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RESUMEN

TFIIH es un factor basal de transcripcion formado por 10 proteinas, que también
participa en la reparacion del DNA y en el control del ciclo celular. Mutaciones en algunos de
sus componentes se han relacionado con la presencia de enfermedades humanas hereditarias
como Xeroderma Pigmentosum, Sindrome de Cockayne y Tricotiodistrofia (TTD), cuyas
caracteristicas heterogéneas se asocian con defectos transcripcionales y/o de reparacion del
DNA. Especificamente, una forma fotosensible de TTD (TTD-A) tiene como causa genetica la
mutacion del gen que codifica para la subunidad p8 (también denominada TTDA) del
complejo TFIIH. Las células de estos pacientes presentan un reducido nivel de TFIIH, por lo
que se ha sugerido que p8 tiene la funcion de estabilizar a este complejo. Interesantemente, el
homologo de p8 en Drosophila melanogaster esta codificado en un transcrito bicistronico. El
primer marco de lectura abierta corresponde a la proteina p8; mientras que el segundo,
codifica para una proteina de 150 aminoacidos de funcion desconocida que denominamos
ORF2. Esta Gltima posee un dominio de dedo de zinc tipo HIT y se encuentra conservada en
todos los eucariotes. Ya que existen ejemplos de proteinas codificadas en transcritos
bicistronicos gque se relacionan funcionalmente entre si, es posible que la proteina ORF2 pueda
formar parte del complejo TFIIH o esté involucrada en las funciones que este factor
desempefia. En este trabajo se han obtenido herramientas importantes que permiten determinar
la posible interaccion fisica entre ORF2 y p8; o bien, entre ORF2 y algun otro componente del
complejo TFIIH. Se generaron moscas transgénicas que expresan independientemente las
proteinas p8 y ORF2 fusionadas a una etiqueta de 6-histidinas y del epitope de c-myc,
respectivamente. Estas moscas, ademas de utilizarse como plataforma para establecer si existe
interaccion entre estas proteinas, permiten el analisis de las funciones de p8 y ORF2 durante el

desarrollo de la mosca.



INTRODUCCION

El DNA, material genético de todos los organismos vivos, esta continuamente
expuesto a agentes fisicos y quimicos que dafian su estructura y es particularmente sensible
durante los procesos de replicacion, transcripcion y recombinacion (Lehmann, 2001; Reynaud,
1999). El mantenimiento de la integridad del genoma es entonces fundamental para la
adecuada transmision de la informacion genética. Para asegurar esta integridad todos los
organismos han desarrollado diversos mecanismos para reparar o tolerar los diversos tipos de
dafio en el DNA.

Los procesos de reparacion del DNA pueden restaurar tanto la secuencia normal de
nucledtidos como la estructura dafiada del DNA. Estos mecanismos de reparacion se han
clasificado segun el tipo de dafio que reparan. Dentro de los mecanismos que eliminan el dafio
causado a las bases del DNA esté la Reparacion por Escision de Bases (BER, Base Excision
Repair), que corrige las alteraciones de las bases que no ocasionan distorsiones en la helice del
DNA. Por otro lado, existe la Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER, Nucleotide
Excision Repair), la cual elimina pequefios segmentos de nucleotidos que llevan bases dafiadas
y que distorsionan la hélice del DNA (Fuss, 2006). NER es el mecanismo responsable de
reparar bases con dafios voluminosos, como aquellos causados por agentes quimicos
carcinogénicos (por ejemplo el benzo [a]pireno presente en los cigarros), y también detecta y
repara la unidn covalente entre dimeros de pirimidina causada por radiacion ultravioleta (UV).
Por ello, NER es una via de reparacién altamente conservada en los eucariotas, que requiere
de la participacion concertada de méas de 30 proteinas para que el dafio sea reconocido y
reparado (Lindahl, 1997).

Cuando el mecanismo de NER ocurre en el DNA que no se esta transcribiendo, es
decir, en la mayor parte del genoma, se habla de la via de Reparacion Global del Genoma
(GGR, Global Genome Repair). Sin embargo, ya que el blogueo de la transcripcion es una de
las mas graves consecuencias de las lesiones que distorsionan las hebras de DNA, durante la
evolucion fue seleccionada otra via especifica de NER denominada Reparacién Acoplada a
Transcripcion (TCR, Transcription Coupled Repair) que permite detectar y reparar el dafio
presente en la hebra transcrita de genes activos para asi poder continuar con la elongacion de

la transcripcion (Vermeulen, 2000).



Uno de los componentes principales de NER es TFIIH, un complejo multiproteico que
funciona como factor basal en la transcripcion por la RNA polimerasa Il y que participa en el
control del ciclo celular (Egly, 2001; Fisher, 2005; Zurita, 2003). TFIIH esta formado por 10
proteinas organizadas en dos subcomplejos (Figura 1.1). El subcomplejo central (“core”)
contiene siete proteinas (XPD, XPB, p62, p52, p44, p34 y p8) mientras que el subcomplejo
CAK (Cycling-Activating Kinase) incluye a la Cinasa 7 dependiente de ciclina (Cdk7), la
Ciclina H (CycH) y la proteina MAT1 (Egly, 2001). Se sabe que algunas de las proteinas que
conforman TFIIH presentan actividades enzimaticas; por ejemplo, XPD y XPB son dos
helicasas dependientes de ATP con polaridades opuestas y son esenciales para la reparacién y
la transcripcion del DNA, ademas XPD es la subunidad que une a los dos subcomplejos de
TFIIH y su actividad de helicasa se estimula por p44 (Coin, 1998), la cual posee actividad de

ligasa de ubicuitina (Takagi, 2005).

> Core

Figura 1.1. Representacion grafica del
complejo TFIIH que muestra la
composicion proteica de los subcomplejos
Core y CAK que lo conforman.

El complejo TFIIH tiene un papel importante en la iniciacion de la transcripcién, ya
que las actividades de sus dos helicasas son esenciales para abrir el DNA en el sitio promotor,
facilitando la sintesis del primer enlace fosfodiéster por la RNA polimerasa Il y la liberacion

del complejo de la polimerasa del promotor (Lehmann, 2001). TFIIH participa también en la



elongacion de la transcripcion, donde Cdk7 fosforila el dominio carboxilo terminal (CTD) de
la subunidad grande de la RNA polimerasa Il, lo cual estimula que los factores basales de
transcripcion se liberen y comience la elongacion del RNA mensajero. Asimismo, se sugiere
que TFIIH posee un papel regulador, pues durante la transcripcién interactia con diversos
factores como: receptores nucleares, factores de transcripcion tejido-especificos y complejos
de remodelacién de la cromatina (Zurita, 2003). En resumen, TFIIH mantiene una
intercomunicacién con diferentes factores proteicos que participan en la iniciacion, elongacion
y modulacion de la transcripcion mediada por la RNA polimerasa Il.

Por otro lado, se ha propuesto que TFIIH interactda directamente con algunos RNAs
(como Ul RNA), lo cual puede facilitar la tasa de iniciacion de la transcripcion y establecer
una posible conexion entre TFIIH y la maquinaria de procesamiento del RNA (Kwek, 2002).
Ademas, aunque TFIIH se localiza normalmente en el nucleoplasma, también esta presente en
el nucleolo (donde ocurre la transcripcion de rDNA) y existen evidencias de su asociacion con
la RNA polimerasa | (Hoogstraten, 2002; Iben, 2002).

Como ya se menciond, otro proceso en el que TFIIH participa es en la reparacion del
DNA a través del mecanismo de NER, tanto en la via GGR como en la TCR (Riedl, 2003);
especificamente, este complejo se involucra cuando el dafio en el DNA es ocasionado por la
radiacion UV. ElI mecanismo de NER puede dividirse en cinco etapas: reconocimiento del
dafio para iniciar la reparacion, apertura y desenrollamiento de la hélice, incisién en ambos
lados de la lesion, escision del oligonucleodtido que contiene el dafio y, sintesis y ligacion del
DNA usando como secuencia iniciadora el extremo 3’ de la cadena escindida y como
templado la hebra no dafiada de DNA (Figura 1.2; Fuss, 2006).

En la via GGR, el reconocimiento de la distorsion de la hélice de DNA lo realizan los
complejos XPE-DDB y XPC-hHR23B. El primero de éstos ubicuitina las histonas H3 y H4, lo
que provoca el desalojo de éstas del nucleosoma; ésto relaja la cromatina de los sitios aledafios
a la region de dafio y agiliza el acceso de otras proteinas de la maquinaria de reparacion
(Wang, 2006; Kapetanaki, 2006). Posteriormente, se reclutan TFIIH y la endonucleasa XPG y,
las actividades de las helicasas del complejo TFIIH son quienes desenrollan la region dafiada.
En seguida, TFIIH, XPG, XPA y RPA forman un complejo que recluta a la segunda
endonucleasa XPF y su acompafiante ERCC1. XPG y XPF hacen las incisiones 5’ y 3’,

respectivamente, en el sitio de la lesion. El espacio que deja la escision del oligonucleétido



(25-32 nucleotidos) se restaura por las acciones de las proteinas PCNA, RFC, DNA
polimerasa & 0 € y una DNA ligasa (Lindahl, 1997; Fuss, 2006). Por otra parte, las lesiones al
DNA ocasionadas por radiacion UV pueden bloquear la elongacion de la RNA polimerasa 11
en las regiones que estan siendo transcritas. En este caso, el reconocimiento del dafio al DNA
a traves del mecanismo TCR se realiza por la propia maquinaria de transcripcion (la RNA
polimerasa Il estancada en la lesion), reclutando a TFIIH y XPG vy, siguiendo una ruta similar
a lavia GGR (Figura 1.2; Fuss, 2006).

?DNA dafiado
TCR 's ™ GGR

oal + RNA polimerasa | Hnion de

XPEIDE y Sl
RNA ESlantata S pChHR23B ,ﬁ___,‘.KPEIDDB
XPG. i XPC/hHR23B
css@ ﬁ —_—
xpc@ Y
H @ rra= Y 2Py
{con TTDA) XPA T == Se unen XPA, RPA PGy TFIH

= TFIIH desenralla 1a hélice de DA

(I Reconocimiento del dafio

(@ Apertura de la hélice

R N @ Doble incision
E'Nf‘ . @ APG y XPRERCCT cortan @ Escision de oligonucleatido
pol
=—. CMNA polimerasa y DNA ligasa (® Sintesis y ligacion del DNA

=—x=[establecimiento de la secuencia normal de nucledtidos
Transcrocion Replicacion

Figura 1.2. Esquema representativo del mecanismo de reparacion por escision de
nucleodtidos (NER) donde se muestra la secuencia de las principales proteinas involucradas
tanto en la via de reparacion acoplada a la transcripciéon (TCR) como en la via de
reparacion global del genoma (GGR; Fuss, 2006).

Una de las razones por las cuales el estudio de TFIIH ha adquirido mayor relevancia es
la relacién encontrada entre mutaciones en alguno de sus componentes (XPB, XPD y p8) y la
presencia de enfermedades humanas hereditarias como Xeroderma Pigmentosum (XP),
Sindrome de Cockayne (CS) y Tricotiodistrofia (TTD), cuyas caracteristicas heterogéneas se



asocian con defectos transcripcionales y/o de reparacion del DNA (Lehmann, 2001; Zurita,

2003). Algunas de estas caracteristicas se mencionan a continuacion.

M)

)

®)

Xeroderma Pigmentosum: los individuos que padecen esta enfermedad presentan
hiperpigmentacion cuténea, sensibilidad al sol y alta incidencia de cancer de piel, por lo
que XP se ha relacionado con problemas en la reparacion del DNA, especificamente en la
via de NER (Lehmann, 2001). En afecciones severas hay anormalidades neuroldgicas
causadas por muerte prematura de neuronas y retraso mental progresivo, lo cual puede
atribuirse a deficiencias transcripcionales (Egly, 2001). En algunos casos, XP presenta
caracteristicas clinicas de CS.

Sindrome de Cockayne: provoca varios defectos durante el desarrollo como retraso en el
crecimiento (enanismo caquéctico), inmadurez sexual, anormalidades esqueléticas y
degeneracion mental progresiva debida a neurodesmielinizacion. Los individuos presentan
moderada sensibilidad al sol sin predisposicion a cancer y sus células son sensibles a
muerte por radiacion UV como aquéllas de pacientes con XP. Este sindrome se
correlaciona con defectos en el mecanismo de TCR (Egly, 2001; Lehmann, 2001).
Tricotiodistrofia: los pacientes con TTD presentan ufias y cabello quebradizos e ictiosis,
defectos causados por una deficiencia de proteinas ricas en aminoacidos que contienen
azufre (cisteina y metionina), y que son las encargadas de entrecruzar las fibras de
queratina durante la diferenciacion terminal de estos tejidos. Alrededor del 50% de
pacientes con TTD presentan fotosensiblilidad pero sin reportes de céancer, lo cual se
atribuye a deficiencias en el mecanismo de NER. Ademas del defecto en la reparacion del
DNA que muestra ser heterogéneo en los pacientes, se sugiere la alteracion de la
transcripcion basal de algunos genes especificos que provocan otras caracteristicas clinicas
como son el retraso en el crecimiento y anormalidades neuroldgicas (Egly, 2001; Itin,
2001; Lehmann, 2001).

Aunque la tricotiodistrofia normalmente es resultado de mutaciones en los genes XPD

0 XPB que forman parte del complejo TFIIH, el defecto en NER del grupo de

complementacion A (TTD-A) tiene como causa genética la mutacion de la subunidad p8 de

TFIIH, recientemente encontrada en levadura y humano (Ranish, 2004; Giglia-Mari, 2004).

Tal defecto en el mecanismo de NER se ha relacionado con el nivel reducido de TFIIH en
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pacientes con TTD-A (Botta, 2002). A pesar de esta disminucion en la concentracion celular
de TFIIH, sus actividades enzimaticas no estan alteradas. Esto indica que la estabilidad de
TFIIH, y no su funcion, es la que esta comprometida en éstas células y sugiere que la proteina
p8 (también denominada TTDA) puede estabilizar el complejo TFIIH (Giglia-Mari, 2004).

En pacientes con TTD que presentan mutaciones en el gen XPD también existe una
reduccién sustancial en el nivel celular de TFIIH (Botta, 2002). Esta disminucion en la
concentracion de TFIIH, tanto en células con mutaciones en p8 como en aquéllas con
mutaciones en XPD, puede restaurarse cuando se sobreexpresa la proteina p8, por lo que se
propone que p8 y XPD interactian genéticamente (Coin, 2006).

Reportes recientes indican que la proteina p8 humana es la primera subunidad de
TFIH con un papel dedicado principalmente a la reparacion del DNA por el mecanismo de
NER. Coin et al. (2006) sugieren que p8 desencadena la apertura del DNA estimulando la
actividad de ATPasa de XPB. Proponen un modelo en el que p8 podria requerirse para reclutar
factores de NER después de que el “core” de TFIIH se localiza sobre la lesion del DNA; o
bien, donde la unién de p8 a TFIIH desencadenaria un cambio conformacional que permite el
reclutamiento de otros factores de NER. Por otro lado, se ha demostrado que p8 no es esencial
para la transcripcion in vitro, aunque la estabilidad de TFIIH se vea comprometida cuando
existen mutaciones en p8 que afectan, de manera indirecta, el nivel de transcripcion en células
altamente especializadas o terminalmente diferenciadas (Coin, 2006; Giglia-Mari, 2006).

p8 es una proteina de 72 aminoacidos que estd conservada en todos los eucariotas
(Ranish, 2004) incluyendo a Drosophila melanogaster (Figura 1.3), la mosca de la fruta, que
es el organismo de estudio de nuestro grupo de trabajo. Drosophila ha demostrado ser un
excelente modelo para realizar ensayos con genes que intervienen en funciones del desarrollo.
Por ello, puede utilizarse como una herramienta que permite el estudio de las bases
moleculares de las enfermedades humanas relacionadas con TFIIH.

En nuestro grupo, se busco el homoélogo de p8 en D. melanogaster a través del
alineamiento de secuencias de aminoacidos (mediante un BLASTP), encontrandose que esta
codificado en un transcrito bicistrénico cuya regién intergénica esta muy conservada en todos
los miembros del subgrupo melanogaster (Figura 1.4). El primer marco de lectura abierto del
transcrito bicistronico corresponde a la proteina p8 y el segundo codifica para una proteina de

150 aminodcidos de funcion desconocida. Esta ultima, que hemos denominado ORF2, posee
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un dominio de dedo de zinc tipo HIT (contiene siete cisteinas conservadas y una histidina que
potencialmente pueden coordinar dos 4&tomos de zinc) y se encuentra igualmente conservada
en los eucariotas. Aunque la funcion del dominio HIT no se conoce aun, este dominio se ha
encontrado en proteinas nucleares involucradas en la regulacion génica y la remodelacion de
la cromatina (Su, 2006).

En la mosca de la fruta, asi como en otros organismos eucariotas, existen ejemplos de
transcritos bicistronicos. Normalmente las proteinas codificadas en transcritos bicistronicos se
relacionan entre si funcionalmente. Tal es el caso de dos proteinas no colagenosas
(sialoproteina y fosfoforina de dentina) que tienen una funcién reguladora en el proceso de
mineralizacion asociado a la conversion de predentina en dentina; estas dos proteinas
relacionadas funcionalmente se traducen a partir de una sola unidad transcripcional en
mamiferos (Ritchie, 1997).

H.sapiens MVNVLKG-VL IECDPAMKQFLLYLDESNALGKKF I 1QDIDDTHVFVIAELVNVLQERV 57
M_musculus MVNVLKG-VL IECDPAMKQFLLYLDEANALGKKF I 1QDIDDTHVFVIAELVNVLQERV 57
D.melanogaster MVNVMKG-VLVECDPAMKQFLLHLDEKLALGRKF I 1QDLDENHLFISTDIVEVLQARV 57
C.elegans MVNVKKG-VLVTSDPAFRQLL IHLDDSRQLGSKFIVRELDDTHLFEIEKEIVPMLENKV 57
A_thaliana MVNAITKG-VFVSCD 1 PMTQF I VNMNNSMPPSQKF I IHVLDSTHLFVQPHVEQMIRSAL 57
S.pombe MPRAQKGLLLVECDPTVKQL ILNMDEQSP---GIVIEEIDEERLLVNESRLEQVKAEL 55
S.cerevisiae MARARKG-ALVQCDPSIKALILQIDAKMS---DIVLEELDDTHLLVNPSKVEFVKHEL 54
H.sapiens GELMDQONAFS---LTQK-- 71
M.musculus GELMDONAFS---LTQK-- 71
D.melanogaster DDLMDR1SFEP---LHDKDA 73
C.elegans EQIMENMNPE---AVDK-- 71
A_thaliana SDFRDQNSYE----KPTS- 71
S.pombe ERRLEENTY---QVEE--- 68
S.cerevisiae NRELSKN1YNPMDEEENQ- 72

Figura 1.3. p8 se encuentra conservado en los eucariotas. Alineamiento multiple de la
secuencia de aminodcidos de los ortélogos de p8 en Homo sapiens, Mus musculus,
Drosophila  melanogaster,  Caenorhabditis  elegans,  Arabidopsis  thaliana,
Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae. Los aminoacidos idénticos se
marcan con recuadros turquesa, mientras que los residuos con propiedades fisico-quimicas
relacionadas se resaltan en amarillo. El alineamiento se realiz6 con el programa CLUSTAL
W version 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html).
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D. melanogaster aacctacacaacccataaaatccaatagccaaaagtaaaaacctaaaaacaacc

D. sechellia aacctacacaacccataaaatccaatagccaaaagtaaaaaccccaaaacaacc
D. simulans aacctacacaacccataaaatccaatagccaaaagtaaaaaccccaaaacaacc
D. yakuba aac--aaatcacccacaaaacccaatagccaaaagttaaagcccaaaa-caacc
D. erecta aa---aaatcaaccacaaaaactaatagtcaaaagtagaagcccaaaa-caacc

. simulan

. Sechellia

. melanogaster

Subgrupo mefanoga

. yakuba

Grupo melanogaster

. erecta

. ananassae
. pseudoobscura

Subgénero
S:,D.eq?hora Grupao obscura {

Grupo williston

. willistoni

Género

Drosophila

Subgénero

Drosophila . .
? Hawaiian drosophila D. grimshawi

W Tiempo de divergencia
(millones de anos)
50 40 30 20 10 o

Grupo repleta

D
D
D
D. persimilis
D
D. mojavensis
D,

. virilis

Grupo virilis

Figura 1.4. (A) Alineamiento de la secuencia intergénica del bicistron de p8 y ORF2
en las especies del subgrupo melanogaster. (B) Arbol filogenético de especies del
género Drosophila cuyo genoma esta secuenciado. Las especies en las que se conserva
la region intergénica del bicistron de p8 y ORF2 se sefialan dentro del dvalo.

Por consiguiente, habiéndose encontrado que el homoélogo de TTDA (p8) en
Drosophila se encuentra codificado en un transcrito bicistrénico y sabiendo que las proteinas
codificadas por este tipo de transcritos pueden estar relacionadas funcionalmente, se propone
que la proteina ORF2 interactta con la proteina p8, o bien, con otros componentes de TFIIH.
En este trabajo se describe la generacion de moscas transgénicas que expresan
independientemente proteinas de fusién de p8 y ORF2, como una herramienta importante para

el estudio de las funciones de éstas proteinas en la mosca de la fruta.
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JUSTIFICACION

La mosca de la fruta es un organismo utilizado como modelo para estudios genéticos y
de desarrollo. Dentro de las ventajas que D. melanogaster ofrece se encuentran las siguientes:
es un organismo pequefio y facil de crecer en el laboratorio; su tiempo de generacién es corto
(alrededor de dos semanas) y su progenie abundante; su genoma incluye solo cuatro pares de
cromosomas, que pueden visualizarse directamente en los cromosomas politénicos de las
glandulas salivales de las larvas del tercer instar; los machos no presentan recombinacién
meidtica; su genoma esta secuenciado; el exoesqueleto de las moscas posee abundantes
caracteristicas (quetas, venas de las alas, 0jos compuestos, etc.) que pueden verse afectadas
por mutaciones (Rubin, 2000).

Ademas, un sorprendente nimero de procesos involucrados en el desarrollo parecen
estar conservados entre moscas y vertebrados, a pesar de haber divergido hace mas de 700
millones de afios. EIl ser humano es, genéticamente, 44% similar a la mosca de la fruta; el 50%
de las secuencias proteicas de la mosca tienen homologos en mamiferos y alrededor del 60%
de los genes conocidos que participan en enfermedades humanas tienen homologos en
Drosophila (Reiter, 2001; Johnston, 2002). Un ejemplo de esto ultimo es la relacion
encontrada entre mutaciones en algunos componentes del complejo TFIIH y la presencia, en la
mosca, de caracteristicas fenotipicas comparables a las enfermedades humanas XP, CSy TTD
(Merino, 2002). Por ello, con el afan de aportar informacion sobre las bases moleculares de las
enfermedades humanas relacionadas con este complejo, en este trabajo se utiliza a la mosca de
la fruta como herramienta de estudio para determinar si existe una posible interaccién fisica

entre ORF2 y p8, o con algun otro componente de TFIIH.

-14 -



HIPOTESIS

La proteina ORF2, codificada en el segundo marco de lectura del transcrito
bicistronico del homélogo de TTDA (p8) en Drosophila, puede formar parte del complejo

TFIIH, o bien, asociarse directamente con alguna subunidad de TFIIH fuera del complejo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Generar las herramientas para analizar si la proteina ORF2 interactua fisicamente con

TTDA (p8) o con otro componente del complejo TFIIH usando a Drosophila

melanogaster como organismo modelo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Generar moscas transgénicas que expresen independientemente las proteinas

TTDA (p8) y ORF2 fusionadas a etiquetas de 6-Histidinas (6His) y epitope de c-
myc (Myc), respectivamente.
e Determinar que la expresion de las proteinas hibridas en las moscas transgénicas

sea la esperada.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Generacion de moscas transgénicas

Con la finalidad de obtener una herramienta que permita el estudio detallado de las
proteinas TTDA (p8) y ORF2, se plante6 generar moscas transgénicas que expresaran
independientemente dichas proteinas fusionadas a una etiqueta de 6-Histidinas (6His) y del
epitope de c-myc (Myc), respectivamente.

Una estrategia ampliamente utilizada para generar moscas transgénicas es la insercién
de elementos P, que son secuencias transponibles de DNA naturalmente encontradas en
Drosophila. El gen de interés se clona en medio de los extremos del elemento P, el cual se
integrard en diferentes sitios del cromosoma de manera aleatoria (Gilbert, 2003). La
transformacion en Drosophila se realiza por la inyeccion del DNA dentro de los embriones,
antes del tiempo de formacién de las células polares. Aungue las secuencias plasmidicas se
expresan en los individuos inyectados adn sin la integracion, la transformacion estable ocurre
cuando el DNA inyectado se integra al DNA de la linea germinal del hospedero. De este
modo, pueden ocurrir una 0 mas integraciones independientes del DNA inyectado dentro de
los embriones, en diferentes células de la linea germinal de un solo individuo (Ashburner,
2004).

Los vectores de expresion especificos para mosca que se usaron en la generacion de las
moscas transgénicas, permiten que las proteinas hibridas se expresen de manera constitutiva
(utilizando el vector pCaSpeR™" que posee el promotor HSP83) y de forma dirigida en
determinados tejidos (empleando el vector pUAST, cuyo promotor es HSP70). Cabe
mencionar que Se seguira un esquema de cruzas para obtener lineas independientes y

homacigas de moscas transgénicas que expresen cada proteina de interés.

Expresion del transgen en las lineas de moscas transgénicas

Se ha reportado que, en Drosophila, los transposones pueden rearreglarse después de la
integracién, lo cual puede modificar o eliminar su expresion (Ashburner, 2004). Por ello, es
importante verificar la expresion del transgen a nivel molecular, una vez obtenidas las lineas
independientes de moscas transgénicas. Con este fin, se plante0 analizar la presencia del

transcrito correspondiente a las proteinas hibridas mediante la técnica de RT-PCR, en las
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distintas lineas de moscas transgénicas establecidas. Por otro lado, se propuso identificar las
lineas que expresen las proteinas de interés a través de ensayos tipo “Western”, utilizando

extractos proteicos obtenidos a partir de moscas adultas y los anticuerpos disponibles contra
las etiquetas de 6His y Myc.
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MATERIAL Y METODOS

Amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA de las proteinas hibridas
La amplificacion de los fragmentos de DNA de las proteinas hibridas se hizo a través

de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Cada reaccién de PCR se efectu6 en un
volumen final de 50 ul con la siguiente composicion: 5 ul de buffer de PCR 10X, 3 ul de
MgCl, 25 mM, 2.5 ul de una mezcla de los 4 desoxinucleotidos (5 mM de cada uno), 500 ng
de cada oligo 5’ y 3’, 1 ug de DNA molde (vectores pBluescript-SK o pGEX) y 1 U de
enzima Taq polimerasa (Roche). La combinacion de oligos empleada para las reacciones de
PCR fue como sigue:
= Para amplificar TTDA con etiqueta de 6-Histidinas (6His) en su extremo amino:

Hisp8-5’ (5’-ATGCATCACCATCATCACCACATGGTAAATGTTATGAAAGGA- 3’)

p8-3’ (5’-CTAAGCGTCCTTGTCGTGCAGCGGAAA- 3%)
= Para amplificar TTDA con etiqueta de 6His en su extremo carboxilo:

p8-5’ (5’-GGCAACATGGTAAATGTTATGAAAGGA- 3’)

p8His-3’ (5’-CTAGTGGTGATGATGGTGATGAGCGTCCTTGTCGTGCAGCGG- 3%)
= Para amplificar ORF2 con etiqueta del epitope de c-myc (Myc) en su extremo amino:

MycORF-5" (5°-ATGGAGCAGAAGCTCATCTCTGAAGAGGACCTAATGACGGGT

CGCGAATCC- 3)

ORF-3’ (5’-TCAGGCCGTCCACTTGAGGCAGCGCGT- 3’)
= Para amplificar ORF2 con etiqueta de Myc en su extremo carboxilo:

ORF-5" (5’-ACAACCATGACGGGTCGCGAATCCAAC- 3%)

ORFMyc-3’ (5’-CTATAGGTCCTCTTCAGAGATGAGCTTCTGCTCGGCCGTCCAC

TTGAGGCA- 37)

Las condiciones de PCR utilizadas fueron: un ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de:

50 segundos a 92°C, 45 segundos a 53°C y 50 segundos a 60°C y, por ultimo, 7 minutos a
72°C y mantenimiento de la reaccion a 4°C. Finalmente, cada producto de PCR fue separado
en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio y fueron recuperados extrayendo el
DNA de estos geles como se describe mas adelante. En la figura 7.1 se esquematiza la manera
en gue se generaron las secuencias de DNA de las proteinas hibridas de p8 y ORF2 utilizando
la técnica de PCR.
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| e

~ Figura 7.1. Esquema que indica la estrategia utilizada para amplificar la secuencia
de DNA de las proteinas hibridas de p8 con una etiqueta de 6His y de ORF2 con una
etiqueta de Myc (EQKLISEEDL).

Purificacidon de oligonucleotidos

Para la purificacion de los oligos Hisp8-5’, p8His-3’, MycORF-5" y ORFMyc-3’ se
siguio el protocolo establecido en el laboratorio. Se empled una solucion de acrilamida/
bisacrilamida al 20% y urea 8M para preparar el gel en el que se separaron las muestras de
cada oligo. Se utiliz6 una cdmara de electroforesis Tall-Mighty (camara vertical) y como
solucién amortiguadora TBE 1X. Cada muestra de 150 ul de oligo se mezclé con 30 ul de
buffer de Muestra tipo Il (Sambrook, 1989) y se calentaron a 65°C por 5 minutos antes de
colocarlas en el gel. Las condiciones de electroforesis fueron 400 V por dos horas. Se observd
un barrido de bandas cuya zona superior correspondia a las secuencias de mayor longitud vy,
por lo tanto, a las mas completas respecto a la secuencia del oligo de interés; por ello, al
finalizar la corrida, se cortd este fragmento superior del gel con ayuda de un bisturi,
empleando una placa de albimina y una lampara de luz UV de onda corta para visualizarlo.
Cada fragmento de agarosa se introdujo en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se dejo eluyendo en
agua bidestilada estéril toda la noche a una temperatura de 37°C. Al dia siguiente, la elucion se

concentré en un evaporador hasta que el volumen final fue de aproximadamente 100 pl.
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Finalmente se hizo una precipitacion del DNA con 1-butanol, la pastilla obtenida se lavé con
etanol absoluto y una vez seca se resuspendié en 50 ul de agua bidestilada estéril.

La cuantificacion del oligo purificado se hizo midiendo su absorcién de UV a 260 nm
con ayuda de un espectrofotometro de UV. La cantidad de oligonucledtido expresada en ug/ul
se calculd con la siguiente ecuacion:

[Sabiendo que 1 unidad de D.O. de ssSDNA = 33 ug/mi]

Lectura D.O.p60__ 33 pug/ml
dilucién de la muestra

(Lectura D.O.2 / 16.66) (33 ug/ml)

La relacion Ageo / Azgo del ssDNA indico la pureza de la muestra. La pureza de dicho DNA fue

Optima, con valores de 1.6 — 1.9 de Azgo/ Azso.

Extraccion de DNA de geles de agarosa

Cada uno de los productos de PCR obtenidos se separaron en un gel preparativo de
agarosa al 1.5%. Para la recuperacion de cada una de las bandas de interés se empleo el kit de
extraccion en gel “Qiaex 11” (Qiagen), siguiendo el protocolo descrito por el proveedor. Segun
dicho protocolo, la banda de DNA se corta del gel con ayuda de una navaja limpia y se
deposita en un tubo Eppendorf. Se adicionan 300 ul de buffer QX1 por cada 100 mg de gel y
30 pl de perlas Qiaex Il por cada 10 ug de DNA, luego se mezcla por inversion. Después de
incubar 10 minutos a 50°C manteniendo la suspensién, la mezcla se centrifuga por 30
segundos a maxima velocidad en una microcentrifuga y se remueve el sobrenadante. La
pastilla de perlas, que lleva unido el DNA de interés, se lava con 500 ul de buffer QX1 y se
mezcla por inversion, esto permite remover los residuos contaminantes de agarosa. La mezcla
se centrifuga por 30 segundos a méaxima velocidad y se remueve el sobrenadante. La pastilla
de perlas se lava con 500 ul de buffer PE y se mezcla por inversion antes de centrifugar por
otros 30 segundos a maxima velocidad; este ultimo paso se repite y con ello se eliminan los
residuos de sales contaminantes. La pastilla se deja secar 10 minutos a temperatura ambiente y
se realizan dos eluciones para recuperar el DNA que se unié a las perlas. La primera elucién,
que consistio en resuspender la pastilla en 40 ul de agua bidestilada estéril e incubar por 5

minutos a temperatura ambiente, se recuper en un tubo Eppendorf nuevo. La segunda elucion
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se realizd con 20 ul de agua bidestilada estéril en las mismas condiciones que la primera.
Finalmente, la cantidad de DNA recuperado en cada elucion se cuantificé en un gel de agarosa

al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Clonacion de los productos de PCR en el vector de pCR2.1

A. Reaccién de Ligacion
Una vez amplificadas las secuencias que codifican para las proteinas hibridas de

interés y después de haber purificado el DNA mediante su extraccion de geles de agarosa, se
realizd la reaccion de ligacion de los productos de PCR con el vector de clonacién pCR2.1
(Invitrogen; Figura 7.2).

Figura 7.2. Plasmido pCR2.1.
Fuente:http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1_map.pdf

Para las reacciones de ligacion se consider6 una relacion final de 3 : 1 (inserto :
vector). Cada reaccion de ligacion se realizé en un volumen final de 10 ul que incluian: 25 ng
de vector pCR2.1, la cantidad adecuada de DNA de producto de PCR para guardar la
proporcion deseada 3:1, 1 ul de buffer de ligacion 10X y 5U de la enzima T4 DNA ligasa
(Invitrogen). Las reacciones se incubaron en un termociclador Perkin Elmer, GeneAmp 2400,
a una temperatura de 14°C durante toda la noche.

Se eliminaron las sales presentes en las reacciones de ligacion empleando 1 ml de 1-
butanol para precipitar el DNA; la mezcla se centrifugd por 15 minutos a méaxima velocidad
en una microcentrifuga. La pastilla obtenida se sometid a 4 lavados con etanol al 70%, seguido
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cada uno de ellos por una centrifugacion de 5 minutos a maxima velocidad; luego se dejo
secar a temperatura ambiente por 10 minutos. Después se resuspendio en 10 ul de agua

bidestilada estéril.

B. Transformacion de células electrocompetentes

B1. Preparacion de células electrocompetentes DH5«
Para la preparacion de células electrocompetentes DH5c de E. coli se siguid el

siguiente protocolo. Se inoculan 500 ml de medio Luria-Bertani (LB) fresco con 5 ml de un
cultivo crecido toda la noche (ON) en agitacién a 37°C y se dejé incubar hasta que alcanz6
0.4-0.6 de Agoo. Después de reposar en hielo 15 minutos, las bacterias se centrifugaron a 5,000
rpm por 10 minutos y la pastilla se resuspendié en 2.5 ml de agua helada. Luego se afiadio el
mismo volumen de agua respecto al de LB del que se partié y se realiz6 una segunda
centrifugacion en las mismas condiciones que la anterior. La nueva pastilla se resuspendi6 en
2.5 ml de agua helada y se afiadié la mitad del volumen de agua respecto al inicial de LB. Se
repitié la centrifugacion y la pastilla se resuspendio ahora en 10 ml de glicerol frio al 10%. La
mezcla se transfirid a tubos Falcon de 50 ml y se centrifugé 10 minutos a 5,000 rpm. La
pastilla obtenida se resuspendié en 2-3 ml de glicerol al 10% para finalmente dividirla en
alicuotas de 40 ul que se preservaron a -70°C.

Para calcular la eficiencia de las células preparadas, se realiz6 la electroporacion
(protocolo descrito mas adelante) de 40 ul de células DH5a. con 1 ng de un vector control de
alto nimero de copias (vector PKS). Diez ul de la reaccion de transformacion se mezclaron
con 990 ul de medio SOC (dilucién 1:1000) y se espatularon 100 ul de esta mezcla en cajas de
LB suplementado con ampicilina (100 pug/ml). Se incubaron las cajas a 37°C durante toda la
noche y, al dia siguiente se hizo el conteo de las colonias generadas. El célculo de la

eficiencia se hizo empleando la siguiente formula:
# de cfu en caja control 103 ng dilucion fina
ng de vector superenrollado espatulado 1ug

Finalmente, se eliminaron las sales presentes en las reacciones de ligacion de la manera

previamente descrita, y el DNA precipitado se resuspendio en 10 ul de agua bidestilada estéril.
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B2. Electroporacidn y seleccién de células transformantes
Las celulas electrocompetentes DH5a se transformaron utilizando 5 pl de la reaccion

de ligacidn libre de sales. Cada reaccion de transformacion se realizo de la siguiente manera:
una vez mezclados los 5 ul de reaccidn de ligacion con una alicuota de 40 ul de células
competentes, éstos se incubaron 30 minutos en hielo. Luego, la mezcla se paso a una celda de
electroporacion fria y se sometié a un choque eléctrico instantaneo de 1.8 mV en un
electroporador (Micropulser, BioRad), colocandose enseguida en hielo. Luego se adiciond 1
ml de medio SOC (medio SOB suplementado con MgCl, 2 mM y Glucosa 2 mM) a
temperatura ambiente y la nueva mezcla se dejo crecer a 37°C por una hora con agitacion
constante. Transcurrido ese tiempo, se espatularon 100 ul de estas bacterias y 100 ul de una
dilucion 1:10 sobre cajas de LB suplementadas con kanamicina (50 pug/ml), en donde ademas
se habia adicionado IPTG 4 mM como inductor y X-Gal 1.6 mg/ml. Se dejaron crecer las
células toda la noche a 37°C y al dia siguiente se hizo la seleccion de colonias blancas
(positivas). Como control negativo se electroporaron 5 ul de una reaccion de auto-ligacion del

vector pCR2.1, es decir, donde no se adiciono producto de PCR alguno.

C. Analisis de células transformantes
Luego de haber seleccionado las colonias blancas que presumiblemente llevaban el

inserto de interés, éstas se analizaron mediante PCRs de colonia. Este método consistio en
tomar 15 colonias blancas de manera independiente con ayuda de una punta para micropipeta,
inocularla en una caja de LB-kanamicina con IPTG 4 mM y X-Gal 1.6 mg/ml, y el resto
disolverlo en una mezcla de reaccion de PCR. Cada reaccion de PCR se realiz6 en un volumen
final de 10 ul. Inicialmente se prepard un “cocktail” general de mezcla de reaccién de PCR
gue contenia las proporciones antes descritas para cada componente, empleandose como
oligos para la amplificacion M13-Reverse y M13-Forward, cuyas secuencias se muestran mas
adelante. Las condiciones de PCR utilizadas fueron: un ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos
de: 45 segundos a 92°C, 45 segundos a 55°C y 45 segundos a 72°C; finalmente 7 minutos a
72°C y mantenimiento de la reaccion a 4°C. Por altimo, las reacciones de PCR se resolvieron
en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio. Mientras las cajas inoculadas se
incubaron a 37°C durante toda la noche y se almacenaron a 4°C para su uso posterior.
Secuencias de oligos M13:  M13-Reverse (5’- CAGGAAACAGCTATGAC- 37)
M13-Forward (5* -GTTTTCCCAGTCACGAC- 3’)
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Purificacién de plasmidos

Los plasmidos se aislaron a partir de 3 ml de cultivo de bacterias inoculado con una de
las colonias positivas previamente seleccionada a través de reacciones de PCR para comprobar
la presencia del plasmido con el inserto de interes; cada cultivo se crecié con agitacion por
toda una noche a 37°C. Se escogieron dos clonas distintas para cada una de las cuatro
construcciones que codifican para las proteinas hibridas de TTDA y ORF2 con sus etiquetas
respectivas, tanto en su extremo amino como en el carboxilo. Se prepararon cultivos
bacterianos en 5ml de medio liquido LB suplementado con kanamicina (50 ug/ml), 3 ml se
emplearon para el andlisis de los plasmidos recombinantes y los 2 ml restantes para preparar
concentrados de glicerol de cada clona bacteriana para almacenamiento prolongado a -70°C.
Dichos concentrados contenian 180 ul de glicerol y 850 ul de cultivo bacteriano de toda la
noche.

Todos los plasmidos se obtuvieron siguiendo el protocolo del manual de purificacion
para plasmidos de “Qiagen Plasmid Mini kit” (Qiagen). Las bacterias de cada cultivo se
precipitaron mediante centrifugacion por 5 minutos a velocidad maxima en una
microcentrifuga, a temperatura ambiente. La pastilla obtenida se resuspendié por completo en
300 pl de buffer P1 suplementado con RNasa A, luego se adicionaron 300 ul de buffer P2
(solucion de lisis), se mezclo por inversion y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. El
SDS presente en el buffer P2 disuelve los fosfolipidos y proteinas componentes de membrana
permitiendo la lisis y la liberacion del contenido celular; ademas, esta solucién contiene NaOH
que desnaturaliza el DNA de los cromosomas y plasmidos presentes, asi como a las proteinas,
por ello, el tiempo 6ptimo de reaccién es el que permite que se libere el DNA plasmidico y no
el cromosomal, y minimiza la exposicion de DNA plasmidico a las condiciones
desnaturalizantes; por otro lado, el mezclar suavemente (no utilizando vértex) la reaccion de
lisis previene la contaminacion de DNA plasmidico con DNA cromosomal (Manual Qiagen).

El lisado viscoso obtenido se neutralizd con 300 ul de buffer P3 frio, se mezcld
nuevamente por inversion y, la mezcla se incubd 5 minutos en hielo. Con ésto se asegura la
precipitacion completa del detergente SDS para evitar que inhiba la unién del DNA a la
resina; ademas, los complejos de detergente y sal que se forman atrapan las proteinas

desnaturalizadas, el DNA cromosomal y los restos celulares (Manual Qiagen). Como el DNA
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plasmidico es mas pequefio y covalentemente cerrado, se renaturaliza correctamente y se
mantiene en solucion.

Una vez realizada la reaccion de neutralizacion, la muestra se centrifugé 10 minutos a
maxima velocidad en una microcentrifuga. Mientras tanto, las columnas Qiagen-tip 20 se
equilibraron conl ml de buffer QBT. Luego, el sobrenadante producto de la centrifugacion, se
retird del tubo con ayuda de una micropipeta, se coloco en la columna y se permitio su entrada
a la resina. Después se hicieron 4 lavados de cada columna con 1 ml de buffer QC (solucién
de lavado), el cual contiene NaCl 1 M que elimina cualquier contaminante pero no afecta la
uniéon del DNA con la resina, a su vez rompe interacciones inespecificas y elimina las
proteinas que pueden unir acidos nucleicos; la baja concentracion de alcohol en el buffer de
lavado también elimina interacciones hidrofdbicas inespecificas.

Finalmente se realizo la elucion del DNA plasmidico que se habia unido a la resina de
la columna. Se utilizaron 800 pul de buffer QF, que contiene NaCl 1.25 M a pH 8.5. El DNA
eluido se desal6 y se concentré por precipitacion con 560 ul de isopropanol a temperatura
ambiente. Luego se centrifugd 30 minutos a méxima velocidad en una microcentrifuga y el
sobrenadante se decant6 cuidadosamente. La pastilla de DNA obtenida se lavd, dos veces, con
100 ul de etanol al 70% a temperatura ambiente y una centrifugacién a maxima velocidad por
5 minutos; esto remueve sales residuales y remplaza el isopropanol con etanol, que es mas
volatil y facil de eliminar. La pastilla se dejé secar por 5 minutos y se resuspendié en 50 ul de
agua bidestilada estéril. La calidad de DNA plasmidico recuperado se cuantifico en un gel de
agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio y se cuantificd por lectura de Az en un

espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer).

Verificacion de plasmidos

A. Analisis de restriccion
Una vez aislados los plasmidos se verificd que fueran los correctos mediante un

analisis de restriccion y mediante reacciones de secuenciacion. Para el analisis de restriccion
se realiz6 una reaccion de digestion con la enzima EcoR | (Roche), de forma que se liberara
del plasmido pCR2.1 un fragmento de DNA cuya longitud coincidiera con el nimero de pares

de bases (pb) de las secuencias que codifican para las proteinas hibridas, mas 16 pb

-25 -



adicionales hasta el sitio de corte para EcoR I. La reaccion de digestion contenia: 2.5 ul de
buffer H 10X, 1 ug de DNA plasmidico y 1 U de enzima EcoR I, todo en un volumen final de
25 ul. Cada reaccion se dejé incubar por 3-4 horas a 37°C. Después de ese tiempo, cada

reaccién se separ6 en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

B. Secuenciacion
Una vez corroborada la presencia de los insertos obtenidos por PCR en el plasmido fue

necesaria la secuenciacion de éstos para: (1) confirmar que no existiera ninguna mutacion
puntual en su secuencia de nucledtidos que ocasionara modificaciones en la secuencia de
aminoéacidos de las proteinas hibridas, y (2) conocer la orientacién del inserto.

Las muestras para secuenciacion se prepararon como lo indica la Unidad de Secuencia
del Instituto de Biotecnologia, UNAM: a 500-750 ng de DNA plasmidico se afiadieron 5 pmol
del oligo especifico (complementarios a los extremos 5’ 0 3’ de la secuencia de DNA que

codifica para la proteina hibrida en cuestién) y la mezcla se llevo a un volumen final de 16 pl.

Subclonacién de los productos de PCR en vectores de expresion especificos

de mosca

Para la construccién de los vectores de expresion especificos para Drosophila
melanogaster, los DNAs sintetizados y clonados en el vector de pCR2.1 que codifican para las
proteinas hibridas TTDA con etiqueta de 6His y ORF2 con etiqueta de Myc, fueron tratados
con la combinacién adecuada de endonucleasas de restriccion que permitieran su insercion en
los vectores de expresion pUAST (DGRC) y pCaSpeR""®* (DGRC*). Los fragmentos
producidos por la digestion enziméatica (producto de PCR con secuencias especificas de
restriccion en sus extremos) fueron separados en un gel de agarosa al 1.5% y purificados con
el kit “Qiaex II” (Qiagen) siguiendo el protocolo previamente descrito. Una vez purificados
los insertos digeridos se combinaron con el vector de expresion deseado, previamente digerido
con la misma combinacion de enzimas que el inserto especifico, y se trataron con T4 DNA
ligasa. Los productos de la mezcla de ligacion y de las mezclas control (vectores auto-ligados
en ausencia de inserto) se introdujeron en células competentes de E. coli DH5« con el
protocolo de electroporacion ya descrito. Las células transformantes se caracterizaron para

corroborar la presencia del inserto de interés y, finalmente se secuenciaron. A continuacion se
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describen detalladamente cada uno de los pasos utilizados para la subclonacion de los
productos de PCR en los vectores de expresion de mosca.

Es importante mencionar que los vectores de expresion utilizados para la generacion de
estas moscas transgénicas son capaces de inducir dos tipos de expresion del transgen: (1)
expresion constitutiva, debida al promotor HSP83 presente en el vector pCaSpeR™"%, ¢ (2)
expresion dirigida en determinados tejidos, debida al promotor HSP70 bajo el control del
sistema UAS/GALA4 presente en el vector pUAST (Figura 7.3).

(a)

—
A—E e
=l=-4——’ Transgen

= §X
—
—_
5X
% UAS . Transgen

Figura 7.3. Expresion del transgen segun el tipo de vector de expresion utilizado
para la generacion de las moscas transgénicas. (a) Expresion basal continua del
transgen en las moscas generadas con el vector pCaSpeR"P® debido a la
presencia del promotor constitutivo HSP83. (b) Expresion dirigida del transgen en
los tejidos donde esta presente la proteina GAL4, que funciona como activador de
la transcripcion cuando reconoce la secuencia UAS (upstream activating
sequence). El vector pUAST posee el promotor HSP70 y cinco copias de la
secuencia UAS.
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A. Verificacion de sitios Unicos de restriccion deseados en los vectores de expresion
Una vez seleccionada la combinacion de las dos endonucleasas de restriccion que
permitan la clonacién dirigida de los insertos de interés en los vectores pUAST vy

HSP83
R

pCaSpe , se analizd que éstas tuvieran sitios Unicos de corte en los vectores y que no
existiera sitio de corte dentro de la secuencia de los insertos; este analisis se hizo con la ayuda
del programa NEBcutter (disponible en la direccion electronica http://tools.neb.com/
NEBcutter2/index.php). Posteriormente se verificd la informacion obtenida, a través de
reacciones de digestion independientes con cada una de las enzimas de restriccion
seleccionadas para 1 ug de cada vector. Las enzimas utilizadas para cada vector fueron:

~ Para pUAST: Not | (Biolabs) y Kpn | (Roche)

~ Para pCaSpeR"™"®%: Xho I, BamH | y EcoR | (todas de Roche)
Cada reaccion de digestion se realizo en un volumen final de 25 pul, se emplearon 2.5 ul del
buffer 10X adecuado [NE buffer 3 para Not | (Biolabs), buffer L para Kpn I (Roche), buffer B
para BamH | (Roche), buffer H para Xho | y EcoR | (Roche)], 2.5 ul de BSA 10X para
digestiones con Not I y Kpn I, y 2 U de enzima. Se incubaron toda la noche a temperatura

ambiente y al dia siguiente se separaron en un gel de agarosa al 1.5%.

B. Digestiones de vectores de expresion e insertos

B1. Primera Digestién

Cada uno de los plasmidos pCR2.1 (portadores de una de las cuatro construcciones que
codifican para las proteinas hibridas de interés), asi como ambos vectores de expresién, fueron
digeridos con la primera enzima de restriccion como se indica en la Tabla 1. Para el caso de
los vectores de expresion, cada reaccion de digestion se prepard con 4 ug de vector pUAST o
pCaSpeR""®% 10 ul de buffer 10X adecuado para cada enzima y 5 U de endonucleasa de
restriccion; el volumen final fue de 100 ul. Para los vectores pCR2.1 las reacciones se
prepararon con 3 pug de DNA del vector, 5 ul de buffer de digestion 10X y 4 U de enzima, en
un volumen final de 50 ul. Todas las reacciones de digestion se incubaron a 37°C por 3 horas.
Después de este tiempo, la digestion se corrobord separando 2 pl de reaccidn en un minigel de
agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio.

Posteriormente, el DNA presente en la reaccion de digestion restante (excepto para los
vectores pCR2.1 digeridos con EcoR I) se recuperd mediante una extraccién fenol-cloroformo-
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isoamilico (FCI) que consistio en agregar 1 volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico,
con respecto al volumen original. Se mezclé por inversion y después se centrifugd a 14,000
rpm por 10 minutos a 4°C en una microcentrifuga; con ésto se separa la fase acuosa (que
contiene el DNA) de la organica (que contiene las proteinas). En un nuevo tubo Eppendorf se
recuper0 la fase acuosa y se precipitd por la adicion de 2 volimenes de etanol absoluto
respecto al volumen recuperado; luego de mezclar por inversion, se agregd 1/10 de volumen
de acetato de sodio 3M a pH 5.3 y se dejo la mezcla a -20°C toda la noche. Al dia siguiente se
centrifugd la mezcla (a 14,000 rpm, 1 hora a 4°C) para obtener la pastilla de DNA, la cual fue
lavada dos veces con 100 ul de etanol al 70% para eliminar las sales presentes,
centrifugdndose a 14,000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, cada vez. Se decanto el
etanol y la pastilla se secé por 5-10 minutos y se resuspendié en 100 ul de agua bidestilada
estéril para los vectores pUAST y pCaSpeR™"® digeridos, y en 20 pl para los vectores
pCR2.1. La calidad del DNA digerido purificado se verifico en un minigel de agarosa al 1%

teflido con bromuro de etidio.

B2. Segunda digestion
El DNA digerido y purificado de los vectores de expresion pUAST y pCaSpeR"™"%,

asi como el de los vectores pCR2.1 se sometié a una segunda digestion con endonucleasas,
como se indica en la Tabla 1. Cabe mencionar que s6lo aquellos vectores digeridos con la
enzima EcoR | no fueron sometidos a esta segunda digestion, pues el inserto fue liberado en
un solo paso de digestion debido a que en el vector pCR2.1 el producto de PCR insertado
gueda flanqueado por sitios de restriccién EcoR 1. Las reacciones de digestion de los vectores
de expresion se realizaron en un volumen final de 100 ul y la mezcla de reaccion contuvo 70
ul del DNA de la primera digestion, 10 ul de buffer 10X adecuado para cada enzima (BamH |
o Kpn 1) y 5 U de endonucleasa. Las reacciones de digestion de los vectores pCR2.1 se
realizaron en un volumen final de 50 ul llevando todo el DNA recuperado de las primeras
digestiones, 5 ul de buffer de digestién 10X adecuado y 4 U de enzima. Todas las reacciones
de la segunda digestién se incubaron bajo la misma condicién que las de la primera digestion.
El resultado de esta digestion se corroboré separando 3 ul de reaccién en un minigel de

agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio.
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Tabla 1. Dindmica de digestién para la subclonacién de productos de PCR en
vectores de expresion de mosca.

Vector Primera Digestion ~ Segunda Digestion ~ Vector de expresion ‘destino’
pUAST Not | Kpn | ==
pCaSpeR"s8 EcoR | By e
pCaSpeR™5"% BamH | Xho | ---
pCR2.1 con p8-6His Not | Kpn | pUAST
pCR2.1 con p8-6His BamH | Xho | pCaSpeR™"%
pCR2.1 con 6His-p8 Not | Kpn | pUAST
pCR2.1 con 6His-p8 BamH | Xho | pCaSpeR"8
pCR2.1 con ORF-Myc Not | Kpn | pUAST
pCR2.1 con ORF-Myc EcoR | By pCaSpeR"8
pCR2.1 con Myc-ORF Not I Kpn | pUAST
pCR2.1 con Myc-ORF EcoR | s pCaSpeR"8

El DNA doblemente digerido de los vectores pUAST y pCaSpeR™"% se defosforil6
empleando la fosfatasa alcalina de camardn (SAP, shrimp alkaline phosphatase; Roche), que
cataliza la eliminacion de los fosfatos 5’ del DNA. En el mismo tubo donde se llevo a cabo la
reaccién de digestion se adicionaron 10 ul de buffer de defosforilacion 10X y 10 ul de enzima
SAP. La reaccion se incub6 30 minutos a 37°C y después se llevo 20 minutos a 65°C con lo
gue se consigue la inactivacién completa e irreversible de SAP. Posteriormente se recupero el
DNA digerido mediante una extraccion FCI de la manera ya descrita.

Por su parte, el DNA del resto de reacciones de digestion de los vectores pCR2.1,
incluyendo el de la digestion con EcoR | (de la primera y Unica digestion), se purificd
siguiendo el protocolo de extraccion en gel “Qiaex II” (Qiagen), detallado anteriormente. Este
DNA corresponde a los fragmentos que incluyen las secuencias de las proteinas hibridas. Para
la extraccion del DNA, fue necesario que toda la reaccion de digestion se cargara en un gel de
agarosa al 1.5% y se aislaran las bandas correspondientes. Se utilizaron 25-30 ul de perlas y se

realizaron dos eluciones de cada pastilla de perlas, la primera con 25-40 ul de agua bidestilada
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estéril y la segunda con 13-20 ul segln el caso. La cantidad del DNA digerido obtenido se

verificd en un minigel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

C. Reaccidn de ligacion
Para las reacciones de ligacion se considerd una relacion final de 3 : 1 (inserto :

vector). Cada reaccion de ligacion se realizé en un volumen final de 20 ul llevando 5U de la
enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen). Las reacciones se incubaron en un termociclador a una
temperatura de 14°C durante toda la noche. Al dia siguiente se eliminaron las sales de las
reacciones de ligacion de la manera ya descrita. La pastilla de DNA obtenida se resuspendio

en 10 ul de agua bidestilada estéril.

D. Electroporacion
Empleando la misma técnica detallada para la clonaciéon en pCR2.1, se electroporaron

alicuotas de 40 pl de células DH5a con 5 pl de ligacion limpia. Como controles negativos se
electroporaron 5 pul de reacciones de auto-ligacion de los vectores defosforilados. Luego de la
recuperacion de las células electroporadas en medio SOC, se espatularon 100 y 150 ul de la
mezcla de recuperacion, asi como 100 ul de una dilucion 1:10 de dicha mezcla, en cajas de LB

suplementadas con ampicilina (100 ug/ml). Se dejaron crecer las células toda la noche a 37°C.

E. Analisis de células transformantes
Se seleccionaron 20-25 colonias candidato para analizarse por la técnica de PCRs en

colonia, ya descrita. ElI volumen de cada reaccion de PCR fue de 10 ul. Para las clonas de
pUAST se emplearon oligos especificos, complementarios a los extremos 5’ y 3’ de los

insertos. Para aquellas clonas en pCaSpeR"HP®?

se utilizd como oligo 5’ el hsp83-5" que es
complementario a una secuencia del vector que esta rio arriba el sitio de insercion, y como
oligo 3’, se empleo el especifico segun la secuencia del inserto presente.

~ Lasecuencia del Oligo hsp83-5’ es: (5’-CGATACCGTCGACCTCGAG- 3’)
Las condiciones de PCR utilizadas fueron las mismas para las PCR de colonia para el vector
pCR2.1: un ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de: 45 segundos a 92°C, 45 segundos a 55°C
y 45 segundos a 72°C; 7 minutos a 72°C y mantenimiento de la reaccion a 4°C. Las reacciones

de PCR se resolvieron en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.

-31-



F. Purificacion y verificacion de plasmidos

Se prepararon cultivos bacterianos en 5ml de medio liquido LB suplementado con
ampicilina (100 pug/ml), 3 ml fueron utilizados para purificar el DNA plasmidico siguiendo el
protocolo de “Qiagen Plasmid Mini kit” (Qiagen); se escogieron dos clonas distintas para cada
construccion. Los restantes 2 fueron empleados para hacer concentrados de glicerol de cada
clona bacteriana para su almacenamiento prolongado a -70°C.

La pastilla de DNA obtenida se resuspendié en 50 ul de agua bidestilada estéril. La
calidad y cantidad de DNA plasmidico recuperado se observé mediante un gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. También se hizo una cuantificacion del DNA a través de la
determinacion de la Azgo €n un espectrofotometro.

Para asegurase que los plasmidos purificados fueran los correctos, se hizo un analisis
de restriccion mediante la digestién con la endonucleasa EcoR | (Roche) que ocasionara la
liberacion del inserto codificante para la proteina hibrida especifica. Las reacciones de
digestion se hicieron en un volumen final de 25 pl, con la composicién descrita previamente
para el caso de plasmidos pCR2.1, y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.
Finalmente, cada reaccién se resolvid en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio.

Confirmada la presencia del inserto de interés en los plasmidos purificados se
prepararon reacciones de secuenciacion para cada uno. Se emplearon, segun el caso especifico
del inserto presente, los oligos p8-5°, p8-3’, ORF-5" u ORF-3’ para secuenciar los vectores

pUAST; mientras que para la secuenciacion de los vectores pCaSpeR™"8

se empled el oligo
hsp83-5’. La secuenciacion de las muestras se llevd a cabo en la Unidad de Secuencia del
Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Una vez obtenida la secuencia de cada clona, se analizd detalladamente: (1) que no
existiera mutacion alguna en la secuencia de la proteina hibrida, (2) que estuvieran presentes
los sitios de restriccion del poly-linker del vector de expresion, y (3) que el coddn de inicio de

la secuencia de interés quedara en fase con el promotor del vector de expresion.
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Obtencidn de las lineas de moscas transgénicas

Las moscas transgénicas utilizadas en este trabajo se produjeron a través de la

compafiia Genetic Services, Inc., siguiendo el protocolo estandar de microinyeccion

(Spradling y Rubin, 1982). Para establecer las lineas independientes que expresaran las

proteinas hibridas, una vez recibidos los embriones inyectados con el DNA plasmidico

correspondiente, se siguio el esquema de cruzas de la Figura 7.4. Para determinar el sitio de

insercion de cada transgen en los cromosomas de las moscas se siguid un esquema de cruzas

alternativo, sefialado en la Figura 7.5.

FO

F1

F2

F3

F4

1 6\ W1118 62 9 W1118
Ojos blancos

1963

Ojos blancos

13 WHE 62 Q W :
Ojos blancos De la cruza de & de F1 con ojos de

color, aquéllos que lleven el transgen
en el cromosoma X so6lo tendran
progenie & con ojos blancos

1964

Sélo ojos de color

59 T+ 54T+

4+— X 44— X 44— X

5T+ x 5d3+/Y

5@ TIT x 58T/ l Ojos blancos

|

od TT 52 T/+ x 58TI/Y
Ojos de color l
Linea homéciga 50TYT x 54 TY

en cromosoma 2 6 3 Ojos de color

Linea homdciga
en cromosoma X

T* simboliza el transgen

Figura 7.4. Esquema de cruzas para establecer las lineas transgénicas
independientes que expresen las proteinas hibridas p8 y ORF2 fusionadas a una
etiqueta de 6His y Myc, respectivamente.
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FO 1268 x 13WHBe2QwHB
Ojos blancos Ojos blancos
F1 1964 x 13WHP62QwH®E
Sélo ojos de color Ojos blancos
F2 54T+ x 59 Cy/Sp; Sb/Ubx
Ojos de color Ojos blancos
F3 (a) Q03 Cy/T;Sb/+ x Q04 Sp/TT; Ubx/+
0
Q04 Cy/T"; Ubx/+ x Q068 Sp/T"; Shi+
F4 (a) Si el transgen esta en el Cromosoma 2
Progenie indicadora Progenie seleccionada
Q4 Cy/Sp con ojos blancos Q4 T'ICy; +I+ Ojos de color
T'/Cy; Ubx/+
T'/Cy; Sh/+
T+/Cy; Sh/Ubx
O bien,
F3 (b) Q04 Cy/+;Sh/IT" x Q68 Sp/+; Ubx/T"
0
Q64 Cyl+; Ubx/T" x Q068 Sp/+;Sh/T*
F4 (b) Si el transgen esta en el Cromosoma 3

Cruza entre hermanos que
tengan ojos de color.

Cruza entre hermanos que
tengan ojos de color.

Progenie indicadora

Progenie seleccionada

Q34 Sh/Ubx con ojos blancos

Q3 +/+; T'/ Ubx
Cy/+; T/ Ubx
Cy/Sp; T*/ Ubx
Sp/+; T*/Ubx

Q3 +/+; T'/Sb
Cy/+; T’/ Sb
Cy/Sp; T*/ Sb
Sp/+; T/ Sh

Ojos de color

T* simboliza el transgen

Cy es el reportero del balanceador del cromosoma 2; Sb y Ubx, los del cromosoma 3.

Figura 7.5. Esquema de cruzas para determinar el sitio de insercion del transgen
que codifica para las proteinas hibridas p8 y ORF2, en las lineas transgénicas

obtenidas.
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Analisis de la expresion del transgen en lineas homocigas

El criterio de seleccién de las lineas de moscas a evaluar fue el color de ojos. Una
intensa coloracion roja en los ojos de las moscas sugiere que la zona de inserciéon del gen
reportero white y, probablemente del transgen, pudiera favorecer una mejor expresion de
ambos. Inicialmente, se escogieron lineas homocigas independientes de cada construccién
hecha con el vector pCaSpeR™" que cumplieran con este criterio. Luego, en estas lineas se
analizd la presencia del RNA mensajero que codifica para cada proteina hibrida utilizando la
técnica de transcripcion reversa y PCR (RT-PCR) y se verificd la expresion de la proteina

mediante ensayos de Western blot.

A. Analisis de la expresion del RNA mensajero correspondiente a las proteinas hibridas.
Al. Aislamiento del RNA total

Debido a que un factor critico en el aislamiento de RNA es la inactivacion de las
ribonucleasas endogenas presentes en el tejido del que se obtiene dicho RNA, se utilizd
TRIZOL (Invitrogen) para lisar las células del tejido de la mosca. Este reactivo, que es una
solucion monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina, mantiene la integridad del RNA
eliminando cualquier actividad residual de RNasa, mientras lisa las células y disuelve los
demas componentes celulares (Chomczynski, 1987).

Se recolectaron 50 moscas adultas, se depositaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
adicion6 1 ml de TRIZOL, incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente (T.A.).
Después, se homogenizé la mezcla con ayuda de un teflon de vidrio (dounce) y el
homogenado se centrifugd por 10 minutos a 12,000 x g a 4°C. EIl sobrenadante se pasé a un
tubo nuevo y se adicionaron 0.2 ml de cloroformo; se agitd a mano vigorosamente por 15
segundos y se incub6 3 minutos a T.A. Luego, se centrifugd por 15 minutos a no mas de
12,000 x g a 4°C. La fase acuosa superior se transfirio a un tubo nuevo y el RNA presente se
precipitd adicionando 0.5 ml de alcohol isopropilico, incubando 10 minutos a T.A. y
centrifugando por 10 minutos a 12,000 x g a 4°C. La pastilla de RNA obtenida se lavo con 1
ml de 75% etanol en agua DEPC (dietil pirocarbonato 0.1%), se mezcld por voértex y se
centrifugd 5 minutos a no méas de 7,500 x g a 4°C. Finalmente, se dejé secar brevemente la

pastilla y se disolvid incubandola 10 minutos a 55-60°C en 30-50 ul de agua DEPC.
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Posteriormente, con la finalidad de analizar la calidad del RNA obtenido, se prepar6 un
gel desnaturalizante para RNA. Brevemente, se disolvieron 0.4 g de agarosa en 42.5 ml de
buffer MOPS 1X (20 mM MOPS, 5 mM Acetato de sodio, 1 mM EDTA, pH 7.0). Una vez
fundida la agarosa, se afiadieron 2.5 ml de 37% formaldehido. Las muestras de RNA se
prepararon de la siguiente manera antes de cargarlas en el gel: a cada una se afiadieron 2 pul de
buffer de carga (750 ul formamida, 150 ul MOPS 10X, 240 ul formaldehido, 100 ul agua
DEPC, 100 ul glicerol, 80 ul 10% azul de bromofenol), se calentaron durante 10 minutos a

65°C y por ultimo, se adiciono 1 pul de 0.1M de Bromuro de etidio.

A2. Retrotranscripcion
Ademas de que el RNA utilizado para generar cDNA no debe estar degradado, es

importante que esté libre de DNA. Para asegurar esto ultimo, cada muestra de RNA obtenida
pasé por un tratamiento con DNasa, indicado a continuacion. A 5-10 pg del RNA total se
adicionaron 5 ul de buffer para DNasa 10X (400 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM MgSO,, 10
mM CacCl,), 1 ul DNasa libre de RNasa (Roche), 0.2 wl DTT 0.1 M y 1 ul de Inhibidor de
RNasa (Invitrogen). La mezcla se incub6 por 30 minutos a 37°C. Luego, se afiadio 1 ul de
EGTA 20 mM pH 8.0 y se incub6 por 10 minutos a 65°C.

Posteriormente, para llevar a cabo la sintesis del cDNA se tomaron 10 ul del RNA
total libre de DNA, se agregd 1 ul de oligo-dT (Invitrogen) y 1 ul de la mezcla de los 4
desoxinucleodtidos (10 mM de cada uno) y, se incubd por 5 minutos a 65°C en un
termociclador. Inmediatamente se paso a hielo y se afiadieron: 4 ul de buffer de incubacién de
la enzima (First strand buffer, Invitrogen), 2 ul DTT 0.1 M y 1 ul de Inhibidor de RNasa. Esta
nueva mezcla se incub6 por 2 minutos a 37°C. Finalmente se afiadié 1 ul de la enzima
transcriptasa reversa (M-MLV, Invitrogen) y se incubd 1 hora a 37°C. Para detener la reaccion

se incubo por 15 minutos a 65°C.

A3. PCR a partir del cDNA
La finalidad de haber aislado el RNA total de las moscas transgénicas es verificar la

expresion de los genes que codifican las proteinas hibridas de interés. Haciendo uso de la
técnica de PCR, se analiz6 cualitativamente la presencia de los transcritos de dichos genes.
Para corroborar que en la preparacion del RNA (y por lo tanto del cDNA) no existiera

contaminacion alguna con DNA, se realizaron reacciones de PCR utilizando un par de
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oligonucleotidos (disefiados por la Dra. Viviana Valadez Graham) complementarios a
secuencias de dos exones que flanquean un intron del gen Rp49. Esto permite detectar, segun
el tamafio de la secuencia amplificada, si existe contaminacion con DNA. Cada una de estas
reacciones de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl, utilizando 2 pl del cDNA
obtenido como DNA molde. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de 5 minutos a 94°C, 27
ciclos de: 50 segundos a 92°C, 45 segundos a 55°C y 50 segundos a 72°C vy, por ultimo, 7
minutos a 72°C y mantenimiento de la reaccion a 4°C. Cada producto de PCR fue separado en
un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Una vez garantizada la ausencia de DNA, se llevaron a cabo las reacciones de PCR con
el par de oligonucle6tidos que permitiera la amplificacion especifica del cDNA de interés. De
este modo se empled el oligo hsp83-5" (complementario a una secuencia del vector que esta
rio arriba del sitio de insercion del transgen) y como oligo 3’ el complementario a la secuencia
del gen de cada proteina hibrida. El volumen final de las reacciones de PCR fue de 50 pl,
usando 2 ul de cDNA. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de 5 minutos a 94°C, 30
ciclos de: 45 segundos a 92°C, 45 segundos a 55°C y 45 segundos a 72°C vy, por ultimo, 7
minutos a 72°C y mantenimiento de la reaccion a 4°C. Cada producto de PCR fue separado en
un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. La ausencia o presencia del fragmento

esperado indico la presencia o ausencia de expresion del transcrito de interés.

B. Analisis de la expresion de las proteinas hibridas

B1. Preparacion de extractos proteicos de mosca.
Para analizar si las proteinas hibridas disefiadas se expresaban suficientemente en las

RMSP8 se obtuvieron

moscas transgénicas construidas con el vector de expresion pCaSpe
extractos de proteina de organismos adultos de varias lineas homécigas como se describe a
continuacion. Se seleccionaron 50 individuos adultos (25 hembras y 25 machos) de distintas
lineas transgénicas independientes, correspondientes a cada una de las cuatro construcciones
hechas en dicho vector de expresion (6His-p8, p8-6His, Myc-ORF y ORF-Myc). Estas moscas
se introdujeron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se lavaron con agua estéril; luego, el tubo
con las moscas se depositd en nitrogeno liquido. Posteriormente, las moscas se homogenizaron
con ayuda de un teflon de vidrio (dounce) en buffer de homogenado (250 mM Sacarosa, 50

mM Tris pH 7.5, 25 mM KCI, 5 mM MgCl,, 25 mM EDTA) por un minuto aproximadamente.
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Para eliminar los restos de cuticula, el homogenado se pasé por fibra de nylon previamente
esterilizada y al filtrado se adiciond SDS para obtener una concentracion final aproximada de
1%. Después, la mezcla se centrifugé por 10 minutos a 10,000 x g a 4°C, eliminando los
detritos aln presentes. Con ayuda de una pipeta se elimin6 el sobrenadante, el cual se guardo
en un tubo Eppendorf limpio a -20°C; una pequefia alicuota se separ0 para la cuantificacion de

las proteinas contenidas en el extracto.

B2. Cuantificacion de proteina.
Para determinar la cantidad de proteinas solubles contenidas en cada extracto obtenido

de las moscas transgénicas se empled el kit “Protein Assay” (Bio-Rad), el cual, se basa en el
método Bradford. Para esta cuantificacion se preparan cuatro diluciones de una proteina
estandar (Albumina de suero bovino, BSA) y dos diluciones de cada extracto de mosca.
Luego, a 800 ul de cada dilucion se adicionan 200 nl del reactivo, se mezclan vigorosamente y
se incuban a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente, se mide la absorbancia a 595
nm con ayuda de un espectrofotdmetro. Finalmente, con los valores de absorbancia obtenidos
se realiza una curva estandar de concentracion, graficando la D.O.sgs contra la concentracion
conocida de BSA (ug/ml); luego se obtiene la regresion lineal de la curva. Para calcular la
cantidad de proteina de las muestras, se sustituyen, en la ecuacion de la recta, los valores de

absorbancia obtenidos.

B3. Experimentos tipo Western
Los experimentos tipo Western incluyen la solubilizacion y la separacion

electroforética de proteinas, asi como la transferencia cuantitativa y la unién irreversible de
éstas a una membrana. Esta técnica permite identificar la presencia de proteinas blanco
utilizando anticuerpos especificos que reconocen antigenos en ellas.

Cabe mencionar que antes de realizar estos ensayos con los extractos proteicos de las
moscas, se verificd que los anticuerpos primarios detectaran adecuadamente las etiquetas de
6His y Myc presentes en las proteinas de interés. Para ello se utiliz6 una muestra de una
proteina de fusion que posee ambas etiquetas (proteina H-NS/Myc/6His donada por Miguel
Angel de la Cruz Villegas, Laboratorio del Dr. Calva, IBT), y cuya deteccion habia sido
probada previamente con otros anticuerpos. El protocolo utilizado fue el mismo que se empled

con los extractos proteicos de las moscas transgénicas.
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B3.1 Separacion electroforética de proteinas por SDS-PAGE.
Para separar electroforéticamente las proteinas presentes en cada extracto de moscas se

utilizé un protocolo modificado basado en el método de Laemmli (Current Protocols in
Molecular Biology, 1999, 10.2A). Se realiz0 la electroforesis en una dimension bajo
condiciones desnaturalizantes (en presencia de 1% de SDS) para separar las proteinas segun su
tamano. Se empled una solucién de acrilamida/ bisacrilamida al 15% para preparar los geles
en que se separaron las muestras de cada extracto proteico. Se utilizd una camara de
electroforesis de Bio-Rad disefiada para geles verticales de 0.75 mm de grosor y como
solucion amortiguadora se empled buffer de Tris-glicina con SDS al 10%. 25-100 ug de
proteina correspondiente a cada muestra de extracto se mezclé con buffer de Laemmli 2X 6
4X 'y se calentaron a ebullicion por 5 minutos. Por su parte, en algunos ensayos se utilizé la
pastilla obtenida durante la preparacion de los extractos proteicos, la cual se mezcl6 con 50 pl
del buffer de Laemmli 2X y se calent6 a ebullicion por 5 minutos. Una vez calentadas las
muestras se mantuvieron en hielo mientras se iban colocando en el gel. Las condiciones de
electroforesis fueron 80 V por aproximadamente dos horas hasta que el colorante azul de
bromofenol alcanzara el borde inferior del gel separador. Como marcador pretefiido de peso
molecular se utiliz6 el Broad Range (Bio-Rad).

B3.2 Electrotransferencia
Una vez completada la electroforesis, se desensambl6 el gel y se elimind el gel

concentrador, mientras que el gel separador se equilibré en buffer de transferencia (25 mM
Tris-HCI, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8.3) por 30 minutos. Se utilizé una membrana de
nitrocelulosa con poro de 1 um de didmetro, la cual debe sumergirse en agua destilada antes
de equilibrarse en el buffer de transferencia por 10-15 minutos. Después de equilibrar el gel y
la membrana, se preparé el sandwich de transferencia en un recipiente lleno con el mismo
buffer de transferencia siguiendo el orden indicado a continuacion, de acuerdo a la direccién
que tiene la transferencia de proteinas cargadas negativamente (de catodo a anodo): esponja,
dos hojas de papel filtro, gel, membrana, dos hojas de papel filtro y esponja. Debe evitarse la
formacion de burbujas entre el papel filtro, el gel y la membrana. Las condiciones de la
transferencia electroforética de las proteinas, que se lleva a cabo desde el gel hasta la

membrana, fueron 80 mA durante toda la noche a 4°C y dos horas adicionales a 120-160 mA.
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Después de concluir con la transferencia se desensamblé el sdndwich en un recipiente
Ileno con agua destilada y, para verificar la eficiencia del proceso, el gel se tifi6 con azul de
Coomassie. Por otro lado, para determinar la transferencia de la muestra hacia la membrana,
una vez seca esta Gltima se realizé una tincion reversible con solucién de Ponceau S por 2-5

minutos. Luego se lavo la membrana con buffer PBS 1X.

B3.3 Inmunodeteccion
Para identificar las proteinas inmovilizadas en la membrana de nitrocelulosa se siguio

un protocolo de inmunodeteccion que permitiera la visualizacion por quimioluminiscencia de
las proteinas de interés. Primero, la membrana se blogued por una hora con una solucion de
10% de leche en polvo (Svelty acti-fibras 0% grasa) disuelta en buffer TBS con 0.1% Tween-
20 (TBST 0.1%). Posteriormente, se realizaron 5-6 lavados con TBST 0.1% a intervalos de 5
minutos. Luego, se incub6 la membrana con el anticuerpo primario en buffer de bloqueo (5%
leche en polvo en TBST 0.1%) por una hora. Se realizaron 5-6 lavados con TBST 0.1 % a
intervalos de 5 minutos y se incubd la membrana con el anticuerpo secundario en buffer de
bloqueo por una hora; dicho anticuerpo esta acoplado a la peroxidasa de rabano (HRP, horse
radish peroxidase). Finalmente se realizaron 5-6 lavados con TBST 0.1 % a intervalos de 5
minutos.

La concentracion empleada para los anticuerpos primarios fue la sugerida por los
fabricantes: 0.5 pg/ml para anti-Hisg (Roche, anticuerpo monoclonal de ratén) y 1 ug/ml para
anti-c-myc (Roche 9E10, anticuerpo monoclonal de ratdn). La concentracion del anticuerpo
secundario HRP-antilgG (Zymed, HRP Goat anti Mouse IgG+A+M) fue 0.05 pg/ml.

Para la deteccion quimioluminiscente de los antigenos especificos inmovilizados, que
fueron capaces de conjugarse a la HRP del anticuerpo secundario, se utilizé el reactivo ECL
Plus (Amersham Biosciences) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Una vez que
se equilibraron a temperatura ambiente los reactivos de deteccidn, se prepard una mezcla de
las soluciones A y B en una proporcion 40:1. Esta mezcla se vertié sobre la membrana y se
deja incubando por 5 minutos a temperatura ambiente, protegiéndose de la luz. Luego, se
elimino el exceso de reactivo de la membrana y se envolvio con plastico adherente (kleen-
pack) dejando la cara que lleva las proteinas hacia arriba, evitando la formacién de burbujas.
La membrana envuelta se coloco sobre una placa de revelado dejando la cara que lleva las

proteinas hacia arriba. Antes de cerrar la placa y, en ausencia de luz (puede utilizarse luz roja),
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se coloco una hoja de pelicula autorradiografica sobre la membrana. Para cada membrana se
realizaron 2-3 autorradiografias con tiempos de exposicion desde 2.5 hasta 15 minutos.
Después de transcurrido el tiempo de exposicion, se quitd la pelicula y se revel6
sumergiéndola 1-3 minutos en solucién fijadora (Sigma-Aldrich), lavando en el chorro de
agua unos segundos y finalmente dejandola dentro de la solucion reveladora (Sigma-Aldrich)

hasta que la pelicula quedara transparente.
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RESULTADOS

Clonacion de productos de PCR en el vector pCR2.1

Con la finalidad de generar las proteinas hibridas de TTDA (p8) con etiqueta de 6-
Histidinas (6His) y de ORF2 con etiqueta del epitope de c-myc (Myc), se disefiaron dos clases
de oligonucleotidos que permitieron amplificar (mediante PCR) las secuencias silvestres de las
proteinas de la mosca y afadirles la etiqueta correspondiente en un de sus extremos. Para
obtener la secuencia de las proteinas p8 y ORF2 silvestres se utilizaron plasmidos previamente
construidos en el laboratorio; se empled pGEX-4T-3/p8 como fuente de la secuencia silvestre
de p8 y pBluescript-SK/ORF2 para amplificar la secuencia de ORF2. Por otro lado, en cada
reaccion de PCR se utilizé un oligo correspondiente a un extremo de la secuencia de la
proteina silvestre y, un segundo oligo complementario al otro extremo que ademas incluia la
secuencia de la etiqueta escogida. De esta manera se generaron dos secuencias para las
proteinas hibridas de p8, una con la etiqueta de 6His en el extremo amino y la otra con la
misma etiqueta en el extremo carboxilo. De la misma forma se obtuvieron dos secuencias para
la proteina ORF2 pero llevando la etiqueta de Myc.

Debido al elevado tamafio de los oligos que incluian la secuencia de las etiquetas, fue
necesaria su purificacion mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida. La cantidad de
DNA obtenida de la purificacion de estos oligos (Hisp8-5’, p8His-3’, MycORF-5" y ORFMyc-
3’) fue de <1 pg/ul, segun el calculo realizado a partir de la medicién de su absorcion 260 nm
en el espectrofotometro de UV.

Como resultado de las reacciones de PCR se obtuvieron fragmentos de DNA de
alrededor de 240 pares de base para p8 con etiqueta 6His y de 490 pb para ORF2 con etiqueta
de Myc. A pesar de no haberse generado bandas inespecificas en ninguna reaccion de PCR, se
decidié purificar la banda particular de cada producto de PCR a partir de un gel de agarosa al
1.5% para evitar contaminaciones al clonar los productos de PCR en el vector pCR2.1
(Invitrogen). Este vector linearizado se escogié porque ofrece la ventaja de poder clonar
directamente un producto de PCR generado con la enzima Taqg polimerasa. Una vez purificada
del gel de agarosa la banda correspondiente al producto de PCR y habiéndose calculado una

concentracion aproximada de 15-20 ng/ul para este DNA, las reacciones de ligacion se
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prepararon considerando una relacion 3:1 (inserto:vector) para aumentar la eficiencia de
ligacion.

Una vez que se eliminaron las sales presentes en las reacciones de ligacién, se
transfectd la mitad de cada reaccién a las células electrocompetentes de E. coli DH5a
preparadas en el laboratorio y cuya eficiencia de transformacion fue éptima (3.6X10" cfu/png).
La finalidad de ésto fue que la clonacion generara los sitios de restriccion necesarios para la
subclonacidn de los productos de PCR en los vectores de expresion especificos de mosca.

La seleccion de colonias resultantes de la electroporacion fue directa, debido a que s6lo
las colonias blancas contenian el inserto. Esto se debe a que el plasmido pCR2.1 lleva el
fragmento lacZ« que codifica para los primeros 146 aminoacidos de la enzima 3-galactosidasa
y, cuando se da una complementacion en trans con el fragmento lacZ2 presente en el genoma
de la bacteria se origina una B-galactosidasa activa que degrada al X-Gal presente en el medio.
Esto permite examinar minuciosamente y contar las colonias blancas (positivas) y las azules
(negativas) generadas. Aproximadamente 50% de las colonias presentes fueron blancas.

Luego de haber seleccionado las colonias blancas que presumiblemente llevaban el
inserto de interés, éstas se analizaron mediante la técnica de PCR de colonia en la que se
utilizaron los oligos M13-Reverse y M13-Forward; cuyas secuencias estan presentes en el
vector pCR2.1. De las reacciones de PCR realizadas a las colonias que contenian el plasmido
con el inserto de interés, se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 465 pb para p8 con
etiqueta 6His y 710 pb para ORF2 con etiqueta Myc, debido a la suma de los sitios de
clonacién.

Se escogieron dos de las colonias que hubieran amplificado el fragmento de longitud
adecuada para obtener los plasmidos empleados para un analisis de restriccion y para la
reaccion de secuenciacion. El analisis de restriccion se realizé con la enzima EcoR | cuyas
secuencias de corte flanquean el sitio de clonacién del vector pCR2.1; la longitud de los
fragmentos liberados fue casi la misma que la de la secuencia correspondiente a las proteinas
hibridas: 260 pb para p8 con etiqueta 6His y 500 pb para ORF2 con etiqueta Myc.

Estos mismos plasmidos se emplearon para la reaccion de secuenciacion, donde se
utilizé el oligo M13-Reverse. Se obtuvo una lectura completa y sin mutaciones para todas las
construcciones. La direccién de todos los insertos quedo invertida respecto a la secuencia del
promotor de lacZ (Figura 8.1).
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3 5
Producto de PCR

Figura 8.1. Orientacion de los cuatro diferentes
productos de PCR clonados en el vector pCR2.1
(Invitrogen)

Subclonacién de productos de PCR en vectores de expresion para generar

moscas transgénicas

Una vez amplificadas por PCR y clonadas en el vector pCR2.1, las secuencias de las
proteinas hibridas (6His-p8, p8-6His, Myc-ORF2 y ORF2-Myc) se subclonaron en dos
vectores de expresion especificos de Drosophila: pUAST y pCaSpeR™®. La finalidad de
obtener estas construcciones fue generar moscas transgénicas que expresaran las proteinas
hibridas en tejidos especificos en un momento determinado y moscas transgénicas que las
expresaran de forma continua en todos los tejidos. El vector pUAST posee el promotor HSP70
y cinco copias de la secuencia activadora UAS; este vector permite dirigir la expresion del gen
insertado delante del promotor sélo cuando se encuentra presente la proteina GAL4, que
funciona como activador transcripcional al unirse a las secuencias UAS (Johnston, 2002). El
vector pCaSpeR"P® |leva la secuencia del promotor HSP83 que funciona como promotor
constitutivo, y permite la expresion basal continua del gen insertado delante de él (Fregoso,
2007).

Debido a la orientacion invertida de todos los productos de PCR en el vector pCR2.1
(Figura 8.1) y, con la intencion de subclonar de manera dirigida estos fragmentos en los dos
distintos vectores de expresion de mosca, la estrategia de subclonacién utilizada involucré el

uso de una combinacion de dos enzimas de restriccion distintas. Estas, ademas de tener sitios
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unicos de corte tanto el vector pCR2.1 como en el vector de expresion (destino), debian tener
sitios de corte en direccion 5°—3’ delante del promotor del vector de clonacién, misma

direccion en la que debia quedar el inserto de PCR (Figura 8.2).

I Amplificacion por PCR de secuencias para proteinas hibridas
5' 3
Producto de PCR

II. Clonacion de productos de PCR en vector pCR2.1

BamH | Not |

Kpn l‘.l

II. Subclonacion de productos de PCR en vectores de expresion

Notl o Kpnl &

Xhol o BamH|1 ¢

Elem.P ~

Figura 8.2. Estrategia empleada para la clonacion y subclonacion
de los productos de PCR que amplificaron las secuencias que
codifican para las proteinas hibridas TTDA y ORF2 con sus
respectivas etiquetas de 6His y Myc.

-45 -



Siguiendo la estrategia planteada, para el vector pUAST se escogio la combinacion de
enzimas Not | — Kpn I, mientras que para pCaSpeR""® |a combinacion fue Xho | — BamH I.
Sin embargo, la subclonacién dirigida para generar las construcciones pCaSpeR"*F®3/ORF2 no
pudo realizarse utilizando la combinacion Xho | — BamH | debido a que existe un sitio de corte
para la enzima Xho | dentro del la secuencia de ORF2. Por tal razon, la subclonacién de las

construcciones Myc-ORF y ORF-Myc en el vector pCaSpeR'"¢®

no fue dirigida y se llevo a
cabo en el sitio EcoR | de dicho vector. La dinamica de digestion de las subclonaciones se
resume en la Tabla 1 de la seccion Material y Métodos.

Antes de iniciar con las digestiones de los vectores pCR2.1/inserto y de los vectores de
expresion, se verifico que en estos ultimos los sitios de restriccion para las cinco enzimas
escogidas fueran sitios Unicos de corte. Se realizaron las reacciones de digestién adecuadas y
se corrobord que todas las enzimas utilizadas presentan sitios Unicos de corte en ambos
vectores de expresion.

Con la certeza de que los vectores de expresion pUAST y pCaSpeRH"¢?

poseen sitios
unicos de corte para las endonucleasas de restriccion seleccionadas se prosiguié con la primera
digestion de éstos y de los vectores pCR2.1/inserto. Como producto de esta primera digestion
se obtuvieron las bandas correspondientes a los vectores linearizados. Debe recordarse que
debido a que en el vector pCR2.1 los sitios de corte para EcoR | flanquean el sitio de insercién
del producto de PCR, el producto de su digestion con esta enzima produjo dos fragmentos,
uno cuya longitud correspondio a la del producto de PCR vy el otro correspondiente al tamafio
del vector pCR2.1 original.

Una vez verificada la linearizacion de los vectores como resultado de la primera
digestion y luego de haber purificado este DNA digerido mediante una extraccion FCI, se
llevd a cabo la segunda digestion sobre los plasmidos linearizados (excepto con los vectores
pCR2.1 digeridos con EcoR 1) con la finalidad de producir los sitios de clonacion compatibles

entre los vectores pUAST o pCaSpeRHP®?

y los insertos proteina/etiqueta que permitieran su
futura ligacion. En general, aquellos plasmidos digeridos inicialmente con Not | fueron
después digeridos con Kpn 1, y los plasmidos previamente digeridos con BamH | se digirieron
luego con Xho I. Como producto de esta segunda reaccion de digestion se obtuvieron los dos

distintos vectores de expresion linearizados pero ya con los deseados sitios de clonacion
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especificos en cada extremo, mientras que de los vectores pCR2.1/inserto linearizados se
liber6 un fragmento correspondiente a las secuencia de las cuatro proteinas hibridas disefiadas.

Luego de obtenerse los fragmentos de longitud esperada, soOlo aquéllos
correspondientes al DNA de los vectores pUAST y pCaSpeR™"® doblemente digeridos
fueron tratados con fosfatasa alcalina para que sus extremos 5’ libres fueran defosforilados
con el fin de evitar su auto-ligacion en las futuros ensayos y, este DNA se purificé por medio
de una extraccion FCI. Por otro lado, el DNA de los productos de PCR liberados del vector
pPCR2.1 no se sometid a la defosforilacion 5’ y fue purificado mediante una extraccién del gel
de agarosa.

Una vez que contdbamos con estos DNAs puros, se calculé la concentracion
aproximada de cada uno de ellos a través de un gel de agarosa de tal forma que las reacciones
de ligacién subsecuentes se hicieran guardando la proporcidon 3:1 (inserto: vector). Como
resultado de estas reacciones de ligacién se obtuvieron ocho construcciones distintas
enlistadas a continuacion, que luego se utilizaron para transformar células electrocompetentes
E. coli DH5a. Las ocho construcciones obtenidas hasta este momento fueron:

1. pUAST / 6His-p8
pUAST / p8-6His
pUAST / Myc-ORF
pUAST / ORF-Myc
pCaSpeR"*"® | 6His-p8
pCaSpeR™"8 | p8-6His
pCaSpeR"*"® | Myc-ORF
8. pCaSpeR""®% | ORF-Myc

Debe recordarse que la insercién de los productos de PCR en cada uno de los dos

N o g M D

vectores de expresion de mosca se realizd de manera dirigida (rio abajo del promotor y en
direccién 5°—3’) para las primeras seis construcciones enlistadas anteriormente, mientras que
las dos ultimas de la lista no pudieron clonarse de manera dirigida. Un esquema que ilustra
este hecho se muestra en la Figura 8.3.

Como ya se menciono, el producto de las reacciones de ligacion se utilizé para
transformar a células competentes E. coli DH5a. mediante la técnica de electroporacion. Como

resultado de esta reaccion se obtuvieron colonias que crecieron en cajas de LB-ampicilina

-47 -



(100 pg/ml). De las colonias obtenidas, 20-25 fueron seleccionadas para el analisis de PCR de
colonia. En estas reacciones de PCR se emplearon oligos complementarios a los extremos 5 y
3’ de la secuencia de la proteina hibrida clonada en pUAST, mientras que para los insertos

RHSP83

clonados en pCaSpe se utilizaron el oligo hsp83-5" y el oligo complementario al

extremo 3’ de la secuencia del inserto.

/'EWRI
— Bglll p8-6His
pUAST  cls :-:hNOH BHis-p8
— Xhel ORF-Myc
::_":;;F:pnl Myc-ORF
»
Sall Sall
Hinc Il Hinc Il
HSP83 | R , HSP83 B —Xho! ;
pCaSpeR mcis B e pCaSpeR MAls = _EcoR! j o i
T BamH | - ——BamH|
Not | =T Notl
' Eagl ' Eagl

Figura 8.3. Esquema representativo que ilustra los sitios de clonacion empleados para
generar los vectores de expresion de mosca (pUAST y pCaSpeR"®%) que llevan
individualmente la secuencia que codifica para las proteinas hibridas TTDA (p8) y ORF2
fusionadas a su etiqueta de 6His y Myc correspondientes.

De las 20-25 colonias seleccionadas para realizar el andlisis por PCR de colonia, se
escogieron dos de aquellas que habian amplificado correctamente la secuencia del inserto y, a
partir de ellas se purificaron los plasmidos. Con éstos se corrobor6 la presencia del inserto
mediante un analisis de restriccion con la enzima EcoR I. Recuérdese que los sitios de corte de
esta enzima flanquean al inserto. Todos los plasmidos liberaron el fragmento de longitud
esperada.

Finalmente, para cada construccion se escogio uno de los dos plasmidos purificados
para su secuenciacion. Las secuencias de los ocho plasmidos distintos mostraron que el
fragmento que codificaba para las proteinas hibridas no habia sufrido cambios y, se corrobord

que los insertos estaban rio abajo del promotor en la orientacién adecuada, manteniendo el

-48 -



marco de lectura abierto. Cabe mencionar que en los vectores pUAST, debido a la estrategia
de clonacion empleada, se origind un codon de inicio rio arriba al que marca el comienzo del
marco de lectura de las proteinas hibridas, que queda en fase con este ultimo. Debido a ello, es
posible que pudieran producirse proteinas hibridas con 8 a 10 aminoacidos adicionales en su
extremo amino. Sin embargo, en las moscas transgénicas con el vector pCaSpeR™F® |a
expresion de las proteinas fue suficiente para cumplir con los objetivos de este trabajo y no se

hara el andlisis de las lineas transgénicas pUAST.

Obtenciodn de las lineas de moscas transgénicas

La herramienta principal para el estudio de p8 y ORF2 en Drosophila que se obtuvo
durante este trabajo fue la generacion de moscas transgénicas que expresan indepen-
dientemente las proteinas p8 y ORF2 fusionadas a una etiqueta de 6His y Myc,
respectivamente. Estas moscas podran utilizarse para determinar si existe una interaccion
fisica entre la proteina ORF2 y TTDA (p8) u otro componente del complejo TFIIH, asi como
para estudios mas detallados sobre la funcion de estas dos proteinas.

Una vez construidos los vectores que permitieran la expresion de las proteinas hibridas
de p8 y ORF2 en la mosca y, luego de su introduccién en embriones tempranos de mosca, se
calculd la eficiencia de transgénesis obtenida. Esta eficiencia se refiere al porcentaje de
progenie transformante producida por las moscas fértiles inyectadas. Estos organismos
transgénicos pueden detectarse a partir de la generacion F1 por la presencia de un marcador
visible; en este caso, se identificaron por tener ojos de color (desde amarillo claro hasta rojo
intenso) debido a la presencia del gen reportero white en los dos vectores de expresion
utilizados. Aunque se ha reportado que generalmente se espera entre un 10 y un 20 % de
eficiencia (Ashburner 2004), se observé amplia variacion de la misma en las ocho distintas
construcciones: desde un 8.3% para las moscas pUAST/6His-p8, hasta un 37.5% para las
moscas pUAST/p8-6His.

Por otra parte, después de llevar a cabo el primer esquema de cruzas planteado en la
seccion de Material y Métodos (Figura 7.4), se obtuvieron mas de diez lineas homdcigas
independientes para cada una de las ocho proteinas hibridas, donde se considero la presencia

de inserciones Unicas del transgen en alguno de los cromosomas X, 1l o 11l de las moscas. La
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insercion de transgenes en el cromosoma IV es muy rara, ya que este cromosoma es muy
pequefio y esencialmente heterocromatico (Ashburner, 2004).

Ademas, se lograron mantener algunas de esas lineas independientes con un
cromosoma balanceador (cromosoma incapaz de llevar a cabo apareamiento o recombinacion
durante la profase meidtica). La importancia de estas lineas balanceadas de moscas es que el
cromosoma homélogo al que contiene el transgen sea un cromosoma balanceador para evitar
la pérdida del transgen por recombinacion homdloga. En el Anexo 1 se sefialan todas las lineas

de moscas transgénicas independientes obtenidas, tanto las homdcigas como las balanceadas.

Analisis de la expresion del transgen en lineas homaocigas

A. Analisis de la expresion del RNA mensajero correspondiente a las proteinas hibridas
Como ya se menciond, después de la transformacién estable de la linea germinal de

Drosophila, los transposones pueden rearreglarse, con lo que su expresion puede verse
modificada o eliminada. Por otro lado, aunque no hay evidencia de una preferencia por un
sitio de insercion, son pocas las inserciones en heterocromatina centromérica o en el
cromosoma Y. Sin embargo, existe abundante evidencia de que la expresion del DNA
integrado depende de su posicion cromosomal. Por ejemplo, se ha mostrado que algunos genes
integrados adyacentemente a heterocromatina centromérica o telomérica se ven sujetos a
inactivacion por efecto de posicion (Ashburner, 2004).

Por ello, el segundo criterio para seleccionar las lineas de moscas transgénicas que
expresan las proteinas hibridas de p8 y ORF2, las cuales se utilizaran en el analisis de la
posible interaccién fisica entre ORF2 y otro componente de TFIIH, fue que estas moscas
transcribieran adecuadamente el transgen especifico que codifica cada una de estas proteinas
hibridas. Cabe recordar que el primer criterio de seleccion fue la coloracion intensa de los ojos
de las moscas homdcigas, el cual da un primer indicio de que el transgen pudiera estarse
transcribiendo ya que la actividad del gen reportero que lo acomparia se puede detectar en los
o0jos de las moscas.

Para el analisis de expresion del transgen a nivel de RNA mensajero (Figura 8.4), se
escogieron 4-5 lineas de moscas homaocigas que expresaran cada una de las cuatro distintas
proteinas hibridas (6His-p8, p8-6His, Myc-ORF y ORF-Myc). Es importante recalcar que solo

HSP83
R

se analizaron lineas de moscas transgénicas construidas con el vector pCaSpe , ya que la
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expresion de las proteinas en estas lineas no necesita ser inducida como en el caso de aquéllas
que llevan el vector pUAST. Ademas, se sabe que la expresion de los genes que llevan como
promotor a HSP83 es constitutiva, por lo que se esperaba una expresién moderada del
transgen pero en todos los tipos celulares a lo largo de todo el desarrollo de la mosca.

p8-Hisictr

His-pictr
Orf-Myci3
Orf-Mycictr
Wyc-Orfi7
Myc-Orfictr
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Figura 8.4. Andlisis de expresion del transgen en las lineas de moscas
seleccionadas. Fotografias de los geles de agarosa en los que se separaron los
productos de PCR donde se amplifico la secuencia especifica del cDNA
transgénico; cada gel representa un experimento independiente. Las lineas
analizadas se indican con el nombre de la proteina hibrida (p8-His, His-p8, Orf-
Myc y Myc-Orf) y el nimero asignado a la linea independiente. Control: Linea de
mosca sin transgen; (-): control de PCR sin DNA; ctr: DNA plasmidico que incluye

la secuencia especifica del transgen; marcador de peso molecular: 1 Kb-plus
Ladder (Invitrogen).
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De acuerdo al analisis de expresion del transgen por medio de la técnica de RT-PCR
(Figura 8.4), en la tabla 2 se indican aquellas lineas de moscas que revelaron la presencia del
transcrito de interés. En estas reacciones de PCR se utilizd un oligo 5’ (hsp83-5”) que hibrida
con una secuencia especifica del vector y un oligo 3’ complementario a la secuencia del
cDNA de cada proteina hibrida, de tal forma que so6lo el cDNA transgénico fuera amplificado.

Es importante mencionar que este analisis fue solo cualitativo.

Tabla 2. Expresion del transgen en lineas de moscas transgénicas
creadas con el vector de pCaSpeR"*"¢2,

Tipo de linea transgénica pCaSpeR"°F%
Myc-

6His-p8 p8-6His ORE ORF-Myc
3 v 1 4 1 v 1 4
5 v 2 v 4 v 3 x
6 v 7 v 7 v 5 v
9 x 9 v 8 v 8 4
12 v 14 v

Cada namero indica la asignacién del nombre de la linea transgénica.
(v) Indica la presencia del transcrito esperado, (%) indica su ausencia.

B. Analisis de la expresion de las proteinas hibridas
El altimo criterio de seleccion de las lineas de moscas transgénicas que podran

utilizarse en el analisis de la posible interaccion fisica entre ORF2 y algun componente de
TFIIH, fue verificar la expresion de las proteinas hibridas en las moscas adultas. Con este
objetivo se prepararon extractos de proteina total de las moscas homdcigas, que de acuerdo al
resultado del analisis por RT-PCR (Figura 8.4) mostraron la expresion del transgen. Luego, se
realizaron ensayos de Western blot con la finalidad de inmunodetectar la presencia de las
proteinas hibridas mediante los anticuerpos anti-His y anti-Myc. En la tabla 3 se enlistan las
lineas de moscas transgénicas probadas en este ensayo y se sefiala aquéllas que mostraron una
clara expresion de la proteina hibrida esperada. En la Figura 8.5 se observan las

autorradiografias que muestran el resultado de dos experimentos representativos tipo Western.
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Tabla 3. Expresion de las proteinas hibridas de p8 o de ORF2 en
lineas de moscas transgénicas creadas con el vector de pCaSpeR.

Tipo de linea transgénica pCaSpeR"™"%®
Myc-

6His-p8 p8-6His ORE ORF-Myc
3 X 1 v 1 v 1 X
5 v 2 v 4 v 5 x
6 v 7 X 7 v 8 X
12 v 9 v 8 v 14 X

Cada nimero indica la asignacion de la linea transgénica. (v' ) Indica la
deteccion adecuada de la proteina, (%) indica que la proteina no fue

detectada.
Anti-cMyc Anti-Hisg
pUAST pCaSpeR pCaSpeR
4s 4p 2s 2p 1s 1p 7s 7p - W Ws Wp 3s 3p - 5s 5p
20.7 KDa—> 20.7 KDa—>
- - «-18.66 KDa
15.2 KDa—> 15.2 KDa—>
s o3 KDa
6.5 KDa—» 6.5 KDa—

Figura 8.5. Inmunodeteccidn de las proteinas hibridas a partir de extracto de proteinas de
moscas transgénicas adultas. (A) Inmunodeteccion de la proteina Myc-ORF. (4 y 2),
Lineas de moscas transgénicas generadas con vector pUAST sin inducir. (1) Linea
transgénica generada con vector pCaSpeR que expresa la proteina hibrida Myc-ORF. (7)
Linea transgénica generada con vector pCaSpeR que no muestra expresion de la proteina
Myc-ORF. (W) Control sin transgen, sobrenadante. (B) Inmunodeteccion de la proteina
6His-p8. (W) Control sin transgen. (3) Linea transgénica generada con vector pCaSpeR
que no muestra expresion de la proteina hibrida 6His-p8. (5) Linea transgénica generada
con vector pCaSpeR que si expresa la proteina 6His-p8. (--, vacio; s, sobrenadante; p,
pastilla.)
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Durante los andlisis iniciales de los experimentos tipo Western con las distintas lineas
de moscas transgénicas no se tuvo la precaucion de examinar lineas de moscas silvestres.
Cuando se incluyeron extractos de moscas Oregon R (OreR) y W'*® y se utiliz6 el anticuerpo
anti-6His, se observo la deteccion especifica de una proteina de peso molecular muy similar al
de p8 (Figura 8.6). Este resultado elimina la confiabilidad de la deteccion de las proteinas
hibridas de p8 mediante el uso del anticuerpo monoclonal (Roche) contra la etiqueta de 6His;
por lo tanto, el resultado de los Western blots con las lineas 6His-p8 y p8-6His resumidos en la
tabla 3 no es concluyente. Sin embargo, se confia en los resultados arrojados por el analisis de

expresion del transgen (mediante RT-PCR) sefialados en la tabla 2.

1 2 3

-

+—15.7 KDa
®an

+—B4KDa

Figura 8.6. Autorradiografia que muestra la
deteccion especifica de una proteina de peso
similar a p8 con etiqueta de 6His (9 KDa) en
lineas de moscas silvestres. (1 y 3, extracto de
moscas OreR; 2, extracto de moscas W**%)

En el caso de los experimentos tipo Western donde se utilizd el anticuerpo anti-Myc,
no se detectd ninguna banda especifica en los extractos de moscas silvestres. Por lo que los
resultados observados para la expresién de las proteinas hibridas de ORF fueron confiables.

Ademas, éstos se corroboraron con los ensayos de RT-PCR
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DISCUSION

Lineas de moscas transgénicas generadas

La transformacion en Drosophila se realiza por la inyeccion del DNA plasmidico
dentro de los embriones antes del tiempo de formacion de las células polares, con la finalidad
de que se integre en las células de la linea germinal para que el transgen de interés pueda
heredarse a las proximas generaciones. Aunque las secuencias plasmidicas pueden expresarse
en los individuos inyectados aun sin la integracion, la transformacion estable ocurre cuando el
DNA inyectado se integra al DNA de la linea germinal. Pueden ocurrir una 0 mas
integraciones en el DNA de una misma célula germinal, o bien, pueden ocurrir diferentes
integraciones en distintas celulas de la linea germinal de un mismo individuo. Asi, las células
de la linea germinal de los embriones inyectados poseen células transformadas y no
transformadas. Por ello, es muy importante recuperar los organismos transformantes como
progenie F1 individual, ya que distintos individuos F1 de la misma mosca FO pueden llevar
integraciones en diferentes regiones del genoma (Ashburner, 2004). Tomando en cuenta estas
observaciones, se aseguré que las lineas transformadas fueran en realidad diferentes
escogiendo individuos independientes de la progenie F1 para generar cada una de estas lineas
de moscas.

Por otro lado, se ha reportado que la frecuencia de transformacién puede verse influida
por el tamafio y por la secuencia del inserto (Ashburner, 2004). Sin embargo, después de
observar la eficiencia promedio obtenida en nuestras moscas (alrededor de 20%), ninguno de
estos factores parecen haberla reducido. Aunque la variabilidad observada en la eficiencia de
transformacion con las distintas construcciones generadas para los vectores utilizados podria
deberse a rearreglos plasmidicos producidos después de la inyeccion del embridn (Spradling,
1986); o bien, a las pequefias modificaciones en la secuencia del inserto que codifica para las
distintas proteinas hibridas en cada vector construido.

Una vez obtenidas las distintas lineas de moscas transgénicas a partir de los dos tipos
de vectores de expresion usados, solamente se realizo el analisis de expresion (del transgen y
de la proteina) con las moscas originadas a partir del vector pCaSpeR™%. Aunque la
expresion que el promotor constitutivo HSP83 induce es menor que la del promotor fuerte
HSP70 (presente en los otros vectores pUAST), ésta no se encuentra sujeta a la accion de un
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activador especifico como GAL4 (proteina que no esta presente de manera natural en la

RMSP83 se evitd la

mosca). Por lo tanto, al trabajar con las moscas transgénicas de pCaSpe
necesidad de ampliar el esquema de cruzas para obtener moscas que expresaran el activador
GAL4 y con ello se permitiera la expresion de la proteina hibrida. Por otro lado, de acuerdo al
analisis de secuencia hecho sobre los vectores pUAST construidos, las proteinas hibridas que
pueden expresarse a partir de estos vectores podrian tener aminoacidos adicionales en su
extremo amino, lo cual podria interferir con la deteccidn de estas proteinas si se modificara la
etiqueta que llevan. Sin embargo, la importancia de las moscas construidas con este Gltimo
vector reside en poder dirigir la expresion de las proteinas hibridas en una ventana de espacio
(tejido especifico) y tiempo determinados; con lo cual podria generarse un sistema de estudio
mas delimitado para analizar la funcionalidad de p8 y ORF2.

El andlisis de expresion se realizo inicialmente con las lineas de moscas transgénicas

pCaSpeRHS"

, Y una vez que se observd que en estas moscas habia una expresion de las
proteinas de fusion, se continud trabajando Unicamente con estas lineas. La seleccién
individual que se hizo de las lineas independientes de moscas transgénicas se basd en tres
criterios. Primero, que el color de los ojos de las moscas fuera preferentemente rojo o naranja;
segundo, que hubiera expresion del transgen que codifica a la proteina hibrida y, tercero, que
la proteina se expresara en los organismos adultos.

Una coloracion intensa de los ojos de las moscas indica que el gen reportero white que
acompana al transgen se esta expresando fuertemente en este tejido, y puede sugerir que la
transcripcion de dicho transgen también se estéa llevando a cabo. Sin embargo, se observo que
algunas lineas de moscas con 0jos rojos no mostraron la expresion del transgen (a traves del
ensayo de RT-PCR, Figura 8.4), lo que supone que éste se encuentra insertado en una zona de
la cromatina que tiende a silenciar su expresion génica mas alla de los ojos de la mosca, 0
bien, que no se encuentra transcripcionalmente activo de manera continua en todos los tejidos
del organismo. Aunque no se ha demostrado que exista preferencia por un sitio de insercién
dentro de las regiones eucromaticas (cromatina abierta) de los cromosomas, las inserciones
que se encuentren en la heterocromatina (cromatina condensada) pueden quedar
desapercibidas porque la expresion del gen reportero se inactiva. En este caso, se supone

también que la expresion del transgen no se lleva a cabo en esos individuos.
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Teniendo en cuenta que el color de ojos de las moscas transgénicas no asegura que el
transgen se esté transcribiendo, se aislo el RNA de las moscas que inicialmente se habian
seleccionado, se sintetizo cDNA a partir de él y especificamente se amplificaron por PCR las
secuencias correspondientes al RNA mensajero de las proteinas hibridas de p8 y ORF2
(Figura 8.4). Adicionalmente, se comprobd también la expresion de la proteina mediante
experimentos tipo Western (Figura 8.5). Con estas dos pruebas se puede garantizar que las
lineas de moscas seleccionadas expresan correctamente el transgen y permiten la obtencién de
extractos proteicos enriquecidos con la proteina de fusion. De esta manera, estos extractos
podran utilizarse en ensayos que permitan determinar si existe interaccion fisica entre ORF2 y
p8, u otro componente de TFIIH.

Como ya se menciond, se ha demostrado que la proteina p8 estd involucrada
principalmente en la reparacion del DNA a traves del mecanismo de NER (Coin, 2006). Por
ello, en el laboratorio se realizaron algunos experimentos para analizar la posibilidad de que la
sobre-expresion de p8 confiere mayor resistencia a la radiacion UV. Para ello, se escogieron
distintas lineas de moscas transgénicas que sobre-expresan p8 (tanto en su versién nativa como
cuando llevan la etiqueta de 6His en cada uno de sus extremos) se expusieron a diferentes
dosis de radiacion UV. En estos experimentos se pudo observar que tanto la linea que sobre-
expresa a p8 silvestre como aquélla que sobre-expresa a la proteina con su etiqueta en el
extremo carboxilo (p8-6His) son significativamente mas resistentes a la radiaciéon UV en
comparacion con la linea silvestre (Oregon R). También se mostrd que la linea que expresa la
proteina p8 con la etiqueta de 6His en su extremo amino (6His-p8) es incluso menos resistente
que la linea silvestre (Mario Zurita, datos no publicados).

Estos resultados sugieren que la version recombinante de la proteina p8-6His es
igualmente funcional a la proteina p8 silvestre y sugieren que la sobre-expresion de esta
subunidad incrementa la eficiencia de TFIIH en el mecanismo de NER de la mosca. Por otro
lado, la deficiente resistencia a la radiacién UV en la linea que sobre-expresa 6His-p8 podria
sugerir que, de la misma manera que sucede en levadura y en humano (Zhou, 2007; Coin,
2006), el extremo amino de p8 de Drosophila podria ser importante en su interaccién con
TFIIH y en su papel dentro de la reparacién por NER.

Coin y colaboradores (2006) han demostrado que p8 es necesaria para mantener los

niveles celulares de TFIIH y que esta proteina interactla directamente con la subunidad p52
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dentro de este complejo. Con esto en mente, en nuestro laboratorio se realizaron estudios para
determinar si la sobre-expresion de p8 silvestre en moscas mutantes en la subunidad p52 de
Drosophila (Dmp52) rescataban los fenotipos de letalidad y esterilidad de estas mutantes. Se
demostrd que estos fenotipos son parcialmente rescatados con una sola copia del gen de p8 de
Drosophila (Mariana Fregoso, Tesis de Doctorado, datos no publicados). Este rescate podria
deberse a que la sobre-expresion de p8 podria ser capaz de compensar la estabilidad del
complejo, afectada por la mutacion en la subunidad p52. Resultados preliminares sugieren que
la sobre-expresion de p8 no sélo restaura los niveles basales de TFIIH de las mutantes de
Dmp52, sino que restaura el fenotipo de la cuticula defectuosa y quetas quebradizas que
muestran estas mutantes (Mario Zurita, comunicacion personal).

Aunque, de modo general, no se ha asignado ninguna funcién para la proteina ORF2,
un analisis similar al que se realizd con p8 utilizando las lineas de moscas que sobre-expresan
ORF2 (en sus versiones nativa y recombinantes) podria arrojar informacion sobre una posible
participacion de ésta proteina en la reparacién del DNA cuando existe dafio por luz UV, o en

relacion a la estabilidad del complejo TFIIH.

Significado de ORF2

Recientemente se han publicado dos trabajos (Choi, 2007; March-Diaz, 2007) sobre
una proteina nuclear de Arabidopsis thaliana cuya secuencia de aminoacidos es 46% similar a
la de la proteina ORF2 (Figura 9.1). Dicha proteina de A. thaliana parece ser homodloga a
SWC6 de Saccharomyces cerevisiae (47% de similitud en sus secuencias de aminoacidos), la
cual forma parte del complejo remodelador de la cromatina SWRL1, encargado de catalizar el
reemplazo de la histona nucleosomal H2A por la variante H2AZ (Krogan, 2003). Ambos
trabajos sugieren la presencia de un complejo similar a SWR1 en Arabidopsis y, demuestran
que la pérdida de funcion del gen que codifica a SWC6 (Atswc6) origina fenotipos
relacionados con defectos en la floracion y en el desarrollo de la planta. Interesantemente, la
mutante de Atswc6 no presenta un fenotipo embrionario letal, a pesar de ser el inico homologo
en Arabidopsis (Choi, 2007).

Estos datos refuerzan nuestro proyecto, ya que confirman la existencia de una proteina

similar (casi 50% de similitud en la secuencia de aminoacidos) a ORF2 en otros organismos
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aparte de la mosca de la fruta y, permiten suponer un posible vinculo entre el complejo

remodelador de la cromatina SWR1 y el complejo de transcripcion/reparacion TFIIH.

El complejo SWR1 de levadura contiene 13 subunidades, algunas de las cuales

presentan ciertos dominios estructurales que sugieren su participacion en procesos

relacionados con la modificacion de la estructura de la cromatina (Krogan, 2003). También

existen reportes donde se indican la participacién del este complejo SWR1 tanto en la

regulacién de la transcripcién como en la reparacion del dafio al DNA (Kobor, 2004,

Papamichos-Cromakis, 2006).
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Figura 9.1. Alineamiento mudltiple de la secuencia de aminoacidos de las proteinas

relacionadas con ORF2 de Drosophila melanogaster,

en Arabidopsis thaliana y

Saccharomyces cerevisiae. (*) aminoacidos idénticos; (:) aminoacidos similares. EI dominio
de dedo de zinc tipo HIT se sefiala con el recuadro; los residuos relacionados en la posible
coordinacion de los atomos de zinc se resaltan en gris. El alineamiento se realizd con el
programa CLUSTAL W version 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html).
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CONCLUSIONES.

Utilizando dos vectores de expresion especificos de mosca, se generaron distintas
construcciones que permitieron la creacion de moscas transgénicas, capaces de
sobreexpresar las proteinas TTDA (p8) y ORF2 fusionadas a una etiqueta de 6His y
Myc, respectivamente, tanto en su extremo amino como en el carboxilo. Las ocho
construcciones son:

1. pCaSpeR™" / 6His-p8
pCaSpeR"*"® | p8-6His
pCaSpeR™8 | Myc-ORF
pCaSpeR"*"%% | ORF-Myc
pUAST / 6His-p8
pPUAST / p8-6His
pUAST / Myc-ORF
8. pUAST / ORF-Myc

Cabe mencionar que el vector de expresion pCaSpeR™" permite la expresion

N o g s~ e

constitutiva del transgen, mientras que el vector pUAST lo hace de manera tejido-

dirigida.

. Se obtuvieron maés de 10 lineas de moscas transgénicas (enlistadas en el Anexo 1) que

pueden expresar las proteinas hibridas de manera independiente; algunas de estas
lineas llevan un cromosoma balanceador (que impide la recombinacion) como
cromosoma homélogo al que contiene el transgen. Estas moscas son una herramienta
fundamental para el estudio de la posible interaccion fisica entre las ORF2 y p8, o
bien, ORF2 y algun otro componente de TFIIH.

Mediante un analisis de transcripcion reversa (RT)-PCR se corrobord, para cada
version de las proteinas hibridas, la expresion del transgen en cuatro distintas lineas de

HSP83
R

moscas creadas a partir del vector pCaSpe (ver Tabla 2 en la seccion de

Resultados).

V. Se observé la expresion de las proteinas hibridas en las moscas transgénicas creadas a

partir del vector pCaSpeR™"®, La Tabla 3 de la seccién de Resultados resume el

resultado de los ensayos tipo Western con las lineas analizadas.
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PERSPECTIVAS

El novedoso hallazgo de que, en Drosophila, el homdlogo de p8 se encuentre
codificado en un transcrito bicistronico, nos permite suponer que la proteina ORF2 (codificada
en el segundo marco de lectura abierta de este transcrito) pueda relacionarse funcionalmente
con TFIIH, o de manera independiente con p8. Un modo de abordar esta suposicion seria
identificar posibles interacciones fisicas entre ORF2 y algun componente de TFIIH. Para esto,
se propone llevar a cabo experimentos de co-inmunoprecipitacion (co-1P), empleando
extractos proteicos de las lineas de moscas transgénicas generadas en este trabajo, las cuales
sobre-expresan proteinas hibridas de p8 y ORF2. Se propone esta técnica por ser simple y
eficaz, y porque provee suficiente sensibilidad para detectar asociaciones proteicas dentro del
medio celular a pesar de la sustancial dilucién que se hace de éste.

Por otro lado, a partir del andlisis del interactoma de las proteinas de Drosophila,
basado en un ensayo de doble-hibrido (Giot, 2003), se ha indicado la interaccion de la proteina
ORF2 con la subunidad p52 del complejo TFIIH. En este sentido, las co-IPs pueden
complementar los ensayos de doble-hibrido, verificando como verdaderas aquellas
interacciones positivas reflejadas en la levadura; o bien, anulando aquellas interacciones falsas-
positivas que ocurren cuando los dominios de las proteinas probadas en el doble-hibrido se
exponen de manera inadecuada. Inclusive, ya que no todas las proteinas pueden analizarse por
un ensayo de doble-hibrido, a través de las co-IPs puede descubrirse una asociacion verdadera
enmascarada en un resultado negativo en este tipo de ensayo.

Si el resultado de los ensayos co-IP indicara una interaccion fisica entre ORF2 y p8, o
algin otro componente de TFIIH, también se podré determinar si existe una co-localizacién de
dichas proteinas dentro de la célula. Adicionalmente, el analisis de la interaccion a nivel
molecular entre ORF2 y TFIIH se puede complementar con la co-tincion de cromosomas
politénicos mediante el uso de anticuerpos especificos que reconozcan las proteinas de interes,
pues se sabe que el uso de éstos ha permitido identificar regiones especificas de la cromatina
donde interaccionan algunas de las proteinas involucradas en diferentes procesos celulares
basicos (transcripcion, replicacion, reparacion del DNA, remodelaje de la estructura de la

propia cromatina, etc.).
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Asi mismo, tomando en cuenta que la proteina ORF2 parece ser el homoélogo de la
subunidad SWC6 del complejo remodelador de la cromatina SWR1 (SWR1-C), se podria
analizar la presencia de componentes del complejo homélogo a SWR1-C en la mosca (llamado
TIP60) en los mismos ensayos de co-IP e inmunocitoquimica.

Para completar el estudio de las funciones que p8 y ORF2 pueden desemperfiar en
Drosophila, seria importante analizar su posible interaccion genética con componentes de los
complejos TFIIH y TIP60. Con esta finalidad, podrian realizarse un tamizado genético
utilizando mutantes en componentes de dichos complejos y otros factores relacionados con la
regulacion transcripcional y con la reparacion del DNA. Adicionalmente, podrian generarse
moscas con mutaciones en los genes que codifican a p8 y ORF2 para analizar sus fenotipos, y
para observar si se generan o acentlan defectos transcripcionales o de reparacion del DNA
cuando se combinan con las moscas mutantes en otros componentes de estos mecanismos.

Cabe recordar que se cuenta con otro conjunto de lineas de moscas transgénicas
generadas con el vector pUAST, en las que puede inducirse la expresion de las proteinas
hibridas de p8 y ORF2 de manera tejido-especifica. Estas lineas podrian funcionar como un
sistema modelo para la caracterizacién funcional de estas proteinas, si se dirige la expresion de
las mismas en un tejido que sea mas susceptible a defectos transcripcionales y/o de reparacion
del DNA. Por ejemplo, se ha encontrado que moscas que tienen mutaciones en la subunidad de
p52 de TFIIH tienen defectos drasticos en la ovogénesis (Fregoso, 2007), por lo que el ovario
podria ser un tejido sensible a deficiencias transcripcionales y/o de reparacion del DNA.

Finalmente, ya que existe la posibilidad de que ORF2 no interactie con algun
componente de TFIIH ni TIP60 en condiciones normales e incluso bajo el estimulo de
radiacion con luz UV, habria que determinar los blancos de interaccion de ORF2. Esto puede
llevarse a cabo mediante la identificacion de la proteinas que co-precipitan con ORF2,
mediante espectroscopia de masas; o bien, realizando un nuevo ensayo de doble hibrido con

una biblioteca de cDNA de mosca clonada en levadura.
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ANEXO 1.

Lineas de moscas transgénicas.

Tabla A. Lineas independientes de moscas transgénicas generadas mediante el vector
pCaSpeR™® para expresar las proteinas p8 y ORF2 fusionadas a etiquetas de 6His y Myc,
respectivamente.

p8-6His 6His-p8 ORF-Myc Myc-ORF
Linea Crom Linea Crom Linea Crom Linea Crom
1 X/Y  homociga 1 XY homociga 1 XIY  hombciga 1 X/Y  homociga
2 XIY  homdciga 2 X/IY  homdciga 2 XY 2 2 homdciga
3 2 homdciga 3 X/IY  homdciga 3 X/Y  homdciga 2 2 Cy
4 2 homociga 4 XY  homociga 4 X/Y  homociga 3 2 homociga
4 2 Cy 5 2 homociga 5 2 homociga 3 2 Cy
5 2 homociga 5 2 Cy 5 2 Cy 4 2 homéciga
5 2 Cy 6 2 homéciga 6 2 homociga 4 2 Cy
6 3 homaciga 6 2 Cy 6 2 Cy 5 3 homaciga
6 3 Sh 8 3 homdciga 8 2 homéciga 5 3 Sh
6 3 Ubx 8 3 Sh 8 2 Cy 5 3 Ubx
7 3 homdciga 8 3 Ubx 9 3 Sh 6 3 homdciga
7 3 Sh 9 3 homociga 10 3 homociga 6 3 Sh
8 3 Sh 9 3 Sh 10 3 Sh 7 3 homaciga
8 3 Ubx 9 3 Ubx 11 3 Ubx 7 3 Sb
9 3 homociga 10 3 homéciga 12 3 homociga 7 3 Ubx
9 3 Ubx 10 3 Sh 12 3 Ubx 8 3 homdciga
10 3 homaciga 11 3 homociga 12 3 Sb 8 3 Sb
10 3 Sh 11 3 Sh 14 3 homdciga 8 3 Ubx
11 3 homéciga 11 3 Ubx 15 3 homéciga 9 3 Sh
11 3 Sh 12 2 homociga 16 3 homociga 9 3 Ubx
12 3 homociga 12 2 Cy 17 homociga 10 3 homociga
12 3 Sh 13 3 homociga 18 homociga 10 3 Sh
13 2 homociga 13 3 Sh 19 homociga 10 3 Ubx
14 3 homéciga 14 3 Sh 20 homdciga 11 3 homdciga
15 3 homéciga A homdciga 21 homéciga 11 3 Sh
16 homéciga B homdciga 22 homéciga 11 3 Ubx
17 homéciga C homdciga 23 homéciga 12 2 homdciga
13 3 homociga
13 3 Ubx
A homéciga
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Tabla B. Lineas independientes de moscas transgénicas generadas mediante el vector
pPUAST, para expresar las proteinas p8 y ORF2 fusionadas a etiquetas de 6His y Myc,
respectivamente.

ORF-Myc Myc-ORF 6His-p8 p8-6His
Linea Crom Linea Crom Linea Crom Linea Crom
1 XY homociga 1 2 homaciga 1 X/Y  homociga 1 XY homociga
2 XY  homociga 1 2 Cy 2 X/Y  homociga 2 2 homociga
3 2 Cy 2 2 homdciga 3 XIY  homdciga 2 2 Cy
4 2 homdciga 2 2 Cy 4 XIY  homdciga 3 2 Cy
5 2 homaciga 3 2 homociga 5 X/Y  homociga 3 2 homociga
6 3 homociga 3 2 Cy 6 2 homociga 4 3 Sh
6 3 Sh 4 2 homociga 6 2 Cy 4 3 Ubx
6 3 Ubx 4 2 Cy 7 2 homociga 4 3 homéciga
7 3 homdciga 7 3 homdciga 7 2 Cy 5 3 Sh
7 3 Sb 7 3 Sh 8 2 homdciga 5 3 Ubx
7 3 Ubx 8 3 homéciga 8 2 Cy 5 3 homdciga
8 3 Sh 8 3 Sh 9 2 homdciga 6 3 homdciga
8 3 Ubx 8 3 Ubx 9 2 Cy 6 3 Sb
10 3 homociga 9 3 homociga 10 2 homociga 6 3 Ubx
10 3 Sb 9 3 Sb 10 2 Cy 7 2 Cy
10 3 Ubx 9 3 Ubx 11 2 homociga 7 2 homéciga
11 3 homdciga 10 3 homdciga 11 2 Cy 8 3 Sb
11 3 Sb 10 3 Sh 12 3 homdciga 8 3 Ubx
12 3 homdciga 11 3 homéciga 12 3 Sh 8 3 homdciga
12 3 Ubx 11 3 Sh 12 3 Ubx 9 homdciga
13 3 Ubx 11 3 Ubx 13 3 homociga 10 homociga
14 3 Sh 12 3 homociga 13 3 Sh 11 homociga
15 2 homéciga 12 3 Sh 13 3 Ubx
16 3 homaciga 12 3 Ubx 14 3 homociga
17 homociga 13 3 homaciga 14 3 Sb
18 homociga 13 3 Sb 14 3 Ubx
19 homdciga 13 3 Ubx 15 3 homéciga
20 homdciga 14 3 homéciga 15 3 Sh
21 homéciga 14 3 Sh 15 3 Ubx
22 homociga 14 3 Ubx 16 3 homociga
15 3 homociga 16 3 Sh
15 3 Sh 17 3 homociga
15 3 Ubx 17 3 Sh
16 3 homaciga 17 3 Ubx
16 3 Sh 18 3 homdciga
16 3 Ubx 18 3 Sh
17 3 homociga 18 3 Ubx
17 3 Ubx 19 3 homociga
17 3 Sb 19 3 Sb
18 3 Ubx 19 3 Ubx
18 3 Sh 20 3 homdciga
19 2 homaciga 20 3 Ubx
20 3 homéciga 20 3 Sh
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INDICE DE ABREVIATURAS

CAK Cinasa activadora de ciclina, subcomplejo de TFIIH

Cdk7 Cinasa 7 dependiente de ciclina, subunidad del subcomplejo CAK de TFIIH

cDNA DNA de cadena sencilla cuya secuencia es complementaria a un RNA

co-IP Experimento de co-inmunoprecipitacion

CS Sindrome de Cockayne

CSB Proteina Sindrome de Cockayne B, participa en la via TCR de NER durante el
reconocimiento del DNA dafiado

CycH Ciclina H, subunidad del subcomplejo CAK de TFIIH

D.O. Densidad oOptica

DDB Proteina de union al DNA dafado (“Damaged DNA-binding protein”), participa en
la via GGR de NER durante el reconocimiento del DNA dafiado

DNA Acido desoxirribonucleico

ERCC1 Proteina acompafiante de la nucleasa XPF, participa en NER

GAL4 Activador transcripcional cuya secuencia blanco es UAS

GGR Reparacion global del genoma (“Global Genome Repair’)

H2A Histona canonica que forma parte central del nucleosoma

H2Av Unica variante de la histona H2A en Drosophila melanogaster

H2AZ Variante de la histona H2A cuya funcion se ha relacionado con la regulacion
transcripcional

hHR23B Proteina humana homdloga a Rad23B (“human homologue of Rad23B”)
acompariante de XPC en GGR

MAT1 Factor ensamblador del subcomplejo CAK de TFIIH

Myc Peptido correspondiente al epitope de c-myc utilizado como etiqueta para
identificar la proteina ORF2

Myc-ORF Proteina hibrida de ORF2 con una etiqueta de Myc en su extremo amino

NER Reparacion por escision de nucleotidos (“Nucleotide Excision Repair”)

ORF2 Proteina codificada en el segundo marco de lectura abierta del transcrito
bicistronico de p8 en Drosophila melanogaster

ORF-Myc Proteina hibrida de ORF2 con una etiqueta de Myc en su extremo carboxilo

p8 o TTDA Proteina de 8 KDa que forma parte del subcomplejo central de TFIIH

p8-6His  Proteina hibrida de p8 (TTDA) con una etiqueta de 6His en su extremo carboxilo

p34 Proteina de 34 KDa que forma parte del subcomplejo central de TFIIH

p44 Proteina de 44 KDa que forma parte del subcomplejo central de TFIIH; posee
actividad de ligasa de ubicuitina

p52 Proteina de 52 KDa que forma parte del subcomplejo central de TFIIH

p62 Proteina de 62 KDa que forma parte del subcomplejo central de TFIIH

pCaSpeR""®  Vector de expresién para generar moscas transgénicas que permite la
expresion constitutiva del transgen gracias a la presencia del promotor HSP83

PCNA Cofactor de DNA polimerasas (“Proliferation Cell Nuclear Antigen”)

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa (“Polimerase Chain Reaction™)

pCR2.1  Vector de clonacion que permite la insercion directa de un producto de PCR

pUAST  Vector de expresion para generar moscas transgénicas que permite dirigir la

expresion del transgen gracias al uso del sistema UAS/GAL4 de levadura

- 65 -



rDNA DNA que codifica para los genes ribosomales

RFC Cofactor de DNA polimerasas (“Replication Factor C”)
RNA Acido ribonucleico
RPA Proteina de replicacion A (“Replication protein A”), participa en NER

estabilizando la hebra sencilla de DNA y posicionando las nucleasas

RT-PCR  Técnica que permite la amplificacion de DNA obtenido a partir de una reaccion de
transcripcion reversa

SDS-PAGE Electroforesis en una dimensién bajo condiciones desnaturalizantes

sSDNA  DNA de cadena sencilla

SWR1-C Complejo remodelador de la cromatina SWR1 que permite el intercambio de la
histona variante H2AZ

TCR Reparacion acoplada a la transcripcién (“Transcription Coupled Repair’)

TFIH Factor de transcripcion H asociado a la RNA polimerasa Il

TTD Tricotiodistrofia

TTD-A  Tipo de complementacion A de TTD

UAS Secuencia de DNA activadora de la transcripcion (“Upstream Activating
Sequence”)

uv Ultravioleta

XP Xeroderma Pigmentosum

XPA Proteina Xeroderma Pigmentosum A, participa en NER verificando el dafio
ocasionado en la hebra de DNA

XPB Proteina Xeroderma Pigmetosum B con actividad de helicasa dependiente de ATP
con polaridad 3’-5’, subunidad de TFIIH

XPC Proteina Xeroderma Pigmentosum C, participa en la via GGR de NER durante el
reconociendo del DNA dafiado

XPD Proteina Xeroderma Pigmetosum D con actividad de helicasa dependiente de ATP
con polaridad 5’-3’, subunidad de TFIIH

XPE Proteina Xeroderma Pigmentosum E, acompafiante de la proteina DDB en GGR

XPF Proteina Xeroderma Pigmentosum F con actividad de nucleasa 5’, participa en
NER durante la incision del oligonucleétido que lleva el dafio

XPG Proteina Xeroderma Pigmentosum G con actividad de nucleasa 3’, participa en
NER durante la incision del oligonucleétido que lleva el dafio

6His Peptido de 6 histidinas utilizado como etiqueta para identificar la proteina
TTDA/p8

6His-p8  Proteina hibrida de p8 (TTDA) con una etiqueta de 6His en su extremo amino
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