]. Therefore, the molecular and genetic anal-
ysis of TFIIH components in model animal systems
is relevant for the understanding of its functions dur-
ing development. In this work, we report the genetic
and molecular characterization of the p62 Drosophila

homologue gene (Dmp62). Sequence analysis of the
p62 protein revealed conserved motifs from yeast to
humans, while other motifs are only present in some
of the p62 orthologues. We characterized a Drosophila

P-element insertion mutant that affect the Drosophila

melanogaster p62 (Dmp62) gene. The heterozygous
flies have higher sensitivity to UV light irradiation,
compated to wild type flies. In addition, severe cutic-
ular damage is preduced by irradiation of the Dmp62
mutant when compared with wild type flies.

2. Materials and methods
2.1, Drosophila strains

The wild type strain in all experiments was OreR.
The Dmp62 mutant strain (named in the paper as
Dmp62™#} is an insertion of the P{ry{+17.2] = PZ}
transposable element at the cytological position 51A2.
The flybase ID is FBgn0010631 and reports the par-
tial sequence of the insertion localized at the 5" end
of the first exon of the Dmp62 gene. This strain
was originally named as (2)00949 [23], and the
genotype is: P{ry[+17.2]= PZ}(2)06949{06949]
enf1J/Cy0; ry[506], The parental strain used as con-
trol in the irradiation experiments was cnfI}/CyO;
ry{506].

2.2. Recombinant DNA and nucleic acids
manipulations

A partial {622bp) EST-cDNA clone (EST 3527)
from the Drosephila genome project was used as a
probe to screen a 1Uni-Zap XR Stratagene library (cat
no. 937602) prepared with Canton-S 2-14h embryo
poly A+ RNA. Hybridization conditions were 50°C
in 5% SCC, 50% formamide, 5X Denhardt’s, 0.5%
SDS, 0.5mg/ml salmon sperm DNA with 6 x 103
cpm/mil of the ¥¥ P-dCTP labeled probe. After hy-
bridization, the filters were washed in 0.1x SSC,
0.1% SDS at 30°C, Several clones were identified,
the largest clone with an insert of about 2.2 kb encod-
ing for the complete Dmp62 protein was sequenced.
All routine cloning procedures were carried out es-
sentially as previously described [24].

For the RT-PCR experiments, total RNA from em-
bryos (0-8, 8-16, 16-24h of development ), larvae
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(first, second and third instar), pupae, males and
females were purified following the protocol previ-
ously reported in [25]. ¢cDNA was made using the
cDNA preparing kit from Amersham Inc., follow-
ing the supplier recommendations. The amplification
reactions were done as follows: 2 pl of the cDNA
was incubated in the presence of the four dNTPs
(5mM), 10U of Tag polymerase (Boerhinger/Roche)
and 20 pmol of each of the oligo-primers. For the p62
reactions the primers used were 5-CGAACGGGAT-
GAATGGAAAG-Y and 5-CGGACAGCGAAAG-
GTATAAG-3'. PCR reaction was performed at 95 °C/
30seg, 59°C/30seg and 72°C/2min. For the rp49
reactions the primer sequences were 5'-CATCCGC-
CCAGCATACAG-3' and 5-CTTCTTGGAGGAGA-
CGCC-3'. The reaction conditions for this were the
same as the ones used for the Dmp62 cDNA ampli-
fication. All reactions were performed in an Applied
Biosystern 2400 thermocycler.

2.3. Sequence analysis

Sequences of the p62 proteins reported to date were
pulled using the NCBI BLAST program (http:/fwww?3.
necbi.nlm.nih.gov/Entrez). The sequences analyzed
include: Mus musculus (CAA0S5340), Homo sapiens
(P32780), Caenorhabditis elegans (AAB94149), Ara-
bidopsis thaliana (CABT1072), Saccharomyces cere-
viseae (AAA3S5143), Schisozaccharomyces pombe
(CAB11039) and D. melanogaster (AAF58253). The
alignment was performed using the Multaling pro-
gram (hitp://w3.toulovse.inra.fr/multaling.html). The
degree of identity was performed with the Bestfit
program from GCG. Motif consensus identification
was made using the multiple EM for motif elicitation
{MEME) program (http://w3.touluse.inra.fr/multaling.
html). The identified motifs were analyzed in the
Prosite data to identify putative functions. Phyloge-
netic tree was performed using the CLUSTAL W
algorithm (http://bimas.dcrt.nih.gov/clustaiw.html).

2.4. B-Galactosidase detection in Drosophila
embryos and tissues

B-Galactosidase activity in the enhancer trap line
({(2)06949) containing the transposable element
P{ry[+17.2] = PZ} inserted in the 5'of the Dmp62
gene was detected using the protocol reported [26].

The embryos and the tissues were visualized in a
Nikon ECLIPSE E600 light microscope.

2.5, UV light sensitivity determination

- Hundred larvae samples from each weight, #2)
00949{06949] cnf1]/CyQ; ry(506] and cnfI}/CyO;
ry[506] were subjected to a UVasyny radiation of
45.55, 91.10 and 136.65J/m?, using a sterilization
short-wave UV lamp (mode] XX-158, 254 nm, Ulira-
violet Products) and a radiometer (UVX-25, range:
0.1-20mW/cm?2, with a 240-320nm sensor, Ultravi-
olet Products) used to determine the UV dose. The ir-
radiated larvae were incubated in fly medium at 18 °C
and then the number of adult individuals quantified
and visualized in Nikon SMZ1000 stereo-microscope.

3. Results
3.1. Analysis of the Drosophila po2 gene and protein

The Dmp62 is described in the annotation of the fly
genome sequence with the gadfly number CG8151. Tt
contains five exons and four short introns (Fig. 1A).
We confirmed Dmp62 size, organization and sequence
complete coding region by the isclation of a full-length
¢DNA clone (clone p62-1, Fig. 1A, see Section 2). The
intron—exon organization of the p62 gene in different
species is variable. For instance, the mouse and human
genes have 16 exons and 15 introns [27], whereas the
yeast p62 homologue deoes not contains any introns
[28]. In spite of the variability, there is a high degree
of identity in the p62 proteins from human (49.52),
mouse (59.96) and Drosophila (Fig. 1B). Lower
identity is found with C. elegans (33.8), Arabidopsis
(32.8) and yeast (27.27) (Fig. 1B). The alignment
and dendrogram performed with the reported p62
orthologues clearly shows that the p62 proteins from
animals form a group, where the C. elegans protein is
the most divergent of the animals. Plant (Arabidopsis)
p62 is separated from all the others and also the two
yeast sequences that form a different group. Since
p62 is a protein that makes multiple protein-protein
contacts with other TFITH components and proba-
bly with other factors, we looked for commeon con-
served motifs in the different p62 sequences analyzed
using the MEME motif program (see Section 2).
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Fig. 1C shows the different motifs found from the
program and the consensus sequence for each motif
is indicated in the caption. Some of these motifs are
found in all p62 sequences that we analyzed and they
are present in identical positions along the protein,
for instance, motifs mimber 1-4. Some of them like
the 1, 2 and 5 are actually present more that once in
the same protein. Motif 5 is absent in S. pombe and
motif 6 is only present in human, mouse, Drosophila
and Arabidopsis, localized near the N-terminal of the
protein. The differences and similarities of the motifs
found in the different organisms may indicate putative
interaction sites of p62 with other TFIIH components
or with other factors that interact with TFIIH.,

3.2, Developmental expression pattern of the
Dmp62 pene transcript and analysis of an
enhancer trap line that directs the expression of
lac-Z from the Dmp62 promoter

The analysis of the expression pattern of the p62
gene in mice and humans [27], shows that there are
differences in the Dmp62 mRNA level in different tis-
sues. In order to know whether there are differences
in the p62 expression levels during Drosophila devel-
opment, we analyzed both the RNA and the protein
levels during development. Using total RNA from
different developmental stages, RT-PCR reactions
were performed. Fig. 2A shows that the p62 mRNA
levels are relatively constant during fly development,
although higher levels of the RT-PCR product are
present during late embryogenesis and in males.

In order to complement the analysis of the Dmp62
gene, we followed its expression using a P-element in-
sertion (I(2)06949) located just upstream of the Dmp62
ATG initiation codon [23]. This transposable element
directs the P-galactosidase expression using control

elements located upstream of the Dmp62 gene, act-
ing as enhancer trap. The lac-Z activity was initially
detected in the [(2)06949 heterozygous embryos just
before celluiarization (Fig. 2B). Interestingly this ac-
tivity was preferentially localized in the middle ante-
rior part as well as in the posterior part of the embryos
{(Fig. 2B). indicating that the first zygotic expression
of this enhancer trap line is in these cells. After gas-
trulation and until the final embryonic stages, lac-Z
is detected in all the tissues (Fig. 2B-D), suggesting
that the Dmp62 gene is expressed at the same levels
in all embryonic tissues. In adults, the lac-Z activity
was preferentially detected in males (Fig. 2E and F),
in particular in the testis and in the gut (Fig. 2F). In
the females, some stain was also detected in the gut
(data not show). An interesting paitern was observed
in the dorsal abdomen in adults, where two parallel
cells lines have a very intense lac-Z activity (Fig. 2G).
These cells correspond to the pericardial cells, part of
the fly circulatory system [29]. These results indicate
that the enhancer trap transposable element inserted
int the 5’ region of the fly p62 gene is directing the
lac-Z expression preferentially in some of the adult
cells.

3.3. (2)06949 Heterozygous flies carrving a
P-element insertion in the Dmp62 gene produce an
increase in the UV irradiation sensitivity

As mentioned earlier, until now there are no reports
of mutants in the p62 gene in animals. Therefore, it
was important to characterize the possible effects of
the disruption of the Dmp62 gene by a P-element in-
sertion in the fly. This insertion was initially reported
as an embryonic lethal when homozygous [23]. Mu-
tations in some TFIIH components in Drosophila pro-
duce an increase in the sgnsitivity to UV light. For

<

Fig. 1. Dmp62 gene organization and protein sequence analysis. (A) Organization of the Dmp62 gene. The intron—exon organization of
the Dmp62 gene and of a full length cDNA clone is indicated. The gene structure proposed in the Drosophile genome edition (gadfly
number CGB151) and the one deduced from the cDNA clone isolated in this work, are identical. The insertion point of the P{ry[+17.2]
= PZ} transposable element at the 5'of the gene is indicated. (B) Alignment of amino acid sequences for Drosophila p62 protein and pa2
proteins from other organisms. The p62 protein sequences used were refrieved from the GenBank, the accession numbers are indicated
in the Section 2. The most conserved residues are red. A putative consensus sequence is also indicated. (C) Motifs conserved in the
p62 proteins. The different motifs found are indicated as boxes with different number and each number correspond to a particular
color. The consensus sequences for cach motif are: motif 1, FWRFFQSHYF; motif 2, ELLRHWSCF; motif 3, LSPDEFWS; motif 4,
" NGLRYMLTSEITHSIFEYPAVK; motif 5, DIKPQTDGC; motif 6, IKCQKISPEG, The program used for this analysis is indicated in the

Section 2.
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Embroyos Larvas  Fupas Adults
0-8 B-7676-24 9st 2nd 3rd P Femate male

(A)

PP — pB2
R — rpdo

Fig. 2. Expression pattern of the Dmp62 tanscript and
B-galactosidase expression pattern in the Dmpd2-lacZ strain. (A)
Dmp62 RT-PCR products from different D. melanogaster devel-
opmental stages. The 7p49 was nsed as internal control. Note that
even though in embryos of 16—24h and males the total amount
of rp4? is less compared to other preparations, these are the sam-
ples that have more Dmp6é2 RT-PCR product, The B-galactosidase
protein encoded by the P{ry[+4¢7.2] = PZ} element was detected
using the appropriate color-producing substrate (X-Gal) in em-
bryos and adult tissues of the strain I(2)06949. (B) Embryo at
the stage of cellular blastoderm. Note, the staining pattern in two
broad strips at the middle anterior part and the posterior region
of the embryo., (C) Gastrulated embryo. (D and E) Examples
of late embryos. Note, that all the tissues show B-galactosidase
activity, (F) Dissected adult male showing the tnternal tissues
with B-galactosidase activity. (G) Dorsal view of the abdomen
showing the B-galactosidase activity in the pericardial cells. (F)
B-Galactosidase activity in the gut (shown by g) and the testis
{shown by t). For details see the relevant text.

instance heterozygous flies affected in the haywire
gene (the Drosophila XPB homologue) are more
sensitive to UV light irradiation [30]. Also, flies that
over-express the antisense RNA of Drosophila XFD

-0~ 1yhy; +/Cyo

1 -8 ry/ry; [(2)06949 /Cyo
z
=
7]
s¢ 0.5
b
8
®
E
2 e -

0 50 100 150

UV exposure {J/m2)

Fig. 3. Sensitivity to UV irradiation in the Dmp62™" strain.
The Dmp62"# strain (P{ryp[+17.2]= PZ}(2)06945[06949]
enf1J/Cy0; ry[506]) and the parental strain cnf1}/CyO; ry[506]
were irradiated at different UV light doses (Section 2). For each
dose 100, third instar larvae were irradiated and then allowed to
develop. The heterozygous adults were scored and counted. Aver-
age of two independent experiments was plotted. The open circles
are the parental sirain and the black circles the Dmp62™% strain.

gene are more sensitive to UV light [31]. We decided
to analyze if the K2)06949 heterozygous flies are
also more sensitive to UV light irradiation. In or-
der to simplify the nomenclature of the insertion
affecting the Dmp62 gene, we named this line as
Dmp62"™*, Third instar larvae obtained from either
rylry; Dmp62™#{Cy0O or the parental”stock ry/ry,
+/Cy0 flies were subjected to different UV irradi-
ation doses and then the number of organisms that
develop until adults quantified. Fig. 3 shows that the
heterozygous flies carrying the Dmp62™# allele sur-
vive less after different UV irradiation doses when
compared with its parental strain. For example, when
heterozygous flies carrying the Dmp62™*! allele were
irradiated with 136)/m?, none of them were able to
develop until adults. In contrast, about 30% of the
parental flies survive with this radiation dose. This
is a very dramatic effect on the UV light sensitivity
for heterozygous flies affected in one of the TFIH
components and suggests that the dose reduction of
the Dmp62 product in the mutant flies has a drastic
effect on the DNA repair mechanisms. Interestingly,
the Dmp62™* heterozygous flies that survive the ir-
radiation treatment show severe cuticular damages
(Fig. 4). This kind of cuticular damage is characteris-
tic of the effect of severe irradiation on normal flies.
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mut
ry/ry; Dmp62 /CyO

Controt |l

45 Jim? |

ryiry; +/CyO

91 Jfm?

Fig. 4. Cuticular damage in adult flies after UV light irradiation. Adult flies that developed after the irradiation of third instar larvae of
the Dmp62™* sirain and the parental strain are shown. The UV light dose is indicated, at 136 J/m? none Dmp2™¥ adults survive,

Even in the presence of low UV irradiation doses
dramatic burns in heterozypous mutant flies were de-
tected while no significant damage is observed in the
parental or wild type flies (Fig. 4}

4. Discussion

Mutations affecting some of the human TFIH
genes have been reported to produce different human
pathologies [15,16]. Interestingly so far for the p62
human gene there are no reports of human syndromes
related to defects in this gene. With the exemption of
a TTD-allele in the XPD gene [32], all of the gene dis-
ruptions and allele substitution experiments in mice
affecting components of TFIIH have a phenotype of
early embryo lethality [14,33,35]. In Drosophila, it
has been possible to analyze multiple alleles of some
of the TFIIH components and relate the different
phenotypes with the multiple functions of this factor
[30,34,35]. Thus, the characterization of the Dmp62
and the analysis of mutants that affect this gene will
be complementary to the studies of the role of TFIIH
during development.

The Dmp62 gene product is highly conserved in
the evolution as are the other TFITH components. In
particular we observed the presence of motifs in all
the p62 orthologues described so far. There is a clear
correlation of the position of these motifs even in the
different p62 proteins from animals and Arabidop-
sis. The C. elegans p62 protein is the most divergent
sequence between animals, in fact some motifs that
are present between mammals, Drosophila and Ara-
bidopsis are absent in this nematode (Fig. 1). A
possible explanation could be that the p62 functions
in C. elegans have diverged amd specialized with
some differences to other multicellular organisms.
The sequence comparisons of the other C. elegans
TFIIH components with other multicellular organ-
isms will give important information in this subject.
It is known that p62 has multiple contacts with other
TFIIH components of the complex and with other
transcription factors [36,37]. The p62 homologue
from yeast, Tfb1 requires a region of 114 aminc acids
from the C-terminal to contact Ssll (human pd4)
[38]. In this direction, we identified a motif (motif 2)
within this region that is present in all the p62 homo-
logues at the C-terminal of the protein and therefore
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is a candidate motif that could be involved in the p44
contact,

An interesting feature about the p62 gene is that
even though there are highly conserved fragments
in the coding DNA and therefore in the protein, the
intron—exon organization is not. It is striking while
in the human and mouse p62 genes have a simi-
lar intron—exon organization of 16 exons [27], the
Drosophila gene contains only five exons. However,
the most conserved domains of the protein are located
in the same order. Thus, while the gene has suffered
different rearrangements during evolution, the funda-
mental role of p62 has forced it to maintain a high
degree of conservation at the protein level,

We observed a basal Dmp62 expression in Droso-
phila. This expression ppattern is expected for a gene
that is a component of the basal transcription machin-
ery (TFIIH). The only clear difference at the tran-
script level was found during late embryogenesis and
in the adult male. In fact, the tissue that has the highest
B-galactosidase activity as result of the p62 enhancer
trap line analyzed in this work is the testis. It is inter-
esting that in human and in the mouse the testis, is also
the tissue that accumulates the higher levels of p62
mRNA [27]. It is likely that the high transcription lev-
els of specific genes during spermatogenesis require
large amounts of TFIIH. This possibility is supported
by the fact that spermatogenesis is one of the process
that presents a significant affection in mutants of the
Drosophila XPB homologue, haywire [30].

A P-element inserted at the 5'of the Dmp62 gene
directs the expression of the lac-Z gene under the
control of the putative Dmp62 enhancers. In the early
embryo, the enhancer trap activity is first detected in
both the middle anterior part as well as in the poste-
rior part. However, later in development, all the cells
of the embryo seem to have a similar B-galactosidase
activity, As mentioned earlier, there is a stronger
B-galactosidase activity in males, in particular in the
testis. The gut is also strongly stained in both males
and females. Interestingly, the pericardial cells that are
part of the adulit circulatory system, have an important
lac-Z expression, that can be easily observed through
the cuticle (Fig. 3), suggesting very high levels of
Dmp62 expression. The function of the pericardial
cells is not well understood, these cells are present
in all the insects and they have been proposed to be
stationary macrophages which may also require high

levels of transcription of specific genes. The data ob-
tained with this enhancer trap line, shows that in some
adult tissues the Dmp62 gene expression is higher
than in others. These results suggest that the Dmpo2
expression is different between different tissues.

The P-element used as enhancer trap also disrupts
the Dmp62 gene, as it is located just upstream of the
first amino acid codon (flybase ID: FBgn0010631).
Thus, it is possible that this insertion may produce a
hypomorphic mutant. Since no mutants affecting the
p62 gene in multicellular organism have been reported,
it was important to determine if there was a pheno-
type in these flies. As expected, the homozygous flies
are lethal and the heterozygous are viable and fertile,
However, our results show that the heterozygous flies
are more sensitive to UV light irradiation than the wild
type (data not show) and the parental line (Fig. 4). In
addition, the Dmp62™* flies that develop until adult
present severe cuticle damage at low irradiation levels
compared with the parental line. These kind of lesions
are typical in severe irradiation in wild type flies {our
own unpublished results), however in the case of the
Dmp62™4{+ the damage is very high. These results
suggest that the DNA repair mechanisms, in which
TEIIH is involved, are affected when the dosage of
wild type Dmp62 product is reduced in the fly. Similar
results have been obtained with other TFIIH compo-
nents in Drosophila, like haywire and DmXPD [30,31],
Therefore, it seems that any defect that affects DNA
repair by mutations in any of the TFIIH components
in the fly can be easily analyzed. The type of experi-
ments presented here can not be easily performed in
other organisms, showing once more the advantages
of the fly as a model system for the study of TFIIH.
In addition, the fact that the /(2)06949 line is an al-
lele of the Dmp62 gene, opens the possibility for the
isolation of new Dmp62 mutants alfowing the analysis
of the genetic interaction between Dmp62 with other
TFHH components.
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