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ABSTRACT

Mutations in the XPB, XPD and p8 subunits of the
transcription/DNA repair factor TFIIH that contains 10 subunits, are
genetically linked to human diseases, including cancer. However, no
reports of mutations in other TFIIH subunits have been documented in
higher eukaryotes. In this thesis work we have analyzed at genetic,
molecular and biochemical levels the Drosophila p52 (Dmp52) subunit of
TFIIH. Dmp52 is encoded by the gene marionette in Drosophila. A defective
Dmp52 produces UV light-sensitive flies with specific phenotypes during
development; organisms are smaller than their wild type siblings, and
typically present chromosomal instability accompanied by tumors.
Interestingly, the human homologue of Dmp52 partially rescues these
phenotypes. In addition, some of the defects observed in the fly caused by
mutations in Dmp52 can generate trichothiodystrophy (TTD) and cancer-
like phenotypes. Biochemical analysis of Dmp52 point mutations
introduced in the human p52, at homologous positions to defects in
Dmp52, destabilize the interaction between p52 and XPB another TFIIH
subunit, thus compromising the assembly of TFIIH. In this study we have
also found that p52 regulates XPB’s ATPase activity and consequently
both of its transcriptional and NER functions.



RESUMEN

El factor TFIIH esta formado por 10 subunidades y su participacion
es esencial en los procesos de transcripcion y reparacion del DNA.
Mutaciones en las subunidades XPB, XPD y p8 se han asociado a
enfermedades hereditarias incluyendo el cancer. Sin embargo, no se
conocen mutaciones en otros componentes de TFIIH en organismos
eucariotes. En este trabajo reportamos el analisis genético, molecular y
bioquimico del homodlogo de la subunidad pS2 en Drosophila melanogaster
(DmpS52). Encontramos que Dmp52 esta codificado por el gen marionette en
Drosophila y que mutaciones en Dmp52 producen moscas sensibles a la
irradiacion con luz UV y otros fenotipos especificos durante el desarrollo.
Por ejemplo: los organismos son mas pequenos que los silvestres y
presentan tumores e inestabilidad cromosomica. El homoélogo en humanos
de Dmpb52 rescata parcialmente estos fenotipos. Algunos de los defectos
observados en las moscas mutantes en DmpS52 son similares a los
fenotipos que presentan los pacientes con Tricotiodistrofia y Xeroderma
pigmentosum. En el analisis bioquimico observamos que las mutaciones
puntuales de Dmp52 introducidas en el p52 de humano en posiciones
homologas, desestabilizan la interaccion entre pS2 y la helicasa XPB, por
lo tanto comprometiendo la estabilidad del complejo. Este estudio aporta
datos novedosos sobre la caracterizacion de la funcion de pS2 dentro del
complejo TFIIH, como reguladora de la actividad de ATPasa de XPB, y por
lo tanto de la actividad de transcripcion y reparacion de TFIIH.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

TFIIH estructura y funciéon

TFIIH es un factor multiprotéico involucrado en diversos
mecanismos celulares fundamentales (Fig. 1). Entre ellos se encuentra
la transcripcion por la RNA polimerasa [ y II (RNA pol I y II) (basal e
inducida), la reparacion por escision de nucleétidos (REN), y el control
del ciclo celular (Egly, 2001; Iben et al., 2002; Chen et al., 2003; Zurita
y Merino, 2003; Fisher, 2005). Este factor esta formado por 10
proteinas que pueden organizarse en subcomplejos. Por un lado el
subcomplejo llamado “Core” (Central) que contiene la helicasa de DNA,
XPB (con actividad en direccion 3°-57) y los polipéptidos p62, p52, p44,
p34 y p8/TTDA. Por otro lado, el subcomplejo de cinasa dependiente de
ciclina (CAK) que esta compuesto por tres proteinas: la cinasa Cdk7, la
ciclina CycH, y la proteina MAT1, que estabiliza al complejo y permite la
interaccion con el resto de TFIIH. La helicasa de DNA XPD (con
actividad en direccién 5°-37) interactia con ambos subcomplejos (Le
Roy et al., 1998; Tirode et al., 1999; Egly, 2001; Giglia-Mari et al.,
2004). El subcomplejo CAK sélo participa en la transcripcion del DNA.
CDK7 fosforila el extremo carboxilo terminal (CTD) de la subunidad
grande de la RNA pol II para iniciar la elongacion y, aparentemente
posee un papel importante en la transicion de la fase S a la M en el

control del ciclo celular (Larochelle et al., 1998).

Transcripcién por la RNA polimerasa II

El proceso celular encargado de transmitir la informacion
genética contenida en el DNA mediante la sintesis de los RNAs
mensajeros (RNAm) se denomina transcripcion. Este proceso, mediado
por la RNA pol II se divide en tres fases: la iniciacion, la elongaciény la

terminacién. El factor TFIIH participa en las dos primeras. La fase de
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Figura 1. Estructura y funciones celulares de TFIIH. (A) TFIIH es un complejo
multiprotéico formado por los subcomplejos “CAK” Y “CORE” que participan
diferencialmente en la transcripcion, la reparacion del DNA y la regulaciéon del ciclo
celular. (B) TFIIH es un complejo multifuncional que participa en la transcripcion
normal, la reparacion por escision de nucleétidos (REN), y la reparacion acoplada a la
transcripcion y tiene multiples funciones en cada uno de estos procesos. La estructura
de TFIIH obtenida por microscopia electronica de mediana resolucion (Schultz et al.,
2000) muestra que, TFIIH tiene forma de anillo con una protuberancia que contiene el
complejo de cinasa CAK (Modificado de Fuss y Cooper, 2006).



iniciaciéon consiste en el reconocimiento de la region promotora y el
ensamblaje del complejo de iniciacion (que se compone de factores
multiprotéicos denominados TFIIx y la RNA pol II). Para tal efecto, el
promotor es reconocido por la proteina de uniéon a la caja TATA (TBP) y
sus proteinas asociadas (TAFs) (la TBP y las TAFs forman el complejo
TFIID). Después se reclutan TFIIA y TFIIB, mientras que TFIIF se une a
la. RNA pol II permitiendo su unién al complejo de iniciacion.
Finalmente, TFIIE se une a dicho complejo y recluta a TFIIH (Dvir et al.,
2001) mediante la interaccion directa con la proteina XPB (Maxon et al.,
1994). Una vez establecida la maquinaria basal se separa la doble hebra
de DNA (formacion del complejo abierto), y dicho proceso depende de la
actividad de helicasa que reside en el complejo TFIIH, (en particular de
la helicasa XPB) (Coin et al., 1999). Una vez separadas las hebras de
DNA se inicia la sintesis de RNAm por medio de la formacion de un
enlace fosfodiéster, evento para el cual la actividad de XPB también es
esencial (Bradsher et al., 2000). Durante el proceso de elongacion, el
CTD de la subunidad mayor de la RNA pol II es fosforilado por Cdk7 en
la serina 5 del heptapéptido repetido (Dahmus, 1995). Esta fosforilacion
es necesaria para que la polimerasa se libere de los TFIIx y se escape
del promotor (Gerber et al., 1995, Fisher, 2005; Rossignol et al., 1997).
Durante la primera fase de la elongacion, la polimerasa no puede
“escapar” del promotor y sintetiza fragmentos cortos de RNA, lo que se
denomina transcripcion abortiva (Dvir et al., 2001). Mediante la acciéon
de la helicasa XPB y la fosforilacion de la serina 2 del CTD por el
complejo Cdk9-CycD, la RNA pol II finalmente es liberada del promotor
y se inicia la elongacion propiamente dicha (Bradsher et al., 2000;
Moreland et al., 1999). La fase de terminaciéon es un proceso menos
claro en el cual TFIIH no participa. Al parecer, es un fenémeno que se
da por la disminucion en la afinidad de la RNA pol II por el templado y
la accion de complejos remodeladores de la cromatina, también

involucrados en la elongaciéon (Lewin, 1995) (Fig. 2).
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Figura 2. Modelo de funcion y ensamblaje, por pasos, del complejo de pre-
iniciacién (PIC). El ensamblaje del PIC en un promotor de clase II (que contiene una
caja TATA) se inicia con la unién de TFIID a través de la interaccion de la TBP con la
caja TATA y de los TAFs con el iniciador (INR) u otros elementos localizados rio abajo
del promotor. Estas interacciones son estabilizadas por TFIIA. Después TFIIB
estabiliza el complejo TBP-TATA y permite el reclutamiento de TFIIF, RNA Pol II, TFIIE
y TFIIH, de manera secuencial 6 en forma de una holoenzima preformada en conjunto
con los componentes coactivadores del Mediator (no se muestra en la figura). La
apertura del promotor es dependiente de ATP y requiere la actividad de ATPasa de
TFIIH. Esta es estimulada por TFIIE para formar el complejo abierto, que a su vez es
compentente para iniciar la transcripcion después de la adiciéon de los ribonucleétidos
trifosfato (NTPs). Durante la iniciacioén o la elongaciéon temprana, el dominio CTD de la
RNA pol 1I, es fosforilado por la actividad de cinasa de CDK7 de TFIIH. La RNA pol II
hiperfosforilada en asociacion con TFIIF permite el escape del promotor y la elongacién
de la transcripcién, mientras que TFIIB, IIE y IIH se disocian. Después de la
terminacién, la reiniciacion requiere una de-fosforilacién de la RNA pol II por una
CTD-fosfatasa (modificado de Martinez, 2002).



Transcripcién por la RNA polimerasa I

La RNA polimerasa I transcribe el RNA ribosomal (rRNA). La
holoenzima que forma la RNA pol I se compone ademas de la polimerasa
I, del complejo TIF-IB-SL1, que contiene a la TBP y a tres factores
especificos de la RNA pol I asociados a la TBP (TAFs). El complejo TIF-
IB-SL1 interactiia con el factor UBF (upstream binding factor),
permitiendo el reclutamiento de la RNA Pol I y factores auxiliares al
promotor del grupo de los genes ribosomales. Ademas, varios factores
incluyendo componentes de la maquinaria de replicacion del DNA y
modificadores de la cromatina, interactlan con la holoenzima de la RNA
pol I. Interesantemente, TFIIH también participa en la transcripcién por
la RNA pol I. TFIIH se ha encontrado localizado mayoritariamente en el
nucleoplasma, pero una fraccion significativa se encuentra localizada
en el nucleolo, en donde se transcriben los rRNAs. También se ha visto
que en experimentos de fraccionamiento celular 'y co-
inmunoprecipitaciones, TFIIH puede asociarse a una subpoblacion de la
RNA Pol I asi como al factor TIF-IB-SL1. Sin embargo, en experimentos
in vitro, se ha observado que no son necesarias las actividades
enzimaticas de TFIIH (como ATPasa, helicasa 6 cinasa) para su
participacion en la transcripcion por la RNA Pol I. De cualquier manera
se ha establecido que TFIIH si es importante para el escape de la RNA
pol I del promotor, asi como para los procesos de elongacion y para el

reinicio de la transcripcion (revisado en Zurita y Merino, 2003).

Reparaciéon del DNA

El DNA es la macromolécula que sirve como reservorio de la
informacion genética. El mantenimiento de la integridad de dicha
informacion es indispensable para la sobrevivencia de las células y en
ultima instancia del organismo completo. El DNA se encuentra expuesto

a diferentes agentes fisicos y quimicos que danan su estructura. Su



integridad depende de un sistema de replicacion de alta fidelidad y de
una serie de sistemas de reparacion entre los que se encuentra la REN.
La REN se encarga de la remocion de pequenas distorsiones en el
DNA causadas principalmente por la irradiacion ultravioleta, como la
formacion de dimeros de pirimidina y de 6-4-fotoproductos (Fig. 3). Se
caracteriza por ser una de las vias de reparacion mas complejas ya que
en ella participan por lo menos 20 proteinas. La REN se subdivide a su
vez en dos tipos de reparacion; una mas general que se encarga de la
reparacion de todo el genoma, y otra acoplada a la transcripcion que se
encarga de reparar rapidamente los danos generados en las regiones
transcripcionalmente activas (Guo et al., 1998; Mullenders, 1998; Fuss
y Cooper, 2006). Ambos mecanismos reconocen la distorsion causada
por la presencia del dimero de timina en el DNA a través de diferentes
proteinas. En ambos casos las proteinas que reconocen el dano
reclutan a TFIIH, que en el caso de la reparacion global se trata de XPC-
hHR23B y el complejo de ligasa de ubiquitina CUL4-DDB-ROC1 (Wang
et al., 2006). Entonces, TFIIH se encarga de separar la doble hebra de
DNA en la zona danada por medio de la actividad de helicasa de XPD y
la hidrélisis de ATP mediada por XPB (Coin et al., 2007). Enseguida se
reclutan los factores XPA y RPA que se encargan de verificar el dano y
estabilizar el complejo. Posteriormente, las endonucleasas de cadena
sencilla XPG (3°) y XPF/ERCC1 (5’) cortan los extremos del fragmento
dafiado generando oligonucleétidos de 24 a 32 residuos. Finalmente, la
DNA polimerasa es la responsable de sintetizar el fragmento escindido
utilizando la cadena intacta como molde (Lehmann, 1995; Mu et al.,
1997; Snow, 1997; Riedl et al., 2003; Fuss y Cooper, 2006). Ahora se
sabe que la proteina p8 se une al “core” de TFIIH, dandole estabilidad al
complejo (Giglia-Mari et al., 2004). Ademas, su presencia es critica para
el proceso de reparacion; ya que, estimula la apertura de la doble hebra
alrededor del dano, lo que es necesario para el reclutamiento de XPA
(Coin et al., 2006). En la reparacion acoplada a la transcripcion, el dafio
al DNA es reconocido por el arresto de la RNA pol II en el sitio del dafio.

Esto a su vez ayuda al reclutamiento de CSB y posteriormente al de



TFIIH y XPG (Lindahl et al., 1997). Entonces la via de reparacion que se

desencadena, es aquella descrita anteriormente (ver arriba).
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Figura 3. Modelo de Reparacion por escision de nucleétidos. Cuando el DNA es
danado por los rayos solares, el dafo es reconocido por diferentes vias, dependiendo
de si el DNA es activo transcripcionalmente (reparacion acoplada a la transcripciéon) o
no (reparacion global del genoma). Después de los pasos iniciales de reconocimiento,
el dano es reparado de manera similar dando como resultado la recuperacion de la
secuencia normal de nucleétidos (Modificado de Fuss y Cooper 2006, PLoS Biol 4(6):
€203).

Mutaciones en TFIIH y las enfermedades que causan en humanos

La importancia que tiene TFIIH en los procesos de transcripcion y
reparacion del DNA y por lo tanto para la vida misma, se ha evidenciado
gracias a que mutaciones en cualquiera de los genes XPB 6 XPD pueden
dar origen a tres enfermedades humanas hereditarias: Xeroderma

pigmentosum (XP), Tricotiodistrofia (TTD) y Xeroderma pigmentosum con



Sindrome de Cockayne (XP/SC) (Lehmann, 2002; Lehmann, 2002;
Giglia-Mari et al., 2004). Mutaciones en la subunidad p8 (factor
pequeno encargado de darle estabilidad a TFIIH) también han sido
asociadas a TTD (Lehmann, 2003).

Las mutaciones en las helicasas XPD y, en particular, XPB, se
han encontrado a una frecuencia muy baja (Weeda et al., 1990;
Bradsher et al., 2000). Esto habla de que son proteinas esenciales para
la vida y que cualquier cambio que perturba su funcion y/6 estructura,
en la mayoria de los casos, es homocigo letal y resulta en la muerte del
organismo (de Boer et al., 1998; Park et al., 1992; de Boer y
Hoeijmakers, 1999). Sin embargo, en algunos casos, se combinan dos
mutaciones diferentes en el mismo gen (organismos heteroalélicos); la
proteina mutante conserva una funcién parcial y en consecuencia el
individuo logra sobrevivir desarrollando alguna de éstas patologias. Las
mutaciones en p8, por el contrario, no son homoécigas letales y sélo
estan asociadas a una disminucion de la concentracion nuclear del
complejo con el consecuente desarrollo de la enfermedad TTD (Giglia-
Mari et al., 2004; Coin et al., 2006). Estas enfermedades causan
fenotipos pleiotropicos debido a que el gen afectado tiene varias
funciones durante el desarrollo, lo que dificulta la interpretacion de los
fenotipos observados en los pacientes.

La TTD, el XP y el SC pueden ser causadas por mutaciones en
otros genes que participan en la reparacion del DNA y/o en la
transcripcion, ademas de los componentes de TFIIH. Es importante
recalcar que los cuadros clinicos de cada una de estas enfermedades
presentan sintomas en comun, aunque algunas manifestaciones

clinicas sean particulares de cada una de ellas (Tabla I).
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Tabla I. Principales manifestaciones clinicas de la tricotiodistrofia
(TTD), el xeroderma pigmentosum (XP) y el sindrome de Cockayne
(SC)

Manifestaciones clinicas XP SC TTD
Dermatolégicas

Fotosensibilidad ++ + +/-
Susceptibilidad a cancer de piel ++ - -
Pigmentacion anormal de la piel ++ - -
Pelo quebradizo - - +
Neurologicas

Retraso mental +/- + +/-
Microcefalia +/- + +/-
Enfermedades neurosensoriales +/- + +/-
Ataxia +/- + +/-
Movimientos espasmodicos +/- + +/-
Neuropatolégicas

Muerte neuronal +/- +/- +
Desmielinizacion - + +/-
Otras

Crecimiento retardado +/- + +/-
Inmadurez sexual +/- + +/-
Sensibilidad a UV ++ + +/-

(Seroz et al., 1995; Bergmann y Egly, 2001).

Entre las manifestaciones clinicas de la TTD se encuentra la del
pelo quebradizo. Este fenotipo es causado por una reduccion en la
expresion de proteinas con alto contenido de cisteinas o azufre, como lo
son algunas queratinas (Perez et al., 1999). Los pacientes con TTD
también tienen unas quebradizas, una disminucion en la fertilidad,
ademas de cierto grado de retraso mental causado por defectos en el
sistema nervioso. Esto ultimo, posiblemente esté relacionado con una
falta de mielinizacion de las fibras nerviosas por los oligodendrocitos.

Por otra parte, estos pacientes muestran una reducciéon de talla, ictiosis
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(descamacion de la piel) y en algunos casos, sensibilidad a radiaciéon UV
(Lehmann, 19935; Seroz et al., 1995). Los fenotipos caracteristicos de
este sindrome se han relacionado principalmente a fallas en la
transcripcion génica (Perez et al., 1999; Begmann y Egly, 2001).

En el caso de XP, las manifestaciones clinicas se caracterizan por
una alta predisposicion a desarrollar cancer de piel y ojos (hasta 1000
veces mas que en el SC y la TTD), asi como una pigmentacion anormal
de la piel debido a una sensibilidad extrema a la radiacion UV (Seroz et
al., 1995; Lehmann 2003; Bohr et al., 2005). Estos fenotipos se han
asociado a deficiencias en la reparacion global del DNA.

Finalmente, el SC se caracteriza por manifestaciones neurologicas
y neuropatologicas, entre las cuales destacan la desmielinizacion y
muerte neuronal, presencia de retraso mental, atrofia retinal, asi como
una deficiencia en el crecimiento e inmadurez sexual (Lehmann, 1995;
Seroz et al., 1995). Este sindrome se ha atribuido principalmente a una
deficiencia en la reparacion acoplada a la transcripcion y a la

reparacion global del DNA (van Hoffen et al., 1999).

D. melanogaster como modelo biolégico para el estudio de enfermedades

complejas

A la fecha, la relacion compleja entre el genotipo y el fenotipo de
las enfermedades antes mencionadas, no ha podido descifrarse. Sin
embargo, se considera que existen varios factores que influyen dentro
de esta complejidad. El primero, es el hecho de que los genes mutados,
(en este caso las subunidades de TFIIH), tienen varias funciones
cruciales dentro de la célula. Esto explicaria por qué se encuentran
alterados simultaneamente diferentes mecanismos celulares. Ademas,
la actividad de dichas subunidades depende de la formacion del
complejo TFIIH, por lo que al estar mutada una proteina del complejo
pudiera alterarse también, la actividad de alguna otra subunidad.
Finalmente, estas enfermedades son causadas cuando los dos alelos del

mismo gen estan mutados; por lo tanto, podria haber interacciones
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alélicas y fenotipos diferentes segiin la combinaciéon de alelos de que se
trate.

En particular el uso de la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster como modelo experimental nos brinda una serie de
ventajas y un panorama amplio y versatil para el estudio del papel de
TFIIH. Al igual que otros factores, éste también se encuentra muy
conservado durante el proceso de evolucion de los organismos
eucariotes.

D. melanogaster posee como principales ventajas: un desarrollo
rapido y un tiempo de vida corto, genera un gran numero de progenie,
se disponen de gran cantidad de técnicas y herramientas para
manipular su expresion genética y, con relativa facilidad, se pueden
generar organismos mutantes (Matthews et al., 2005; Venken y Bellen
2005). Actualmente se conoce que cerca del 70% de los genes
involucrados en alguna enfermedad identificada en humanos estan
presentes en Drosophila (Kornberg y Krasnow, 2000; Reiter, et al.,
2001). Esto permite estudiar los procesos genéticos y moleculares
causantes de dichas enfermedades aprovechando todas las ventajas que
este organismo nos ofrece, como en el caso de las enfermedades
hereditarias asociadas al factor TFIIH.

En suma, las similitudes entre los humanos y las moscas nos
permiten utilizarlas como modelo biolégico de estudio de enfermedades
que ocurren en los humanos. Con la gran ventaja de que podemos
reproducirlas y manipularlas genéticamente en el laboratorio, generar
una buena coleccion de mutantes que nos permitan detectar dominios
de actividad de una proteina especifica, y monitorear la relevancia de
dicha actividad por medio de los fenotipos que se generen en el
organismo completo. Con ello ayudamos a entender este tipo de
enfermedades complicadas y, al mismo tiempo, contribuimos al
entendimiento general de los procesos biologicos que ocurren durante el

desarrollo de un organismo.
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TFIIH en Drosophila melanogaster

Actualmente, homologos de los 10 componentes del TFIIH
humano se han identificado en D. melanogaster. El homoélogo de XPB es
el gen haywire (hay; Mounkes et al., 1992; Merino et al., 2002). Los
homologos en Drosophila de XPD (DmXPD), p62 y p52 (marionette)
fueron aislados y caracterizados por nuestro grupo de investigacion
(Reynaud et al., 1999; Sandoval y Zurita 2001; Castro et al., 2002;
Fregoso et al., 2007). Todos los demas componentes de TFIIH en la
mosca estan descritos en la edicion de su genoma. En el 2002, nuestro
grupo describié que moscas mutantes en hay reproducen fenotipos de
defectos en transcripcién y reparacion parecidos a los que ocurren en
humanos con TTD y CS. Por ejemplo, encontré que estas moscas tienen
las quetas (estructuras mecanosensoriales en forma de pelos)
defectuosas, ramificadas y quebradizas, ademas de que poseen defectos
en la cuticula (Fig. 4). Estos defectos se deben a fallas en la
transcripcion y, por lo tanto, en la produccion de proteinas de alta
demanda; lo mismo ocurre en el caso del cabello quebradizo en los
enfermos con TTD. También se observo que las moscas presentan una
mayor frecuencia de apoptosis en el sistema nervioso, semejante a lo
que ocurre en los enfermos de SC y TTD con anormalidades en el

sistema nervioso central y retraso mental (Merino et al., 2002).
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Figura 4. Fenotipos de moscas heteroalélicas mutantes en hay. (A) Vista dorsal de
moscas heteroalélicas para hay con deformaciones en la cuticula abdominal (paneles
superiores) y microscopia electronica de preparaciones cuticulares de moscas
silvestres y mutantes (paneles inferiores). Las flechas indican las capas exocuticular
(Ec) y endocuticular (En), ms es musulo, y pc es parénquima. (B) Fenotipo de las
quetas. Micrografias de barrido de quetas silvestres y del fenotipo “brittle bristles”
presente en el escutelo de las moscas mutantes heteroalélicas para hay (tomado de
Merino et al., 2002).

La subunidad p52 de TFIIH

Aparte de las mutaciones en las helicasas XPB y XPD, y en la
subunidad p8, no se han encontrado mutaciones en otros componentes
de TFIIH en organismos multicelulares. Puesto que mutaciones en otras
subunidades, probablemente, sean mas deletéreas y no permitan la
generacion de organismos viables, no existen analisis genéticos de estos
componentes.

Se ha descrito que la subunidad p52 de humano dentro del
complejo TFIIH interactia fisicamente in vitro con la helicasa XPB por
medio de su region carboxilo terminal. De esta manera p52 ancla XPB
al complejo y, probablemente, regula su actividad (Jawhari et al., 2002).
También se ha demostrado que la subunidad p8, que principalmente
participa en la REN, interactua directamente con las subunidades p52 y

XPD dentro del complejo TFIIH (Coin et al., 2006). El hecho de que no
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se hayan encontrado mutantes multicelulares de p52 nos sugiere que
mutaciones en esta subunidad pudieran ser mas graves para la
viabilidad del organismo que mutaciones en las subunidades XPB, XPD
y/0 p8.

La mosca de la fruta, D. melanogaster, es un excelente modelo
para estudiar y caracterizar la funciéon de p52 dentro del complejo TFIIH
durante el desarrollo de la mosca, ya que contamos con mutantes semi-
letales de este factor. Asi pues, con el proposito de profundizar
globalmente nuestro entendimiento sobre la funcion y el papel biologico
de p52 y, consecuentemente de TFIIH, realizamos en le presente trabajo
un analisis detallado, a nivel genético, bioquimico y molecular del

homologo de p52 en Dm (Dmp52).
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JUSTIFICACION

Ya ha sido demostrado por Mounkes (Mounkes et al., 1992) y
nuestro grupo de investigacion (Merino et al., 2002) que D.
melanogaster es un excelente modelo para caracterizar los diferentes
papeles que juega el factor TFIIH durante el desarrollo. Estamos
convencidos de que usar a Drosophila como sistema modelo para el
estudio de este factor multiprotéico, y todos los fenotipos que se
generan a partir de mutantes en sus subunidades, ayudara a decifrar la
relacion entre genotipo-fenotipo de las enfermedades que éstas causan
en humanos. Sin embargo, aun es necesaria una caracterizacion
genética y molecular mas detallada de todo el complejo TFIIH en la
mosca. Ademas, sabemos que no existen reportes de enfermedades
humanas relacionadas a mutaciones en otras subunidades de TFIIH
aparte de XPB, XPD y p8/TTDA. Esta falta de conocimiento provoca
una ausencia de analisis genético de las subunidades del “core” p62,
P52, p44 y p34 en organismos multicelulares.

Por ésto, en este trabajo, contribuimos de manera importante a la
caracterizacion en D. melanogaster de fenotipos asociados a fallas en la
transcripcion y/o reparacion del DNA, lo que permitira establecer a este
organismo como un mejor modelo para el analisis y entendimiento de
enfermedades que se presentan en humanos causadas por alteraciones

en los procesos de transcricpcion y/o reparacion.
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HIPOTESIS

Sabemos que p52 es una subunidad del factor TFIIH y que
mutaciones en otras subunidades de este factor en humanos generan
sindromes asociados a defectos en transcripcion y reparacion. Por lo
tanto, consideramos que mutantes en D. melanogaster en el homoélogo
de p52 de humano, nos permitiran analizar fenotipos similares
asociados a dichas enfermedades, y caracterizar in vivo el papel que

juega esta subunidad dentro del complejo TFIIH.
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OBJETIVOS

Demostrar que las lineas mutantes marionette de D. melanogaster
son mutantes en pS52.

Caracterizar los fenotipos que presentan mutaciones en pS2 de D.
melanogaster .

Analizar la homologia entre las proteinas p52 de humano y
Drosophila para disenar las estrategias para rescatar algunos de
los fenotipos de moscas mutantes en p52.

Medir las actividades intrinsecas del complejo TFIIH in vitro en
presencia de las versiones mutantes de Dmp52 introducidas en el
gen de humano.

Medir la estabilidad del complejo TFIIH in vivo en presencia de las

distintas versiones mutantes de p52 en Drosophila.
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MATERIAL Y METODOS
Lineas de Drosophila melanogaster empleadas

Las lineas usadas como control en todos los experimentos fueron
OreR, W!118 y red e. Las lineas de Elementos P usadas fueron EP3605
(FlyBase ID FBti0011698) y EP0572 (FlyBase ID FBtiO007856). Los
alelos marionette (mrn) usados fueron mrn!, mrn3, y mmn® red e/ TM6B
(FlyBase ID FBgn0002840), que nos fueron donados muy amablemente
por Margaret Fuller. La linea doble balanceada empleada fue W1118;
Sp/Cyo; TM2/MKRS. CyO, MKRS, TM2, y TM6B son cromosomas
balanceadores que contienen rearreglos genomicos que impiden la
recombinacion homologa, permitiendo conservar de manera estable
alelos en el cromosoma 2 en el caso de Cyo, y en el cromosoma 3 en el

caso de los 3 restantes.
Ensayo de complementacién de mutantes marionette

Para los ensayos de complementacion, se realizaron cruzas entre
los diferentes alelos incluyendo mrn!, mrn3y mrn°> red e/ TM6B, EP3605
y EP0O572 /TM6B. Al final se cont6 el numero total de progenie y se
calculo la clase esperada considerando la media de las dos clases
mayoritarias observadas. En las cruzas buscamos progenie que no tenia
el marcador tubby para saber si habia complementacion. Para
cuantificar el fenotipo de las larvas, consideramos las larvas no tubby y

evaluamos directamente el porcentaje de generacion de tumores.

+/+; +/+; mm/TM6B X  +]y; +/+; mrn/TM6B

4

+/+; +/+; mrm/mrn

Se muestra la progenie no tubby que se generaria en caso de haber complementaciéon. Es
importante recordar que s6lo en la combinacion heteroalélica mrn/EP3605 hubo
complementacion. En donde mrn es cualquiera de las mutantes: mrni, mrn3, mrn5, EP3605 6
EPO572.
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Ensayo de sensibilidad a irradiacién con luz UV

Se irradiaron larvas de tercer instar red e/TM6B, mrnl, mmn?3 y
mrn® red e/TM6By EP3605/TM6B, a diferentes intensidades de luz UV-
B (joules/m?) usando un UV stratalinker 2400 (Stratagene). Después se
dejo que las larvas se desarrollaran hasta alcanzar el estadio adulto y se
conto el porcentaje de la poblacion que logro emerger en proporcion al

total de larvas irradiadas.

Diseccién de tejidos y tinciones

Las disecciones de las larvas, los faratos y las gonadas sexuales
de adulto fueron realizadas en buffer PBS. Los ovarios se montaron
directamente en Citifluor al 50% (Ted Pella, Inc.), mientras que los
testiculos se congelaron en Nz liquido, se fijaron en MeOH (-20°C) y
acetona (-20°C), se lavaron exhaustivamente con PBS-T 0.1% y se
montaron en Citifluor al 50%. Ambas gonadas sexuales se tifleron con
colorante DAPI (1:10,000) y se lavaron con PBST 0.1%. Todas las
fotografias se tomaron en un microscopio optico y de fluorescencia

convencional.

Generacion y andlisis de moscas transgénicas

Para la produccién de moscas transgénicas se obtuvieron los
cDNAs silvestres de Dmp52 y hp52 por medio de una reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). Se wusaron oligonucleotidos
especificos sobre cDNA de Drosophila wt en el caso de la primera, y del
plasmido pSG514-p52h en el caso de la segunda (donado por el grupo
del Dr. Jean Marc Egly). Las secuencias obtenidas de ésta manera se
clonaron por separado en el vector de expresion constitutiva pCaSper
hsp83 y se secuenciaron para corroborar su integridad. Las moscas

transgénicas fueron producidas siguiendo un protocolo de
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microinyeccion estandar (Spradling y Rubin 1982). Se establecieron y
mapearon varias lineas transgénicas independientes: una Dmp52 y dos
hp52 en el cromosoma dos y, dos Dmp52 y dos hp52 en el cromosoma
X. Para mapear dichas lineas se utilizaron moscas con cromosomas
balanceadores para los cromosomas 2 y 3. Después, se realizaron las
cruzas correspondientes para la generacion de moscas con mas de una
copia del mismo transgen. Para corroborar la expresion de los
transgenes en las diferentes lineas se realizaron experimentos de RT-
PCR usando oligonucleétidos que permitian detectar la diferencia entre

la expresion del transgen y el gen endégeno.

Rescate de letalidad y fertilidad de mutantes mrn con diferentes lineas

transgénicas

Para los experimentos de rescate de la letalidad se realizaron
cruzas entre las mutantes mrn heterécigas y las diferentes lineas
transgénicas. En la progenie se buscaron moscas homocigas para las
mutaciones DmpS52 que tuvieran al menos una copia del transgen. El
porcentaje que se muestra en los resultados representa el rescate de los
adultos homocigos comparado con el total esperado en caso de una

complementacion total (nimeros entre paréntesis).

T/T; T/CyO; +/+ X  +]/y; +/+; mm/TM6B

4

T/+; T/+; mm/+ X  T/y; T/+; mrn/+

4

T/+; T/+;, mrm/mm

Por simplicidad sélo se muestra una de las posibles combinaciones de “ntimero de copias del
transgen”. Estas moscas se monitorean por ser e (ebony). En donde T es cualquier transgen:
Dmp52, hp52 y mrn es cualquiera de las mutantes: mrn!, mrn3 6 mrn®
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En el caso del rescate de la esterilidad, se generaron moscas
heteroalélicas mrn!, mrn3 y mrn®/EP3605 y moscas EP3605/EP3605
que fueran al mismo tiempo heterocigas para el transgen. Estos adultos
se retaron con moscas wt del sexo opuesto y se midio la capacidad para
generar progenie. El porcentaje que se muestra en los resultados es el
numero de moscas individuales que fueron fértiles y capaces de generar
progenie que se desarrollo hasta el estadio de larva comparado con el

numero de moscas totales evaluadas.

T/T; +/+; MKRS/TM3 Ser X +/y; +/+; mrn/TM6B

4

T/+; +/+; mm/TM3 Ser X  T/y; +/+; EP3605/TM3 Ser

4

T/+; +/+; mm/EP3605 X  WIlI8

En donde T es cualquier transgene: Dmp52, hp52 y mmn es cualquiera de las mutantes: mm/,
mrn3, mrnS 6 EP3605

Inmunohistoquimica y cuantificacion del nivel de fluorescencia en nicleos

de glandulas salivales de mutantes Dmp52 y wt

Se disectaron glandulas salivales de larvas de tercer instar
silvestres y heteroalélicas EP3605/mrnl, mrn3 y mrn®, y se tieron como
se describié previamente (Reynaud et al., 1999). Para cuantificar la
fluorescencia se siguid6 un protocolo publicado con anterioridad
(Reynaud et al., 1999). En resumen, se uso0 microscopia confocal para
visualizar la fluorescencia de XPD, XPB, TBP y de las histonas. Se

obtuvieron imagenes representativas de la fluorescencia de las
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proteinas en secciones nucleares de glandulas silvestres y de cada
genotipo DmpS52. Se analiz6 un area nuclear de 156 pixeles para cada
nucleo de cada genotipo usando el programa de conteo de fotones
(photon-counting). Se graficaron las frecuencias de fluorescencia de las
proteinas en forma de histograma. La fluorescencia relativa se mostro
como una barra de la grafica; la frecuencia promedio de XPB/TBP,
XPB/histonas, XPD/TBP y XPD/histonas en el eje de las y y, cada
genotipo de Dmp52 en el eje de las x. Los errores estandar se indican

como una barra de la grafica en cada punto.

Preparacion de cromosomas mitéticos de neuroblastos larvarios

Se obtuvieron cromosomas a partir de neuroblastos larvarios
heteroalélicos EP3605/mrn!, mrn3 y mrn> y heterocigos EP3605/+
siguiendo el protocolo reportado previamente (Silva et al., 2004). En
resumen, se disectaron los cerebros larvarios en una solucion de
cloruro de sodio al 0.7% y se incubaron con colchicina por 30 minutos.
Después, las preparaciones se trataron con citrato de sodio al 0.5% y se
fijaron en formaldehido al 2%, acido acético al 40% y se aplastaron
(squash). Las laminillas se congelaron, se secaron, se montaron y se
tineron con DAPI. Los cromosomas se visualizaron en un microscopio

de fluorescencia.

Produccion de baculovirus recombinantes

Se introdujeron las mutaciones en el cDNA p52 de humano
usando una estrategia de mutagénesis sitio dirigida (Merino et al.,
1992). Para el alelo mrn?®, se realizé un cambio de A 229 a T (K77 /stop),
para mrn3 un cambio de C 604 a T (Q202/stop), y para mrn! un cambio
de G 928 a A (E310K). Se generaron nuevas mutantes, una cambiando
de G 928 a A ademas de CG 940-1 a GA (E310K/R314D) y otra
sustituyendo una A 929 por G (E310G). Los cDNAs mutados se

clonaron usando las enzimas de restriccion apropiadas en el vector
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pFastBacl (Invitrogen). Dichas construcciones se secuenciaron para
corroborar las presencia de las mutaciones. Se produjeron los
baculovirus recombinantes correspondientes con el sistema “Bac to
Bac” (Invitrogen), se purificaron por placas y se amplificaron en tres
etapas de crecimiento (3 ml, 25 ml y 250 ml-1L de cultivo). Finalmente,
se prepararon “stocks” virales y se estandarizaron las condiciones de
produccion: tasa y tiempo de infeccion, y seleccion de linea celular y

medio de crecimiento optimo.

Purificacion de complejos TFIIH recombinantes

Preparacion de extracto de células de insecto infectadas con baculovirus

Se infectaron 1x108 células de insecto HS 6 Sf9 con
combinaciones de baculovirus que expresan XPB, XPD, p62, p52 ¢ las
diferentes versiones mutantes, p44, p34, p8, cdk?7, ciclina H y MAT1
segun se indica. Se colectaron las células a las 48 horas post-infeccién,
se lavaron una vez con PBS 1X, 30% glicerol, se homogenizaron en 10
ml de buffer A (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 20% glicerol,
0.1% Nonidet P40, 5 mM p-mercaptoethanol) y se centrifugaron a
14,000g por 30 min a 4°C. El sobrenadante se uso6 directamente para la

purificacion de TFIIH (Coin y Egly, 2003; Lainé et al., 20006).

Cromatografia por columna de heparina

El extracto crudo de células de insecto se pas6 por una columna
de heparina Ultra-gel (Sepracor) pre-equilibrada con buffer A. Después
de un lavado exhaustivo con buffer A 300mM NaCl las proteinas se
eluyeron con buffer A 500 mM NaCl. Las fracciones eluidas se
dializaron por 2 horas contra 50 mM Tris-HCI pH 7.9, 50 mM KCl, 20%
glicerol, 0.1 mM EDTA, y 0.5 mM dithiothreitol (Coin y Egly, 2003;
Lainé et al., 2006).
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Inmunoprecipitacion de TFIIH

De 10 a 12 ml (10 mg de proteina) de la fraccion dializada se
incubaron toda la noche a 4°C con 400 pg de anticuerpo monoclonal
puro 1HS (anti-p44) entrecruzado con 200 ul de proteina A-Sefarosa CL-
4B (Amersham Pharmacia Biotech AB). Después de centrifugar 5 min a
1500 rpm a 4°C, se elimino el sobrenadante y la resina se lavo 3 veces
con 10 volumenes de perlas de buffer F (25 mM Tris-HCI1 pH 7.9, 5 mM
MgCly, 15% glicerol, 0.2 mM DTT, 0.5 mM EDTA, y 0.1% NP-40)
conteniendo 0.4 M KCl, y 2 veces con buffer F conteniendo 0.05 M KCI.
El material absorbido se eluy6 por 6 horas a 4°C en 400 ul de buffer F
0.05 M KCI, 0.01% Nonidet P-40, y 2 mg/ml de péptido competidor
representando los 17 aminoacidos del extremo amino terminal de p44

(MDEEPERTKRWEGGYER) (Coin y Egly, 2003; Lainé et al., 2006).

Ensayo de transcripcién in vitro

La reaccion de transcripcion se realizo en 2 pasos: se preincubo6 el
templado de DNA con los componentes de la maquinaria basal de
transcripciéon purificados por separado (TFIIA, TFIIB, TFIID/TBP, TFIIE,
TFIIF y TFIIH asi como la RNA pol II) para favorecer el ensamblaje del
complejo de iniciacion y se sintetizo el RNA al adicionar los

ribonucleoétidos a la reaccion.

A. 30 ng de TBP, 15 ng de TFIIB, 100 ng de TFIIEa, 60 ng de TFIIEB, 4
pg de TFIIA parcialmente puro (fraccion 0.35 M DEAE), 80 ng de TFIIF y
10 pg de RNA pol II parcialmente pura (fraccion 1 M DEAE) se
preincubaron con 50-70 ng de templado AA2MLP en el buffer G (50 mM
Tris-HC1 pH 7.9, 50 mM KCl, 10% glicerol, 0.1 mM EDTA, y 0.5 mM
DTT) con 5 mM MgClz en un volumen final de 20pl por 15 min a 25°C.
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B. Después, se adicionaron ATP, GTP, y UTP (250 uM c/u), 10 uM CTP,
4 uCi (a-32P)CTP (400 Ci/mmol, Amersham), y buffer G hasta lograr un
volumen final de 25 pl con una concentracion final de MgCl, de 6.5 mM.

Se incub6d la reaccion por 45 min a 25°C.

C. Para detener la reaccion, se adicionaron 400 pl de “stop” buffer que
contienen 50 mM de acetato de sodio, pH 5.2, 0.5% SDS, y 50 pg/ml
tRNA. Se hizo una extraccion con 300 pl de fenol, 300 yl de cloroformo,
y se centrifugd en una centrifuga de mesa por 5 min. Después de
recuperar la fase acuosa, los acidos nucléicos se precipitaron con 1/20
de volumen de acetato de amonio 5 M y 2.5 volumenes de etanol y se

recuperaron por centrifugacion.

D. Finalmente la pastilla se seco y se resuspendio en buffer de corrida.
La mezcla se hirvio por 5 min y se mantuvo en hielo antes de cargarla
en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (acrilamida/bis 19:1, urea
7 M, en buffer Tris-borato 1X). Después de la electroforesis, el gel se
autorradiografi6 durante toda la noche a -80°C con una pantalla

intensificadora (Coin y Egly, 2003; Lainé, 2006).

Ensayo de reparacion por escision de nucleétidos in vitro (doble incisién)

Se prepardé DNA circular que contenia una molécula de cisplatina
entrecruzada en un sitio 1,3 d(Pt-GpTpG) por fuera de la doble hélice
como se ha descrito previamente (Shivji et al., 1999). Las reacciones de
reparacion se realizaron en un buffer que contenia 45 mM HEPES pH
7.8, 70 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, 0.3 mM EDTA, 10%
glicerol, 2.5 pg of BSA y 2 mM ATP. Cada reaccion contenia 50 ng XPG,
20 ng XPF/ERCCI1, 10 ng XPC-hHR23B, 50 ng RPA, 25 ng XPA, y ya
sea 1.5 pl de HeLa TFIIH [Hep fr. IV, Gerard et al., 1991], o complejos
TFIIH recombinantes que contenian p52 wt o la subunidad mutante.
Después de una preincubacion de 10 min a 30°C, se adicionaron 50 ng
de templado dafnado con Pt-GTG y la reacciéon se incub6 durante 90 min

a 30°C. Se detuvo la reaccion via congelamiento rapido. Los fragmentos
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escindidos se resolvieron en un gel de urea-poliacrilamida al 14%
después de alinearlos con 9 ng de oligonucledtido complementario y de
anadir los cuatro nucleétidos radiactivos [a-32P] dNTP’s (3000
mCi/mmol) por la secuenasa V2.1 (USB). Finalmente los fragmentos se
revelaron por autoradiografia como se ha descrito anteriormente (Araujo

et al., 2000).

Ensayo de interaccion de proteinas

Las interacciones proteina-proteina se caracterizaron co-
infectando las células Sf9 (2.5x107) con los baculovirus recombinantes
correspondientes a una multiplicidad de infeccion de S. Las células se
colectaron a las 48 horas post-infeccion, se lavaron con una soluciéon
salina de fosfatos 1X, 30% glicerol, y se homogenizaron en 2.5 ml de
buffer A. Después de centrifugar a 14,000g por 30 min a 4 °C, 50 pl del
sobrenadante se absorbio en 20 pl de perlas de sefarosa-proteina G
acopladas al anticuerpo monoclonal correspondiente (1B3, reconoce el
sitio de unién a ATP de XPB, y 1D11, reconoce el extremo N de p52) en
buffer C conteniendo 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM KCl, 10% glicerol,
y 0.1 mM EDTA. Después de incubar 1 hora a 4 °C, las perlas se
lavaron extensivamente en buffer C conteniendo 150 mM KCI y se
resuspendieron en buffer Laemmli. Las proteinas se resolvieron por
SDS-PAGE (acrilamida al 12.5%) y se revelaron por Western blot

usando los anticuerpos monoclonales apropiados (Jawhari et al., 2002).

Ensayo de actividad de ATPasa

Las fracciones protéicas se incubaron por 2 h a 30°C en presencia
de 1 pCi [y-32PJATP (7000 Ci/mmol, ICN Pharmaceuticals) en un
volumen de reaccion de 20 pl de 20 mM Tris—-HCI pH 7.9, 4 mM MgClo,
1 mM DTT, 50 mg/ml BSA y 120 ng de DNA superenrrollado de doble
cadena (donde indicado) (pSK). Las reacciones se detuvieron con la
adicion de 50 mM EDTA y 1% SDS (w/w), se diluyeron S veces, se
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puntearon en placas de polietilenimina (PEI) TLC (Merck), se corrieron

en 0.5 M LiCl/1 M acido férmico y se autoradiografiaron.
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RESULTADOS

-el gen “marionette” codifica para el homdlogo de p52 en Drosophila

melanogaster

Para caracterizar el factor p52 en D. melanogaster fue necesario
buscar lineas mutantes para este gen. Conseguimos lineas reportadas
que poseen inserciones de elementos P en la region 5  del inicio de la
traduccion de DmpS52. El transposon EP3605 esta insertado 20
nucleétidos hacia arriba del inicio de la traducciéon, mientras que el
EP0O572 se encuentra dentro del primer exon, 5 nucleotidos hacia abajo
del inicio de la traduccion (Fig S5A).

Las moscas homoécigas para la insercion EP3605 son viables pero
los organismos adultos son estériles, mientras que la linea EPO572 es
homociga letal. Las moscas heteroalélicas para ambos transposones son
letales, sugiriendo que ambas inserciones podian afectar el mismo
locus. Por otro lado, contabamos con lineas generadas con un
mutageno (EMS, etilmetanosulfonato) que induce cambios puntuales
espaciados a lo largo del genoma. Estas fueron aisladas por interaccion
genética con beta-tubulina especifica de testiculo en el laboratorio de
Margaret Fuller en 1986, e identificadas como el gen marionette (mrn).
De entrada, asumimos que el gen mrn era pS52 porque la posicion
citogenética identificada para ambos era similar: 71C3-E1 para mrn y
71E1 para p52. Ademas, ambos genes pertenecian al mismo grupo de
complementacion.

Encontramos que las diferentes mutantes puntuales no
complementaban entre si y que la linea EP0O572 no era capaz de
rescatar ninguno de los alelos de mrn. Por el contrario, la linea EP3605
si era capaz de rescatar las mutantes Dmp52 hasta en un 100%,
generando individuos con los genotipos EP3605/mrnl, EP3605/ mrn3 y
EP3605/mrn> (Fig 5C). Aunque estos organismos logran desarrollarse
hasta la etapa adulta, son estériles y presentan algunos defectos

morfologicos (que se describen mas adelante). Esto sugiere que la linea
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EP3605 es una mutante hipomorfa de p52; es decir, que produce una
pérdida parcial de la funcion del gen. También observamos que el
rescate de los alelos mrn con la linea EP3605 se lleva a cabo en
diferentes proporciones; las moscas adultas EP3605/ mrn> fueron soélo el
5% de la clase esperada, mientras que las moscas EP3605/mrn3
representaban el 80%. En algunas combinaciones alélicas, los
organismos logran desarrollarse hasta el estadio de larva de tercer
instar o pupa, probablemente porque la poza de DmpS2 por herencia
materna es insuficiente para llegar mas alla de esos estadios.

Para confirmar que los alelos mrn eran mutantes en DmpS52,
secuenciamos el gen de las tres lineas mrn. Encontramos que en el caso
de mrn® se daba un cambio C286T generando un codén de término
(Q96/stop). En mrn3, un cambio C673T introducia otro codon de
término (Q225/stop). Y en el caso de mrn!, se generaba un cambio
G1018A de acido glutamico a lisina (E340K) (Fig 5B). Por lo tanto, en
los dos primeros casos, se generaron proteinas truncadas, y en el
tercero, un cambio de aminoacido en una region muy conservada que
constituye una zona de interacciéon con la helicasa XPB en el TFIIH de
humano (Jawhari et al., 2002). Basados en éste analisis molecular y en
los experimentos de complementacion con las lineas de insercion de EP

que afectan el gen p52 en Drosophila, demostramos que mrn es DmpS52.
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Figura 5. Descripciéon genética y molecular de los alelos Dmp52 y ensayo de
complementacion de mutantes. (A) Organizacion genémica del gen Dmp52 (mrn) y
las inserciones de elementos P. Dmp52 contiene dos exones codificantes y un intron
pequeno. Dmp52 mapea en la posicion citolégica 71E1-2. La posicion de las dos
inserciones se muestra con dos triangulos. La EP3605 esta insertada en el extremo 5°
del gen a 20 nucleétidos del codon de inicio de la traducciéon. La EP0572 esta
insertada en el primer intrén del gen Dmp52, 5 nucleétidos después del inicio de la
traduccién, interrumpiendo la proteina Dmp52. (B) Caracterizacion molecular de las
mutaciones puntuales en el gen Dmp52. Se indican los cambios de aminoacido
encontrados en los alelos mrn! (E340K), mrn3 (Q225/stop), y mrn> (Q96/stop).
También se indican los péptidos truncados generados por cada mutacion. (C) Ensayo
de complementacion entre las diferentes mutaciones puntuales de mrn y las
inserciones de elementos P. El porcentaje representa las moscas adultas observadas
de la clase esperada. El nimero entre paréntesis es el numero de individuos esperados
para cada clase. Unicamente la EP3605 es capaz de complementar, aunque
parcialmente, los tres diferentes alelos de mrn. Las otras combinaciones alélicas son
letales, incluyendo la EPO572.
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El “core” de TFIIH es un complejo involucrado en la reparacion del
DNA en respuesta a dano por luz UV. Mutantes heterocigas del
homologo de XPB en Drosophila (hay) son mas sensibles a luz UV que
moscas control en una curva dosis-respuesta (Merino et al., 2002).
Dado que p52 forma parte del “core” de TFIIH e interacciona con XPB
dandole estabilidad (Jawhari et al., 2002), pensamos que mutantes en
Dmp52 serian mas sensibles a la exposicion a luz UV. Por ésto, se
realiz6 una curva de sensibilidad a luz UV de larvas de tercer instar de
las diferentes lineas mutantes. Los pulsos de energia fueron de 100,
150 y 200 joules. Aqui pudimos observar que las lineas heterdcigas
para DmpS52; mrnl/TM6B, mrn3/TM6B, mrn5/TM6B y EP3605/TM6B
presentaban un porcentaje de sobrevivencia significativamente menor al

observado con la linea control, red e/TM6B (Fig 6).
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Figura 6. Ensayo de sensibilidad a radiacion con luz UV-B. Ensayo de viabilidad de
las mutantes Dmp52 y la cepa parental después de irradiar con diferentes dosis de luz
UV-B. Se irradiaron larvas de tercer instar heterécigas para las mutaciones Dmp52y
se permitié que se desarrollaran hasta adultos. El porcentaje de sobrevivencia se
indica para cada cepa. La grafica representa los resultados de al menos 6
experimentos independientes por dosis para cada genotipo. El analisis estadistico por
ANOVA indica una P < 0.0001 para cada mutante al compararla con la cepa parental
a 100 y150 J/m>.
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-Defectos en el desarrollo de mutantes en Dmp52

Analizamos los fenotipos en el desarrollo de las mutantes mrn y
sus combinaciones heteroalélicas: EP3605/mrnl, EP3605/mrn3 y
EP3605/mrn>. Encontramos que en todos los casos, las larvas y/o
pupas eran mas pequenas que las heterocigas o las wt (Fig 7B paneles
A y B). Esta caracteristica es similar al fenotipo Minute, causado por
defectos en la traduccion de proteinas (Brehme, 1939; Farnsworth,
1957; Saeboe-Larssen et al., 1998). También observamos que algunas
larvas 'y pupas presentaban tumores melanéticos distribuidos
aleatoriamente dentro del tejido (Fig 7B paneles F y G). Al parecer, estos
tumores podrian ser agregados de células hematopoyéticas causados
por una sobreproliferacion de las células sanguineas. Se ha
determinado que este fenotipo es semejante a lo que ocurre en la
leucemia en mamiferos (Zinyk et al., 1993). Es interesante senalar que
en Drosophila pueden encontrarse tumores similares en mutantes del
complejo remodelador de la cromatina ISWI, en mutantes de la proteina
1 de union a DNA danado, en mutantes de RadS y en mutantes de la
cascada JAK/STAT (Bandenhhorst et al., 2002; Takata et al., 2004;
Gorski et al., 2004; Zinyk et al., 1993). La presencia de estos tumores
causados por mutaciones en Dmp52 demuestra que defectos en TFIIH
pueden generar fenotipos parecidos al cancer en Drosophila.

En el caso de las moscas EP3605/mrn3 y EP3605/mrn> una
proporcion de larvas, baja en el primer caso y alta en el segundo,
desarrolldo una melanizacion especifica muy reproducible en la
interseccion entre el intestino medio y el posterior (Fig 7A y 7B paneles
H e I), region identificada como el anillo imaginal (Fig 7C). Estas larvas
no fueron capaces de pupar y murieron. Dicha melanizacion en el disco
imaginal podria representar necrosis o ser el resultado de un
crecimiento anormal del tejido que posteriormente se melaniza. De los
organismos que sobrevivieron la etapa larvaria, algunos se
desarrollaron hasta la etapa adulta, pero otros soélo lograron llegar

hasta el estadio de pupa antes de morir (Fig 7B panel C). Todas las
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moscas que murieron en el estadio de farato presentaron deformaciones
en la cuticula, y el fenotipo de “brittle bristle” en comparacion al wt (Fig
7B paneles D y E). Este fenotipo fue descrito previamente en mutantes
de hay (DmpXPB) por Merino et al. (2002).

Las moscas que se desarrollaron hasta el estadio de adulto, al
emerger, fueron notablemente mas pequenas que las wt, su cuerpo y
cuticula eran mas suaves y su desarrollo se encontraba retardado, de
modo que emergian siempre después que las otras poblaciones.
También poseian defectos en las quetas (eran quebradizas, cortas y con
ramificaciones) y en la cuticula (Fig 7B panel E y Fig 8). Las moscas
adultas EP3605/EP3605 'y las combinaciones heteroalélicas

EP3605/mrn resultaron estériles debido a defectos en la gametogénesis.
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Figura 7. Fenotipos en el desarrollo asociados a mutaciones en Dmp52. (A)
Frecuencia del fenotipo de tumores larvarios en las combinaciones heteroalélicas de
Dmp52. El porcentaje representa el total de larvas observadas con algun tumor,
comparadas con la clase saludable. En el caso de las combinaciones alélicas con la
EP3605, la poblaciéon que no esta afectada es la que, presumiblemente, contintia su
desarrollo hasta adulto. Las larvas de las combinaciones alélicas que incluyen al
menos una copia de Dmp52 mrn! (E340K) no se cuantificaron. (B) Fenotipos en el
desarrollo de mutantes en Dp52. (a) Larvas de tercer instar wt y mutantes mrn!/mrnl.
Se observa la talla reducida del organismo mutante comparado con el wt. (b) Pupas wt
y mutantes EP3605/EP3605. Se observa el tamano reducido de las pupas mutantes.
(c) Algunos organismos EP3605/EP3605 y EP3605/mrn!, mrn3 y mrn° logran sufrir
metamorfosis pero mueren a diferentes estadios antes de completar su desarrollo. En
(d) vy en (e) se observan los faratos wt y EP3605/EP3605, respectivamente. Los
organismos mutantes tienen defectos cuticulares asi como quetas fragiles y deformes
(fenotipo “brittle bristle”). Los defectos se senalan con flechas. En (f) y (g) se muestran
larvas mrn!/mrn! y pupas heteroalélicas EP3605/mrn3 con tumores melanoéticos (ver
las flechas). En (h) e (i) se muestra la presencia de una melanizacion especifica en el
intestino medio de larvas heteroalélicas EP3605/ mrn3 (flecha). El fenotipo se observo
siempre en la region del anillo imaginal del intestino larvario posterior y se extendié en
ambas direcciones. (C) Esquema de una larva de tercer instar. Aqui se muestra la
estructura conocida como el disco imaginal (imr), que se encuentra en la zona de
union entre el intestino posterior y el intestino medio de la larva.
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Figura 8. Defectos en quetas y cuticula de moscas adultas mutantes en mrn. En
los paneles superiores se muestran las quetas (panel izquierdo) y la cuticula (panel
derecho) de moscas silvestres. En la parte inferior se muestran las quetas (izquierda) y
la cuticula (derecha) de moscas heteroalélicas mrn!/EP3605.

Para analizar el fenotipo de esterilidad se realizaron tinciones con
DAPI de los ovarios y testiculos de las moscas heteroalélicas
EP3605/mrn!, EP3605/mrn3 y EP3605/mrn®. En el caso de los ovarios
observamos problemas en la maduracion de los huevos en las ultimas
etapas que involucran la formaciéon del corion (Fig 9D). Ademas, se
observaron nucleos pignoticos probablemente debido a degradacion de
DNA y apoptosis (Fig 9E y F). En el caso de los testiculos se observé una
disminucién en la produccion de espermatozoides y defectos en las
ultimas fases de la espermatogénesis, como la individualizacion de los
espermas. En el caso de los machos EP3605/mrn! el fenotipo fue aun
mas severo porque se observaron testiculos muy pequenos y
malformados, con sélo células primarias (Fig 9H).

Resulté interesante que las mutantes DmpS52 presentaron
caracteristicas que las hacen muy similares al fenotipo Minute en
Drosophila y al fenotipo de TTD en humanos. Un ejemplo de éstas
caracteristicas es la presencia de quetas quebradizas asi como un

desarrollo retardado.
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Figura 9. Fenotipo de moscas adultas asociado a mutaciones en Dmp52. Adultos
machos (A) y hembras (B) wt y EP3605/mrn3. Se puede observar la diferencia de
tamano entre los organismos. Cada genotipo se indica en la figura. (C) Ovariolas de
una hembra heteréciga EP3605/+. Se observan las camaras de huevo (E. Ch.), las
células nodrizas (N.C.) y todos los estadios de la oogénesis normales. (D) Ovariolas de
una hembra EP3605/EP3605. Se observan los primeros estadios de la oogénesis
normales, pero los huevos maduros estan malformados aparentemente como
resultado de la formacion de un corion aberrante (cubierta del huevo). En (E) y (F) se
muestran las ovariolas de hembras heteroalélicas EP3605/mrn! y EP3605/mrnS,
respectivamente. Se observan las camaras de huevo aberrantes, las células nodrizas
malformadas, y la presencia de nucleos pignoéticos en los huevos (sefialados por
flechas). (G) Testiculos de un macho heterécigo mrn!/+ en donde estan presentes
todos los estadios de la espermatogénesis. (H) Testiculos de un macho EP3605/mrnl.
Se observan los testiculos aberrantes y la ausencia de espermatogénesis. Todas las
preparaciones de tejido fueron teniidas con DAPI y observadas en un microscopio de
fluorescencia.
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-El homdlogo de p52 en humanos rescata parcialmente algunos fenotipos

producidos por mutaciones en Dmp52

Después, quisimos investigar si el homologo de p52 en humano
podia rescatar el fenotipo de las moscas mutantes en Dmp52, con el
objeto de determinar si estaba lo suficientemente conservado con
Dmp52. Sin embargo primero era necesario rescatar algunos de los
fenotipos observados en las mutantes mrn, con la expresion de Dmp52
wt. Para tal efecto promovimos la expresion de la proteina DMp52 wt en
las mutantes mrn por medio de cruzas con las moscas transgénicas
correspondientes. Al realizar dichos experimentos observamos un
rescate parcial del fenotipo de letalidad con la expresion de una copia
del transgen DmpS52. Sin embargo, como era de esperarse, con la
presencia de dos copias del transgen el porcentaje de rescate fue un
poco mayor (Tabla II). El rescate del fenotipo de fertilidad alcanz6 hasta
un 100% con una sola copia del transgen (Tabla III). Esto nos indico
que los fenotipos que observamos en las mutantes mrn se debian a
defectos especificos en p52. La falta de un rescate completo con los
transgenes de DmpS52 podrian deberse a que su expresion no era
optima, 6 a que podrian estar haciendo falta componentes en el
promotor 6 en el cDNA necesarios para alcanzar lo niveles normales de
transcripcion. Otro factor para una expresion incompleta del transgen
pudiera haber sido la falta de un contexto genémico natural y/o que los
niveles de transcrito estuvieran siendo influenciados por la cromatina
rodeando el sitio de insercion del transgen.

En el experimento de complementacion usando el cDNA de hp52,
también se observd un rescate parcial de la letalidad de las mutantes
mrn homocigas. El porcentaje también se incrementé en presencia de
dos copias del transgen (Tabla II). Es interesante senialar que una copia
del transgen hpS52 fue capaz de rescatar completamente el fenotipo de
esterilidad de todas las mutantes con la excepciéon de las moscas
EP3605/ mrn! (tabla III). También es importante recalcar que una

mosca transgénica sobre-expresando la doble mutacion puntual sobre
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Dmp52: E340K/R344D, no fue capaz de rescatar ninguno de los
fenotipos (Tabla III). Estos resultados demuestran que el homoélogo en
humanos de Dmp52 esta suficientemente conservado como para

rescatar al menos algunas de las funciones de Dmp52 durante el

desarrollo.
Linea transgénica
Genotipo Dmp52-1 | Dmp52-1/Dmp52-2 | Dmp52-mut hp52-2 hp52-1/hp52-3
Mutante
mrn! /mrn! 2.4% 3.4% 0% 0% 2%
(540) (256) (200) (262) (111)
mrn3 /mrn3 5.0% 6.0% 0% 1.5% 3.5%
(592) (168) (190) (126) (109)
mrn® /mrns 10.4% 15% n.a. n.a 7.8%
(281) (267) (153)

Tabla II. Rescate de la letalidad de los alelos mrn homaocigos por diferentes lineas
transgénicas. El porcentaje representa el rescate de los adultos homoécigos comparado
con el esperado en caso de complementaciéon total (nimero entre paréntesis). Se
observa que dos lineas transgénicas hp52 independientes rescataron, aunque
parcialmente, el fenotipo letal de mrn; éstas lineas tienen una sola copia del transgen.

Linea transgénica

Genotipo Dmp52-1 Dmp52-2 hp52-3 hp52-4 DmpS52-mut
Mutante
EP3605/EP3605 85% 76% 95% 59% 0%
Mrn! /EP3605 100% 80% 0% 0% 0%
Mrn3 /EP3605 70% n.a 75% 87% n.a
Mrn5 /EP3605 75% 86% 100% T7% 0%

Tabla III. Rescate de la esterilidad de los organismos heteroalélicos EP3605/mrn
por diferentes lineas transgénicas. El porcentaje representa el numero total de
moscas que fueron fértiles y capaces de generar progenie que se desarrollé hasta el
estadio de larva. El namero total de moscas de cada condicién fue entre 10 y 100. El
numero de machos y hembras esta fusionado para dar un porcentaje general. No hubo
desviaciones en la relacion de sexos. Los adultos homoécigos EP3605/EP3605 y
heteroalélicos EP3605/mrn!, mrn3 y mrn®> fueron infértiles. Es importante notar que
una linea de moscas transgénicas que expresan la doble mutaciéon puntual en Dmp52
(Dmp52-mut) fue incapaz de rescatar el fenotipo mutante en cualquier caso.
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-Mutaciones en Dmp52 afectan los niveles nucleares de TFIIH

Después de observar que los fenotipos de las moscas mutantes en
Dmp52 se asocian principalmente a deficiencias en actividades de TFIIH
como transcripcion y reparacion, consideramos necesario evaluar la
estabilidad del complejo TFIIH in vivo. Para ésto, generamos larvas
heteroalélicas EP3605/mrn!, EP3605/mrn3 y EP3605/mrn>. A dichas
larvas se les disectaron las glandulas salivales y se observaron y
cuantificaron los niveles de TFIIH por medio de una
inmunohistoquimica contra XPB y XPD. Como controles internos
usamos anticuerpos contra la histona H3 y la TBP. Aqui encontramos
que en todas las combinaciones heteroalélicas de Dmp52 existe una
reduccion substancial de los niveles de proteina DmXPB (Fig 10A y B).
Con la excepcion de los organismos EP3605/ mrn® los niveles de DmXPD
también fueron menores cuando DpmS52 se encontraba mutado (Fig 10C
y D). Sabemos que la reduccion de los niveles celulares de TFIIH es una
caracteristica tipica en los pacientes con TTD; por lo tanto, aqui
demostramos que al igual que dichos pacientes, en las moscas
mutantes en DmpS52 se encuentran reducidos los niveles totales de
TFIIH.
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Figura 10. Los niveles de proteina de XPB y XPD disminuyen en las mutantes en
Dmp52. Glandulas salivales de larvas de tercer instar wt y mutantes heteroalélicas se
co-tineron con las siguientes combinaciones de anticuerpos: XPB/histona H3,
XPB/TBP 6 XPD/histona H3 y XPD/PBT. (A) Co-tincién y cuantificaciéon de la relacion
entre XPB/histona H3. Se observa que los niveles de XPB se reducen en los nucleos
mutantes por lo menos el doble. (B) Co-tincion y cuantificacion de la relacion
XPB/TBP. Los niveles de XPB se reducen comparados con el control. (C) Co-tincion y
cuantificaciéon de la relacién entre XPD/histona H3. (D) Co-tincién y cuantificacion de
la relacion XPD/TBP. En moscas heteroalélicas EP3605/mrn! y EP3605/mrn3 se
reducen los niveles de XPD. Para cuantificar la fluorescencia se siguié el protocolo
mencionado en la secciébn de métodos. Se analizaron al menos 10 nucleos por
condicion.
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-Las mutantes en Dmp52 presentan aberraciones cromosomicas

Sabemos que TFIIH juega un papel fundamental durante la
reparacion del DNA y, por lo tanto, en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma. Por esta razon decidimos examinar la
integridad de los cromosomas de larvas heteroalélicas mutantes en
Dmp52 y larvas control (Fig 11). Para tal efecto realizamos
preparaciones de cromosomas a partir de neuroblastos larvarios. En las
preparaciones mutantes encontramos un alto nimero de aberraciones
cromosoOmicas que son evidentes cuando se comparan con cromosomas
metafasicos de larvas wt. Las aberraciones mas comunes se
caracterizaron por la fragmentacion y condensacion parcial de los
cromosomas. También observamos fragmentos cromosomicos
acéntricos, pérdida de brazos (Fig 11F, G y H), asociaciones y rearreglos
cromosomicos (Fig 11F y G). Los organismos EP3605/mrn! presentaron
aberraciones mas frecuentes, lo que correlaciona con la presencia de
tumores melanéticos en larvas mrnl/mrn! (Fig 7). Estos resultados
muestran por primera vez que mutaciones en la subunidad pS5S2 del

factor TFIIH afectan la integridad del genoma a nivel cromosomico.

45



EP3605/+

EP3605/mrnl

EP3605/mrn3

Figure 11. Mutationes en Dmp52 causan aberraciones cromosémicas. (A-C)
Preparaciones mitéticas de spreads de neuroblastos EP3605/+, que son idénticos a los
wt. (D-F) Preparaciones mitoticas de neuroblastos heteroalélicos mutantes
EP3605/mrn!. Observar la presencia de cromosomas parcialmente condensados y
fragmentos cromosoémicos, indicados por una flecha. (G-I) Preparaciones mitéticas de
mutantes heteroalélicas EP3605/mrn>. Se observa la presencia de fragmentos
cromosomicos y cromatidas parcialmente condensadas, indicados por flechas.
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-Mutaciones puntuales en Dmp52 afectan la actividad de ATPasa de XPB

y por lo tanto las actividades de transcripcién y reparacion de TFIIH.

Finalmente, quisimos saber como las mutaciones puntuales en
Dmp52 estarian afectando las funciones de TFIIH. Para ésto
introdujimos las mutaciones puntuales caracterizadas en Drosophila en
el cDNA de humano hp52, generamos baculovirus para expresar las
proteinas correspondientes e hicimos experimentos de reconstitucion
del complejo TFIIH in vitro. Cabe mencionar que el grupo del Dr. Jean-
Marc Egly, es el pionero y experto en la bioquimica del complejo TFIIH
humano y en su laboratorio se han estandarizado las técnicas
pertinentes para estudiar toda la bioquimica de este factor in vitro. Este
sistema no existe para el complejo de Drosophila, por eso trabajamos en
colaboracion con su grupo de trabajo. El sustituir la proteina p52h wt
por nuestras versiones mutantes nos permitié analizar las interacciones
fisicas de éstas con los demas componentes del complejo TFIIH, en
particular con la helicasa XPB y su actividad de ATPasa. Esta
sustitucion, también fue crucial para evaluar las actividades intrinsecas
de TFIIH como su participaciéon en la transcripcion y la reparaciéon por
escision de nucleotidos en presencia de dichas versiones mutantes.

En un comienzo, generamos el material bioloégico necesario para
la produccion de las proteinas utilizando una estrategia de mutagénesis
dirigida mediada por PCR. De esta manera se construyeron las
versiones mutantes encontradas en Dmp52 en el gen hp52 al mismo
tiempo que disenamos otras que pudieran ser interesantes para evaluar
(Fig 12). Tomando en cuenta que en la mutante mrn! encontramos soélo
un cambio de aminoacido con carga negativa por otro con carga positiva
(E310K), disenamos una mutaciéon adicional en la misma region
altamente conservada. Ademas de tener el cambio E310K,
reemplazamos el aminoacido con carga positiva mas cercano a la region
por un acido glutamico: R314E. En total realizamos los cambios
Q70/stop (mrn5), Q202 /stop (mrn3) y E310K (mrnl) asi como R314E y
E310K/R314E (Fig 12).
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Figura 12. Proteinas mutantes de hp52 analizadas in vitro. Se muestran los
cambios de aminoacidos encontrados en los alelos mrn! (E340K), mrn3 (Q225/stop) y
mrn® (Q96/stop) y las mutaciones correspondientes introducidas en el gen pS52
humano. Las cajas oscuras indican las regiones de maxima similitud entre las
proteinas Dmp52 y hp52. También se senalan las zonas de interaccion con la helicasa
XPB. Se indican los péptidos truncados asi como los cambios de aminoacido sencillos
y dobles analizados en la proteina p52 de humano (hp52).

Las secuencias asi generadas fueron clonadas en el plasmido
pFastBacl (4775 pb, Invitrogen) entre los sitios Bam HI/Xba I (5°-37),
para generar los baculovirus correspondientes con el sistema de
expresion “Bac-to-Bac” (Invitrogen). Este sistema se utiliza para la
sobre-expresion de proteinas recombinantes en células de insecto. Se
basa en la transposicion sitio-especifica de un casette de expresion
presente en dicho plasmido de transferencia que ya posee la secuencia
deseada. La transposicion se da entre este vector y el bacmido
bMON14272 que se propaga en E. coli Este plasmido contiene un
marcador de resistencia a kanamicina y un segmento de DNA que
codifica para el péptido lacZa de pUC. En las secuencias que codifican
para el extremo amino terminal del gen lacZa se encuentra insertado un
pequeno segmento que contiene el sitio de unién para el transposén
bacteriano Tn7 (mini-attTn7) (misma secuencia que ahora flanquea
nuestra secuencia mutante en el pFastBacl). Este plasmido contiene

ademas, todo el genoma del baculovirus. Una vez que se encuentran
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ambas moléculas en una misma bacteria, ocurre la recombinacion entre
las secuencias mini-Tn7 (en trans) generandose los bacmidos
recombinantes. Entonces se seleccionan las clonas positivas para
nuestra construccion aprovechando que pierden la expresion de lacZ y
adquieren resistencia a gentamicina. De esta manera generamos los
bacmidos recombinantes que utilicé para producir los baculovirus
correspondientes en las células de insecto Sf9.

Con estos bacmidos infectamos la linea celular Sf9 de Drosophila
y logramos sobre-expresar las versiones mutantes de p52. Observe que
las mutantes puntuales y la proteina truncada mrn3 se producen, y
tienen un peso molecular de 52 kDa y 23 kDa, respectivamente, de
acuerdo a lo esperado. La versiéon mrn® no se expreso o fue inestable en
las células Sf9, por lo tanto decidimos seguir el estudio sé6lo con las
primeras.

Sabiamos que p52 era capaz de interactuar con XPB (Jawhari et
al., 2002) y estimular su actividad intrinseca de ATPasa para activar la
REN (Coin et al., 2007). Por lo tanto, nos interes6 conocer las
consecuencias de las mutaciones de p52 en la actividad de ATPasa de
XPB. Para ésto se realizaron inmunoprecipitaciones a partir de
extractos de células de insecto que coexpresaban las formas mutantes
de hp52 junto con XPB wt. Observamos que las mutaciones p52-E310K
y pS52-E310K/R314E debilitaron significativamente la uniéon de p52 con
XPB comparada con p52 wt 6 con la mutante p52- R314E (Fig 13,
carriles 2, 3, 1 y 4). También observamos que la proteina truncada pS52-
Q202 /stop casi no podia ser inmunoprecipitada junto con XPB (Fig 13,
carril 5). Lo mismo se observd cuando realizamos las
inmunoprecipitaciones inversas con el anticuerpo anti-p52h (datos no
mostrados). Después realizamos los ensayos para medir la actividad de
ATPasa de XPB en presencia de las mutantes de p52, y encontramos
que con las proteinas p52-E310K y p52-E310K/R314E, las actividades
de ATPasa de XPB se estimulaban pobremente (22% y 17%
respectivamente). Por el contrario, p52 wt y la mutante p52-R314E

estimularon de manera normal la actividad de ATPasa de XPB (Fig 13B,
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muestras 5, 6, 3-4 y 7-8). Estos resultados demuestran que las
mutaciones encontradas en una region altamente conservada en el gen
Dmp52, previenen la regulacion de la actividad de ATPasa de XPB por la
subunidad regulatoria p52.

Para analizar las consecuencias de las mutaciones de p52 en los
mecanismos de transcripcion y reparacion, se produjeron complejos de
TFIIH recombinantes que contenian, la forma wt 6 alguna de las formas
mutantes de p52 junto con las otras 9 subunidades de TFIIH, en las
células de insecto Sf9 6 HS. A partir de extractos celulares que
coexpresaban dichas proteinas se realizO una purificacion de los
complejos TFIIH por medio de un protocolo de dos pasos (Dubaele et al.,
2003). Los complejos rlIH10 inmunoprecipitados con anticuerpos anti-
p44 se lavaron con una solucion conteniendo 300 mM KCI y se
analizaron por Western blot (Fig 13C). Las proteinas E310K,
E310K/R314E y R314E-p52, fueron capaces de incorporarse al “core”
de TFIIH, lo que se demuestra por la presencia de las subunidades p62
y cdk7 en el Western blot. Sin embargo, la integracion de XPB se vio
reducida significativamente en presencia de I[IH10/p52-E310K/R314E
comparado con la presencia de IIH10/p52-wt (Fig 13C, carriles 3 y 1).
Para demostrar que esta disminucion de XPB se debia especificamente
a la presencia de p52 mutado, se realizo una coinmunoprecipitacion de
complejos TFIIH con Ap52 6 pS2wt. Observamos que la integracion de
XPB al complejo fue especifica y dosis-p52 dependiente (Fig 14). Estos
datos concuerdan con varias cosas: Al parecer, la helicasa XPB se ancla
al complejo mediante la interaccion con p52. En el caso de nuestra
mutante truncada, se pierde completamente el extremo carboxilo
terminal que incluye uno de los dos dominios de interacciéon con XPB y,
en donde se encuentran varias regiones altamente conservadas en
eucariotes. En el caso de las mutantes p52(E310K), p52(E310K+R314E)
se generan cambios de carga importantes que caen dentro de la misma
region de interaccion con XPB (Jawhari et al., 2002). XPB es la helicasa
mas importante de TFIIH porque es la encargada de abrir la doble hebra

durante el proceso de iniciacion de la transcripcion, ademas de que
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coopera con XPD durante la REN. Por eso, mutantes en XPB son
deficientes en estos dos procesos (Coin F et al., 1999; Bradsher et al.,
2000; Merino et al., 2002). La disminucién de s6lo XPB en los complejos
mutantes nos confirma que las regiones mutadas de p52 son criticas
para su interaccion fisica con este factor, y que ademas, es a través de
éstas que pS2 se ancla al resto del complejo. Posteriormente, estos
complejos se ensayaron en experimentos de transcripcion y REN
(Dubaele et al.,, 2003). Aqui se observd que las actividades de
transcripcion y REN del complejo IIH10/p52-E310K/R314E se
redujeron significativamente comparadas a la actividad de rIIH10/p52-
wt (Fig 13D, carriles 7-10 y 1-10), demostrando que la interaccion de
hp52/XPB es crucial para mantener ambas actividades. Estos
resultados también explican por qué las moscas transgénicas que
contienen la doble mutacion no fueron capaces de rescatar el fenotipo
wt en Drosophila (Tabla III). Es interesante senalar que la actividad
transcripcional de la mutante rlIH10/p52-E310K (que presenta los
fenotipos mas severos en la mosca) sb6lo se inhibe parcialmente
(alrededor del 25%), mientras que la actividad de REN es practicamente
normal comparada con la actividad de rIIH10/p52-wt (Fig 13, carriles
4-6 y 1-3). La mutante control rIIH10/p52-R314E no presento
deficiencias en ambas actividades; transcripcional y de REN (Fig 13

carriles 10-12).
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Figura 13. Mutaciones en hp52 causan una disminucion en la estimulacién de la
actividad de ATPasa de XPB y un defecto en la REN. (A) Se co-expresaron en
células de insecto las proteinas recombinantes: XPB y las versiones mutantes de
hp52, se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-XPB y se analizaron por Western
blot. Se indican las posiciones de XPB, hp52, hp52 truncada (p52-Q202stop), y las
cadenas pesada (HC) y ligera (LC) de las inmunoglobulinas. (B) Se inmunoprecipitaron
XPB wt sola o en combinacién con las mutantes de p52 usando anticuerpos anti-XPB
acoplados a perlas de agarosa. Los complejos protéicos inmobilizados se lavaron con
0.4 M KCl y se les midi6 la actividad de ATPasa. TFIIH se usé como control de la
reaccion. Para la cuantificacion del fosfato inorganico (Pi) y el ATP liberados se us6 un
analizador Bio-imaging. El porcentaje de Pi liberado se muestra en la base de la figura.
(C) Analisis por Western blot de los complejos TFIIH recombinantes
inmunopurificados, a partir de extractos de células de insecto, conteniendo todas las
subunidades de TFIIH incluyendo hp52wt 6 alguna de sus versiones mutantes. El
Western blot se revel6 con anticuerpos contra XPB, p62, p52 6 Cdk7. Los diferentes
complejos se indican en la parte superior de la figura, y las subunidades de TFIIH se
muestran con flechas. (D) Se probaron 50, 100 y 200 ng de los diferentes complejos
ITH10 en un ensayo de doble incision (NER) conteniendo los factores recombinantes
XPC-HR23b, XPA, RPA, XPG, ERCCI1-XPF y un plasmido circular unido a una
molécula de cisplatina (1,3-dGpTpG) como templado, o en un ensayo de transcripcion
reconstituida (Tx) con los factores recombinantes TFIIB, TFIIF, TBP, TFIIE, la RNA
polimerasa II purificada y un templado con el promotor tardio principal de adenovirus.
Se indica el tamafo de los productos de la doble incisiéon y el transcrito.
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Figura 14. La integracion de XPB al complejo TFIIH es especifica y dependiente
de p52. Coinmunoprecipitacion de complejos TFIIH recombinantes en presencia de
una mutante truncada de p52 (rHII10 Ap52) 6 p52 silvestre (rHII10).
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DISCUSION

Mutantes de p52 desestabilizan la estructura y afectan la actividad de
TFIIH

pS2 es una de las 10 proteinas que forman el complejo de
transcripcion y reparacion TFIIH. Este factor representa un excelente
ejemplo de lo que es un complejo multiprotéico-multifuncional. Por lo
tanto se esperaria que mutaciones en ésta 0 alguna otra de sus
subunidades afectara la estabilidad y/o funcion de si misma, algun (o
algunos) otro componente y/o del complejo completo. Nuestro objetivo
en este trabajo fue conocer la funcion de p52 como parte de TFIIH. Ya
se sabia que hp52 era necesario para la incorporacion de XPB al “core”
de TFIIH (Jawhari at al., 2002) y nosotros demostramos, en este mismo
trabajo, que hp52 podia rescatar algunos de los fenotipos mutantes de
Dmp52. Por lo tanto introdujimos mutaciones en el cDNA de hp52
reconstruyendo las que encontramos en las mutantes marionette en
Drosophila para analizar su efecto in vitro. Encontramos que
mutaciones en un dominio muy conservado de DmpS52 previenen la
union al complejo y la regulacion de la actividad de ATPasa de XPB, una
funcién esencial que se requiere para la transcripcion y la reparacion
del DNA. Sin embargo, encontramos que la mutacion p52-E310K, que
confiere sensibilidad a luz UV en la mosca, no resulta en un fenotipo
evidente en los experimentos bioquimicos in vitro. Es decir, que aunque
si interfiere con la regulacion de la actividad de ATPasa de XPB, la
mutacion p52-E310K no afecta las actividades de transcripcion y
reparacion de todo el complejo. Esto podria deberse a que in vitro en el
sistema de humano, las otras subunidades de TFIIH podrian estar
compensando la débil interaccion entre XPB/p52 y permitiendo que
TFIIH funcione normalmente. Sin embargo, en Drosophila (in vivo), es
posible que las otras subunidades del complejo TFIIH sean incapaces de
compensar la inestabilidad entre XPB/p52. A pesar de esta aparente
compensacion de estabilidad en el sistema de humano in vitro, es

evidente la importancia del residuo E310 de p52 en su interaccién con
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XPB, y por lo tanto, en las funciones de TFIIH. Esto se reafirma cuando
realizamos una mutacion adicional en otro residuo altamente
conservado de p52 localizado 4 aminoacidos hacia abajo (R314E).
Cuando co-existen ambas mutaciones puntuales (hp52/E310R-R314E)
en la misma proteina, p52 no es capaz de anclar XPB al core de TFIIH y
no puede modular su actividad de ATPasa, dando como resultado una
baja en las actividades de transcripcion y reparacion. Estos resultados
demuestran que la region en donde se encuentra localizada esta doble
mutacion, hp52/E310R-R314E, es muy importante para la interaccion
con XPB, su ensamblaje y su retencion en el complejo TFIIH (Fig. 13).
Es menester recordar que esta doble mutacion no se ha reportado ni en
el humano ni en la mosca, y fue disenada tomando en cuenta el alto
grado de conservacion de los residuos en todos los organismos. Esta
region es identificada como necesaria para su union con XPB, y ahora
sabemos que el contener estos dos cambios de aminoacidos es mas
deletéreo que tener una proteina p5S2 truncada que no contenga esta

region.

Los fenotipos de las mutantes marionette son equivalentes a los que
presentan los pacientes con TTD y XP

Antes de este trabajo, no habian sido identificadas mutaciones en
la subunidad p52 en organismos multicelulares. Nosotros analizamos
dos tipos diferentes de mutaciones en el homodlogo de pS52 en
Drosophila; inserciones de elementos P y tres mutaciones puntuales.
Todas las mutantes analizadas son homocigas letales, excepto la
insercion EP3605. Las combinaciones heteroalélicas de la EP3605 con
los alelos con mutaciones puntuales son semi-letales y los organismos
que logran llegar hasta la etapa de adulto presentan fenotipos
interesantes, como defectos cuticulares, el fenotipo de “brittle bristles”
en las quetas y esterilidad. Estos fenotipos también se observan en las
mutantes hay (DmXPB) (Merino at al., 2002) por lo que podriamos
asociar estos defectos a deficiencias en TFIIH durante el desarrollo.

Ademas observamos otros fenotipos que no presentan las mutantes en
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hay. Por ejemplo, algunos organismos mutantes en DmpS52 mueren en
el estadio de larvas de tercer instar o en el de pupa; en ambos casos, la
proteina pS2 heredada por via materna es suficiente para permitir el
desarrollo de los organismos hasta estos estadios. Es interesante
mensionar que las larvas y las pupas mutantes en Dmp52 son
significativamente mas pequenas que los organismos wt. Las moscas
heteroalélicas con una copia de la insercion EP3605 y otra de
cualquiera de las mutaciones puntuales mrnl, mrn3 6 mrn® pueden
desarrollarse hasta adultos pero son pequenos y estériles. Estos
fenotipos, junto con el fenotipo de quetas fragiles, la reduccién del los
niveles nucleares de TFIIH y el desarrollo retardado se asemejan al
fenotipo de TTD en humanos y generan un fenotipo parecido al Minute
en Drosophila. En general el fenotipo Minute se genera a partir de una
sintesis anormal de proteinas durante el desarrollo o una disminucion
en el namero de copias de los genes ribosomales (Saeboe-Larssen at al.,
1998); por lo tanto, una reducciéon en los niveles basales de
transcripcion causada por mutaciones en TFIIH podria tener un efecto
similar. Es importante recalcar que los pacientes afectados con TTD y el
SC son bajos de estatura y, por lo tanto, existe una correlacion
interesante entre este fenotipo en humanos y el desarrollo retardado en
las moscas mutantes en Dmp52.

Algunas larvas y pupas mutantes en Dmp52 presentan tumores
melanoéticos. Estos tumores son causados principalmente por el
sobrecrecimiento de tejidos particulares, en general hemocitos que
luego se melanizan (Huang at al., 2005). Este tipo de tumores se
pueden encontrar en mutantes de Drosophila afectadas en otro tipo de
funciones, como es el caso de moduladores transcripcionales y factores
remodeladores de la cromatina, asi como en el sistema inmune innato y
la via de senalizacion JAK/STAT (Bandenhorst at al., 2002; Takata at
al., 2004) pero no en las mutantes haywire (Merino at al., 2002).
Ademas, defectos en la reparacion del DNA en Drosophila,
particularmente, mutaciones en el gen Rad50 que participa en la

reparacion de DNA de doble cadena, también provocan la formacion de
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tumores melanoéticos. Cabe senalar que mutantes en Rad50 también
presentan defectos cuticulares (Gorski at al., 2004). Mas recientemente
se ha reportado que, mutaciones en la proteina DDB1 (proteina 1 de
union al DNA danado) en Drosophila, que participa en la REN y en la
regulacion de la respuesta inmune innata, generan inestabilidad
cromosomal y tumores melanéticos (Takata at al., 2004). En humanos
se ha asociado la generacion de tumores con deficiencias en la actividad
de TFIIH, y polimorfismos en XPD se asocian a diferentes tipos de
cancer (Garfinkel y Bailis, 2002; Clarkson y Word, 2005). Se sabe
también que los pacientes afectados con XP desarrollan cancer de piel
con alta frecuencia (Lehmann, 1998). Dada esta informacion que
relaciona fuertemente los polimorfismos en XPD, la reduccion en la
reparacion del DNA y el incremento en el riesgo de cancer, es posible
que deficiencias en la transcripcion y la reparacion del DNA causadas
por mutaciones en Dmp52 estén relacionadas a tumores melanéticos.
Apoyando esta hipotesis, observamos diferentes tipos y grados de
aberraciones cromosomicas en cromosomas mitoticos de mutantes en
Dmp52. Las anormalidades mas frecuentes fueron deleciones en
cromosomas y condensacion parcial de las cromatidas durante la
mitosis. En mamiferos, es comun encontrar fragilidad cromosémica en
tumores solidos (Kops at al., 2005) y se ha reportado inestabilidad
cromosomal en lineas de fibroblastos obtenidos de pacientes con XP; asi
como, rompimiento extenso del DNA irradiado con UV en células
mutantes en XPD de pacientes con XP (Casati at al., 1991; Lanza at al.,
1997; Berneburg at al., 2000). Sin embargo, existen muy pocos estudios
que evaluen la integridad global del genoma en pacientes con
deficiencias en TFIIH (Garfinkel y Bailis, 2002). Por otra parte, sera
necesario evaluar en Drosophila, la combinacién de mutaciones en
Dmp52 con mutaciones en genes supresores de tumores como pS3 y
retinoblastoma utilizando analisis genéticos, dificilmente realizables en

humanos.
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Las mutantes en TFIIH de Drosophila son pleiotréopicas

Las enfermedades humanas causadas por mutaciones en TFIIH
presentan fenotipos pleiotropicos, es decir que, presentan alteraciones
simultaneas en diferentes procesos. La compleja relacion entre genotipo
y fenotipo de estas enfermedades, hasta la fecha, no ha podido
descifrarse. Sin embargo, se considera que uno de los factores que
influyen en esta complejidad es el hecho de que TFIIH es un complejo
multiprotéico-multifuncional. Por lo tanto, mutaciones en alguna de sus
subunidades puede afectar ademas de su actividad intrinseca, la
actividad de los otros componentes del complejo; en uno o en mas de
los diferentes procesos en los que TFIIH participa. Ademas, éstas
enfermedades son causadas cuando los dos alelos del mismo gen estan
mutados; por lo tanto, podria haber interacciones alélicas y fenotipos
diferentes dependiendo de la combinacion de alelos de que se trate.

En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que los fenotipos
de las moscas mutantes en componentes de TFIIH dependen de las
combinaciones de alelos de que se trate, de hay en un caso y de p52 en
otro. Estos hallazgos sugieren la idea de que la complejidad de fenotipos
presentes en el humano se deben a las combinaciones alélicas del
individuo enfermo (Bohr et al., 2005; Andressoo at al., 2006) y que el
modelo de correspondencia entre un alelo-un fenotipo no es el mas
apropiado en este caso. En lo que se refiere a las mutantes en Dmp52y
en hay de Drosophila, como era de esperarse por ser parte de un
complejo celular esencial y multifuncional, son pleiotropicas y producen
diferentes fenotipos durante el desarrollo (Gutiérrez at al., 2003; Zurita
y Merino, 2003). Sin embargo, mutaciones en Dmp52 producen defectos
en el desarrollo mas diversos que las mutantes en hay. Este fenémeno
podria deberse a que mutaciones DmpS2, podrian tener efectos mas
drasticos en las funciones del complejo considerando que, ademas de
ser requerido para el anclaje de XPB al complejo, regula su actividad de
ATPasa. Ademas, podria ser que mutaciones en pS2 aparte de estar

afectando el ensamblaje y las actividades de TFIIH, pudieran estar
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impidiendo la interaccion de éste con otros factores reguladores durante
la transcripcion y la reparacion del DNA. Esto explicaria la posible
ausencia de enfermedades humanas ligadas a mutaciones en hp52. Es
decir, es probable que mutaciones en este factor sean letales desde
estadios embrionarios en los mamiferos ya que los requerimentos de
transcripcion son esenciales desde muy temprano en su desarrollo.
Usando a Drosophila para estudiar este factor multiprotéico y
todos los fenotipos que se generan a partir de mutaciones en sus
subunidades, podemos ir decifrando la relacion que existe entre el
genotipo y el fenotipo de estas enfermedades. Creemos que podemos
comenzar a resolver esa pleiotropia por medio de la identificacion de las
multiples funciones que tiene una proteina en particular dentro del
complejo. Usando nuestra estrategia de estudio de TFIIH podemos
empezar a definir mecanismos, disectando los dominios de la proteina
involucrados en cada aspecto bioquimico y conectando esto a los
fenotipos observados en el organismo completo. En particular pensamos
que pS2 es una proteina bifuncional que, por un lado se ancla al
complejo TFIIH y, por otro, usando dominios diferentes, se une a XPB y
modula su actividad enzimatica. Podemos asignar regiones especificas
de pS52 encargadas de modular diferencialmente las actividades
transcripcionales y de reparacion de XPB. Considerando que p52 es
bifuncional, podemos predecir que sera posible recuperar mutantes que
puedan discernir completamente entre su anclaje al complejo y la
modulacion de las actividades de XPB. Las mutantes existentes
representan un buen comienzo porque podemos identificar dominios
funcionales, pero seran necesarios estudios mas detallados de la
relacion estructura-funcion para entender los diferentes mecanismos

en los que pS52 participa dentro de TFIIH.
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CONCLUSIONES

Demostramos que los alelos mrn son mutantes de p52 en
Drosophila melanogaster.

Mostramos por primera vez que proteinas DmpS52 mutantes
producen fenotipos especificos durante el desarrollo de un
organismo multicelular.

Los defectos observados en moscas mutantes en pS2 se asemejan
a algunas manifestaciones humanas de pacientes con TTD y XP.
Mutantes en Dmp52 son mas sensibles a la radiaciéon por luz UV
que moscas silvestres, presentan formaciones tumorales
parecidas a tumores melanéticos, aberraciones cromosoémicas,
defectos en la formacion de las quetas y la cuticula, retraso en el
desarrollo, problemas de crecimiento y esterilidad.

La proteina homoédloga a Dmp52 de humano esta lo
suficientemente conservada como para rescatar algunas de las
funciones de p52 durante el desarrollo de la mosca.

A nivel molecular los fenotipos de las mutantes pueden explicarse
por una pérdida en la estabilidad de la asociacién entre p52 y
XPB dentro de TFIIH y a una pérdida en la modulacion de la
actividad de ATPasa de XPB por p52. Esta inestabilidad implica
una reduccion en las actividades de transcripciéon y reparacion.
Encontramos un decremento substancial de los niveles de
proteina DmXPB en todas las mutantes de Dmp52 in vivo.

Los defectos pleiotropicos causados por mutaciones en las
diferentes subunidades de TFIIH se pueden deber al rol especifico
que juegan dichas proteinas dentro del complejo; como podrian
ser en el ensamblaje al complejo, el mantenimiento de la
estabilidad entre subunidades especificas y sus funciones

enzimaticas.

61



PERSPECTIVAS

A partir de la realizacion de este trabajo de tesis quedarian pendientes
algunos experimentos que complementarian nuestras investigaciones y

otros que abririan la puerta a nuevas preguntas.

Por ejemplo, seria necesario:

e Caracterizar el tipo de tumores que presentan las mutantes. ¢Por
qué algunas combinaciones alélicas generan tumores y otras
necrosis? ¢Existe mas apoptosis en las mutantes mrn, como
ocurre en las mutantes hay?

e (Por qué la mutante mrn! presenta los fenotipos mas severos in
vivo?

e Analizar si en las mutantes mrn rescatadas con una copia
silvestre de DmpS52 y hp52 se reestablecen los niveles de TFIIH y
la resistencia normal a radiacion UV.

e (A qué se debe la baja en la concentracién nuclear de TFIIH en
las mutantes mm?, ¢se debe a degradacion, a falta de
translocacion 6 a baja expresion del complejo?

e Cual es el mecanismo de generacion de las aberraciones
cromosomicas en las mutantes mrn? ¢Qué otros mecanismos de
mantenimiento de la integridad del genoma estan alterados en las
mutantes mrn? ¢En qué zonas del genoma se presentan estas
aberraciones?

e :La letalidad de las mutantes mrn se debe sélo a la desregulacion
de la actividad de ATPasa de XPB, o también se estan afectando
otras posibles interacciones entre pS2 y otros factores reguladores
de la transcripcion? ¢Qué factores serian éstos y como participan
con TFIIH?

e Analizar la interaccion fisica y genética de p8 con p52 dentro del

complejo TFIIH (Para datos adicionales ver ANEXO I)
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ANEXO I

La sobre-expresion de p8 trans-complementa las mutantes Dmp52 y

aumenta la resistencia basal a irradiacion ultravioleta

La subunidad p8/TTDA es necesaria para mantener los niveles
basales de TFIIH y cuando se encuentra mutada produce TTD (TTDA)
(Botta at al., 2002). Las lineas celulares obtenidas de pacientes con
TTDA tienen niveles reducidos de TFIIH y son mas sensibles a radiacion
ultravioleta. Cuando se introduce una copia silvestre de p8/TTDA a
células derivadas de pacientes con TTDA 6 XP-D, éstas recuperan su
actividad normal de REN y su sensibilidad normal a radiacion
ultravioleta (Vermeulen at al., 2000). Se ha demostrado que la proteina
p8 principalmente participa en la REN e interactia directamente con
las subunidades p52 y XPD dentro del complejo TFIIH (Coin at al.,
2006). La proteina p8 se encuentra normalmente en dos
compartimentos intracelulares: en el citoplasma y en el nucleo.
Después de que ocurre dano al DNA el equilibrio de p8 tiende hacia la
poza nuclear y ahi forma una asociacion mas estable con TFIIH (Giglia-
Mari at al., 2006).

Como ya he mencionado ampliamente en este trabajo, mutantes
en la subunidad Dmp5 (mrn, marionette) presentan fenotipos
equivalentes a los observados en humanos. Las mutantes puntuales
mrn son homocigas letales y presentan fenotipos especificos en el
desarrollo. Por otro lado, los organismos heteroalélicos (con una copia
de la insercion del elemento P (EP3605) y una mutaciéon puntual), son
viables pero estériles y tienen niveles reducidos de TFIIH (Fregoso et al.,
2007). Tomando en cuenta que p8 se requiere para mantener los niveles
basales de TFIIH y que interactua fisicamente con p52 dentro de TFIIH,
quisimos saber si la sobre-expresion de una copia silvestre de p8
rescataria la letalidad y la esterilidad de las mutantes mrn. Para tal
efecto generamos moscas transgénicas que expresan DmTTDA bajo el

control del promotor de hsp83. Realicé diferentes cruzas para obtener
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alelos mrn homoécigos y mutantes Dmp52 heteroalélicas (EP/mrn) junto
con una copia de la construccion hsp83-DmTTDA (ver Material y
Métodos).

Pudimos observar que los fenotipos de letalidad y esterilidad que
presentan los alelos mrn3 y mrn> fueron rescatados parcialemente con
una copia del transgen hsp83-p8 (Fig 15A y B). El porcentaje de rescate
fue bajo pero confiable, ya que una mosca transgénica sobre-
expresando una forma mutante de DmpS52 no es capaz de rescatar
ninguna linea mrn. Es importante recordar que en este trabajo
demostramos que una copia silvestre de Dmp52 rescata la letalidad y la
esterilidad de las mutantes mrn (ver Tablas II y III). Ademas, logramos
obtener una linea estable homociga para el alelo mrn® con una copia del
transgen hsp83-p8 lo que corrobora que se pueden obtener organismos
fértiles y viables sobre-expresando p8 silvestre en las mutantes
homécigas para mrn.

El rescate de la letalidad de las mutantes mrn por p8 pudo
deberse a que la sobre-expresion de p8 logra compensar y reestablecer
la estabilidad del complejo. Este incremento en la estabilidad de TFIIH
por p8 deberia reflejarse en un incremento en la actividad de REN y por
lo tanto, en una mayor viabilidad de las moscas en un ensayo de
sensibilidad a radiacion ultravioleta. Para analizar esta posibilidad,
diferentes lineas de moscas transgénicas sobre-expresando
DmTTDA/p8 fueron expuestas a diferentes dosis de radiacion UV.
Usamos tres lineas que solo poseen una copia extra de DMP8 (TTDA1,
TTDA8 y TTDA9) y otra linea que contiene 3 copias (TTDAS-3).
Logramos observar que dos de las lineas con una copia del transgen y la
linea con tres copias son significativamente mas resistentes a la
radiacion UV que la linea silvestre (Fig 15C). El incremento en la
resistencia es mas notorio a 175 y 200 J/m2. Estos datos son
reproducibles e indican que la sobre-expresion de la subunidad
DmTTDA/p8 de TFIIH incrementa la eficiencia del complejo en la REN.

Por lo tanto la sobre-expresion de DmTTDA puede trans-

complementar una mutacion en otra subunidad de TFIIH e incrementar
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la resistencia a radiacion UV del organismo completo. Estos datos
apoyan también la idea de un posible uso de p8/TTDA para terapia
génica en pacientes con defectos en TFIIH y/o el desarrollo de farmacos
basados en p8 que semejen la accion de esta proteina en la estabilidad
de TFIIH.

Actualmente estamos por demostrar que la estabilidad del
complejo TFIIH se reestablece in vivo en las mutantes heteroalélicas

DmpS52 en presencia de una copia silvestre de TTDA/p8.

Rescue of the lethality of homozygous nwrn alleles by

1]
@

different p8/TTDA transgenic flies. C
. 80 = ki - Wi
Genotype Lethality rescue by e =
transgenic flies (%) T | [l rrpas
TIDAZ TTDAS Dmp5Zmut. 70 ] rrpaz
F 2
e Srn 3.1 (285) 2.5 (394) 0 {190} oo {» O rrpas
s Smrn® 2.0 (291) ™A 0{200) 2 0 TThag
£ 5o
Rescue of the sterility phenotype in heteroallelic =
organisms by different transgenic flies. -g a0
Sterility rescue by - 30 -
Genotype transgenic fly (%) o
x W
TTDAL TTDAR Drmp 52 -mut. -0 = |
EP3605 /mirnt 14.8 21.2 0 *
10
EP3605/mirn? 32 15.6 0
EP3605/mrn® 14.4 30.1 0 O
150 175 200

3/ m=

Figura 15. Transcomplementacion de mutantes mrn con la sobreexprescion de
DmTTDA/p8 silvestre. (A) Rescate del fenotipo de letalidad por diferentes lineas
transgénicas que sobreexpresan p8/TTDA silvestre. (B) Rescate del fenotipo de
esterilidad por diferentes lineas transgénicas que sobreexpresan p8/DmTTDA
silvestre. (C) Incremento en la resistencia a radiacion UV de diferentes lineas que
sobreexpresan de una a tres copias de p8/DmTTDA silvestre comparadas con la linea
control (wt). El analisis estadistico por ANOVA indica una P<0.0001 para cada linea
transgénica al compararla con la linea control a 175 y 200 J/m?2.
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ATPasa
CAK
cDNA
Cdk7

Cdk9-CycD

Core
CTD

ABREVIATURAS

proteina con capacidad de hidrolizar ATP

subcomplejo de cinasa dependiente de ciclina

DNA complementario

cinasa dependiente de ciclina 7

complejo de cinasa dependiente de ciclina 9 y ciclina D
subcomplejo central de TFIIH

dominio carboxilo terminal de la RNA pol II

CUL4-DDB-ROC1 complejo de ligasa de ubiquitina

CycH
Dmp52
Dmp52
DmXPD
DNA

hay
hp52
ISWI
kDa

mrn
MAT1
p8/TTDA
p34

p44

pS2

p62
rRNA
RNA pol I
RNA pol II
RNAm
REN

RPA

SC

Sf9

TATA
TAFs
TBP
TFIIA
TFIIB
TFIID
TFIIE
TFIIF
TFIIH
TFIIx
TIF-IB-SL1
TTD

UBF

uv

wt

ciclina H

proteina p52 de Drosophila

homologo del gen p52 en Drosophila melanogaster
homoélogo de XPD en Drosophila melanogaster

acido desoxiribonucléico

haywire homologo de XPB en Drosophila melanogaster
proteina pS2 de humano

complejo remodelador de cromatina

kilodaltones

marionette homologo de p52 en Drosophila melanogaster
proteina que pertenece al subcomplejo CAK de TFIIH
proteina p8 de TFIIH

proteina p34 de TFIIH

proteina p44 de TFIIH

proteina p52 de TFIIH

proteina p62 de TFIIH

RNA ribosomal

RNA polimerasa I

RNA polimerasa II

RNA mensajero

reparacion por escision de nucleotidos

verifica el dafio al DNA

sindrome de Cockayne

linea celular de insecto

elemento presente en el promotor en donde se une la TBP
proteinas asociadas a la TBP

proteina de union a la caja TATA

factor de transcripcion A asociado a la RNA pol II
factor de transcripcion B asociado a la RNA pol II
factor de transcripcion D asociado a la RNA pol 1I
factor de transcripcion E asociado a la RNA pol 1I
factor de transcripcion F asociado a la RNA pol II
factor de transcripcion H asociado a la RNA pol II
factores transcripcion asociados a la RNA pol II
complejo que contine a la TBP y tres TAFs
tricotiodistrofia

upstream binding factor

ultravioleta

“wild type”, silvestre
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XP

XPA

XPB
XPC-hHR23B
XPD
XPF/ERCC]1
XPG

xeroderma pigmentosum

verifica el dano al DNA

helicasa 3°-5" de TFIIH

complejo que reconoce el dafio al DNA
helicasa 5°-3" de TFIIH

endonucleasa 5°

endonucleasa 3~
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