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RESUMEN

TFIIH es un complejo multiproteico conformado por 10 subunidades que
participan en la regulacion de la transcripcién mediada por la RNA polimerasa | y Il
el ciclo celular y la reparacion por escision de nucleétidos (NER). Mutaciones en las
subunidades XPB, XPD y p8 generan en humanos 3 sindromes fotosensibles:
xeroderma pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne (CS) y tricotiodistrofia (TTD).
Otros sindromes asociados a mutaciones en otras subunidades no han sido
reportados sugiriendo que las mutaciones podrian ser deletéreas durante el
desarrollo del organismo resultando en muerte prematura. Las mutantes Dmp52 en
D. melanogaster caracterizadas por Fregoso et al. (2007) mostraron fenotipos
similares a los observados en pacientes XP, CS y TTD. No obstante, la
interpretacion de estos fenotipos es dificil debido a que no es posible distinguir si son
un efecto directo de la ausencia de Dmp52 o la acumulacién de dafio durante el
desarrollo. En este trabajo se demostr6 que Dp53 interacciona fisicamente con
Dmp52 in vitro e in vivo indicando una nueva interaccion de Dp53 con otro
componente de TFIIH. Asimismo, se evaluo la interaccion genética entre Dmp52 y
Dp53 utilizando dsRNA dirigido a los discos imagales de ala. La disminucién de los
niveles de Dmp52 generé defectos en el crecimiento y alteraciéon en los patrones de
venacion del ala con la aparicion de venas ectopicas. El defecto en el crecimiento se
asoci6 a la disminucién en el tamafio de cada célula y el nimero de células totales.
Los discos de ala con niveles reducidos de Dmp52 presentaron apoptosis pero no
alteraciones en el progreso del ciclo celular en el estadio analizado indicando que la
disminucién del nimero de células totales podria asociarse a la muerte celular.
Interesantemente, la expresion de una dominante negativa de Dp53 (GUS-Ctp53DN)
genero apoptosis masiva en los discos de ala, la cual se asocio a la acumulacion de
DNA dafado e inestabilidad cromosomal. Asimismo, se determiné que la apoptosis
masiva en los discos con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53 es dependiente de
JNK. La inhibicion farmacolégica de TFIIH utilizando la droga triptolide fenocopio la
apoptosis dependiente de JNK en discos deficientes en Dp53 demostrando que el
mecanismo de accién del triptolide involucra la activacion de la via de JNK en
células deficientes en Dp53. Este conocimiento resulta importante para el
tratamiento de tumores deficientes en p53 asi como para entender como la pérdida
de funcién de TFIIH genera los fenotipos observados en pacientes deficientes en
TFIIH.



ABSTRACT

TFIIH is a multiprotein complex conformed for 10 subunits which is involved in
regulation of RNA polymerase | and Il transcription, cell cycle and nucleotide excision
repair (NER). Mutations in either of the genes encoding XPD, XPB and p8 generate 3
human photosensitive syndromes: xeroderma pigmentosum (XP), Cockayne
syndrome (CS) and trichothiodystrophy (TTD). Other syndromes associated to
mutations in different subunits have not been reported suggesting these mutations
could be deleterious during development causing organisms death. In D.
melanogaster, characterization of Dmp52 mutations by Fregoso et al. (2007) showed
similar phenotypes to those observed in XP, CS and TTD patients. However, the
interpretation of these phenotypes is difficult since it is not posible to distinguish
whether they are a direct effect of loss of Dmp52 or the accumulation of damage
during development. In this work, we demonstrated that Dp53 physically interacts
with Dmp52 in vitro and in vivo indicating a novel interaction of Dp53 with another
TFIIH subunit. Likewise, we evaluated the genetic interaction between Dmp52 and
Dp53 using a dsRNA directed at imaginal wing discs. Reduction of Dmp52 levels
generates growth defects and venation pattern alteration, rising ectopic veins.
Growth defects are associated with reduction in cell size and the number of total
cells. Dmp52-depleted wing discs showed apoptosis but no cell cycle alterations in
the analyzed developmental stage indicating that reducing of the number of total cells
could be associated to cell death. Interestingly, coexpression of a Dp53 dominant
negative (GUS-Ctp53DN) generated massive apoptosis in wing discs, which was
associated to DNA damage accumulation and chromosomal instability. Moreover, it
was determined that massive apoptosis in Dmp52 and Dp53-depleted wing discs
was JNK-dependent. Pharmacologic inhibition of TFIIH with triptolide drug
phenocopied JNK-dependent apoptosis in Dp53-depleted wing discs demonstrating
that mechanism of action of triptolide involved JNK-pathway activation in Dp53-
depleted cells. This knowledge is important for the treatment of Dp53-deficient
tumors as well to understand how loss of function of TFIIH generates observed

phenotypes in patients with TFIIH deficiency.
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I. INTRODUCCION

La transcripcion y la reparacion del DNA son procesos que requieren de una
regulacion fina para lograr una respuesta especifica y controlada de los mismos.
Muchos complejos multiproteicos se encuentran involucrados en la regulacion de
estos procesos por lo que el intercambio entre componentes asi como las
interacciones transitorias entre ellos son comunes. Uno de los complejos
involucrados en la transcripcion y la reparacion del DNA es TFIIH, el cual esti
conformado por varias subunidades. La complejidad en las funciones que realiza
TFIIH aumenta si consideramos que este complejo establece varias interacciones
con factores transcripcionales que incluyen los receptores hormonales, los
supresores tumorales, el RNA, las proteinas virales y de reparacion entre otras
(Zurita y Merino, 2003), por lo que la comprensién de sus funciones e interacciones
resulta indispensable para entender la relacion genotipo-fenotipo existente en

pacientes que presentan deficiencias en TFIIH.

1.1 Estructuray funcion de TFIIH

TFIIH es un complejo conformado por 10 subunidades: XPB, XPD, CDK7, p44,
p62, p52, p34, matl, ciclina H y p8. TFIIH principalmente se encuentra formando dos
subcomplejos: el subcomplejo CAK (cinasa activadora de CDKs) conformado por
CDK7, matl y ciclina H; y el subcomplejo central (o “core”) compuesto por XPB,
XPD, p62, p52, p44, p34 y p8. No obstante, otras variantes de estos complejos se
han purificado con otros componentes mostrando interacciones transitorias. Este es
el caso de XPD ya que se ha encontrado que forma un subcomplejo transitorio al
unirse al CAK (Chen et al, 2003). Recientemente, también se ha descrito en
levadura una nueva subunidad denominada Tfb6, la cual interacciona
transitoriamente con componentes del “core” y que probablemente juega una funcién
importante en la reparacion (Murakami et al., 2012). Por otro lado, la endonucleasa
XPG también se ha propuesto como otra subunidad que forma parte de TFIIH ya
que se ha encontrado que interacciona fisicamente con el complejo y que participa
activamente durante la reparacion y la transcripcion (Ito et al., 2007).

Algunos componentes de TFIIH presentan varias actividades enziméticas
siendo XPB y XPD DNA helicasas con una polaridad 3"-5" y 5°-3’, respectivamente
(Oksenych y Coin, 2010); CDK7 es una cinasa y p44 se ha descrito como una ligasa

de ubiquitina en levadura (Takagi et al., 2004). Las subunidades restantes juegan



principalmente un papel estructural en la formacion de los complejos e incluso
proporcionan estabilidad como lo hace p8 (Giglia-Mari et al., 2004). Estudios de
microscopia electronica sobre la estructura de TFIIH en levadura y humano han
demostrado que el holocomplejo presenta una estructura tridimensional en forma de
anillo donde el centro del anillo parece funcionar como una regién a la que se une el
DNA. Asimismo, el anillo presenta una protuberancia, la cual corresponde a las
subunidades del CAK (Schultz et al., 2000).

A

Figura 1. Estructura y funciones de las subunidades de TFIIH humano. A. Esquema donde se
resumen las funciones que realizan las subunidades de TFIIH. En rojo, las subunidades que forman el
“core”; en azul, las subunidades que componen el CAK. XPD puede encontrarse en ambos
subcomplejos B. Estructura tridimensional de TFIIH donde se muestran los subcomplejos “core” y el
CAK. Modificado de Schultz et al. (2000) y Egly (2001).

TFIIH esté involucrado en la regulacion de varias funciones celulares que
incluyen la apertura del DNA para formar la burbuja de la reparacion por escision de
nucledtidos (NER), la transcripcion mediada por la RNA polimerasa | y Il (RNApol |y

I) y el control del ciclo celular (De Boer y Hoeijmakers, 2000).



Con respecto a la reparacion, NER es una via de reparacion altamente
conservada que se encarga de remover un amplio rango de lesiones que provocan
la distorsion de la estructura del DNA. Estas lesiones incluyen los fotoproductos
producidos por la radiacion UV, los compuestos quimicos alquilantes, varias formas
de lesiones oxidativas e incluso los sitios abasicos generados por glicosilasas
(Andresoo, 2006; Fuss y Tainter, 2011). Particularmente, la radiacion ultravioleta da
lugar a la formacion de dimeros de ciclobutano de pirimidina (CPDs) y los 6-4
fotoproductos (6-4PP) que provocan deformaciones en la estructura helicoidal del
DNA, y estos resultan peligrosos ya que potencialmente pueden generar
mutaciones. Los aductos ocasionados por UV son removidos a travées de NER
donde TFIIH participa activamente (De Boer y Hoeijmakers, 2000).

Existen dos variantes de NER, las cuales dependen de como se reconoce el
dafio en la molécula de DNA. La reparacion global del genoma (GGR) se refiere a
aquella que ocurre en las regiones que no estidn siendo transcritas y el
reconocimiento de la lesion lo realizan los complejos de proteinas XPC-HR23B en
presencia o ausencia de UV-DDB1/DDB2. Por otro lado, la reparacién acoplada a la
transcripcion (TCR) es aquella que ocurre en regiones del genoma que se estan
transcribiendo y el reconocimiento del dafio ocurre cuando la RNA polimerasa se
estanca en el sitio donde la lesion ha ocurrido para que posteriormente se unan
otras proteinas de reparacion como CSA y CSB. Después del reconocimiento del
dafio en el DNA, las proteinas XPA y RPA se unen al sitio de dafio y estabilizan el
DNA, sobretodo cuando TFIIH abre la burbuja de reparacion. TFIIH se une y se
encarga de abrir el DNA alrededor de la lesion de manera asimétrica (a partir de la
lesiébn abre 22 nucledtidos en 5" y 5 nucleétidos en 37) con las actividades de
helicasa de sus subunidades XPB y XPD (Oksenych y Coin, 2010). Posteriormente,
las endonucleasas XPF-ERCC1 y XPG se encargan de escindir un fragmento de 28-
32 nucledtidos de longitud que contiene el aducto. Después las DNA polimerasas 0,
K o € sintetizan DNA de novo utilizando la hebra no dafiada como templado.
Finalmente, la ligasa | se encarga de sellar los extremos del DNA recién sintetizado
restableciendo de esta manera la hebra dafiada (figura 2) (Fousteri y Mullenders,
2008).



Figura 2. TFIIH participa en NER. Existen dos variantes de NER que difieren en como se reconoce
la lesion en el DNA. En GGR, el reconocimiento del dafio lo realizan las proteinas XPC-hHR23B vy el
complejo UV-DDB (XPE), las cuales se unen a la lesiobn que distorsiona la estructura de DNA;
mientras que para TCR, la sefial de reconocimiento ocurre debido al estancamiento de la RNApol Il
en la lesion, lo cual permite el reclutamiento de otras proteinas como CSA y CSB. Los pasos
posteriores para las dos variantes son los mismos y consisten en la union de XPA, RPA y TFIIH.
TFIIH se encarga de abrir la cadena de DNA alrededor de la lesion. Posteriormente, las
endonucleasas ERCC1-XPF y XPG escinden el oligonucleétido que contiene la lesion para que se
sintetice DNA de novo por las DNA polimerasas €, d y k junto con factores de procesamiento como
RFC y PCNA. Finalmente, los extremos son ligados reestableciendo el DNA que habia sido dafiado.
Si las células se encuentran dividiéndose activamente o en senescencia, algunos factores especificos
intervienen en los pasos de sintesis y ligacion. Modificado de Fousteri y Mullenders (2008).

Ademas de la reparacion, TFIIH esta involucrado en la iniciacion, el escape del
promotor y los pasos tempranos de elongacion en la transcripcion asi como en la
reiniciacion de la transcripcion después de las pausas de la RNApol Il. En la
iniciacion de la transcripcion, la actividad ATPasa de XPB se requiere para abrir el
DNA alrededor del sitio de inicio y permitir la formacién del complejo de preiniciacion.
Posteriormente, CDK7 fosforila la serina 5y 7 del heptapéptido repetido “YSPTSPS”

del dominio carboxilo terminal de la subunidad Rbpl de la RNApol Il, lo cual permite



el escape del promotor y la elongacion (Gerber et al., 1995). TFIIH también puede
regular la transcripcion a través de la transactivacion de diferentes receptores
nucleares ya que se ha encontrado que CDK7 fosforila una variedad de receptores
que incluyen los receptores a y y del acido retinoico (Bastien et al., 2000; Keriel et
al., 2002), el receptor de estrégenos (Chen et al., 2000), el receptor de andrégenos
(Chymkowitch et al., 2011) y PPAR-y (Helenius et al., 2009); ademas, CDK7 también
se encarga activar el receptor de la vitamina D de manera indirecta a través de la

fosforilacion de su coactivador Etsl (Drané et al., 2004).

Figura 3. TFIIH participa en la transcripcion mediada por la RNApol Il. A. Durante el inicio de la
transcripcion, TFIID se une al DNA en la regiobn promotora que contiene la caja TATA. B.
Posteriormente, TFIIA y TFIIB se unen. C. Se recluta el complejo mediador y TFIIF; TFIIF recluta a la
RNA pol Il al promotor. D. El complejo de preiniciacién se completa cuando TFIIE y TFIIH se unen. E.
TFIIH se encarga de abrir la cadena del DNA y fosforila el CTD de la RNApol II. F. Finalmente, la
RNApol Il inicia la transcripcion en presencia de los nucleétidos trifosfatados (NTPs) permitiendo el
escape del promotor y el inicio de la elongacion. Modificado de Orphanides et al. (1996).

TFIIH también juega un papel fundamental en la transcripcion del RNA
ribosomal mediada por la RNApol I. TFIIH colocaliza en regiones del nucledlo donde
la transcripcion de rDNA se encuentra activa; aunque no esta involucrado en la
formacién del complejo de iniciacién o el escape del promotor, TFIIH estimula la

transcripcion dependiente de la RNApol | siendo un factor importante durante la



elongacion (lben et al., 2002; Assfalg et al.,, 2011). Por otro lado, el subcomplejo
CAK se requiere para la progresion del ciclo celular. CDK7 fosforila a CDK2, lo cual
regula la transicion de G1/S; mientras que la fosforilacion del T-loop de CDK1 es
crucial para el ensamblaje del complejo CDK1/ciclina B1 y con ello la progresion de
la fase G2 a M (Larochelle et al., 2007).

1.2 Otras funciones de las subunidades independientemente de TFIIH

Ademas de las funciones anteriormente mencionadas, se ha descrito que
algunas subunidades de TFIIH pueden formar parte de otros complejos pudiendo
participar en otros procesos de manera independiente a TFIIH. En el caso de XPD,
se ha descrito que esta proteina coinmunoprecipita y forma parte del complejo
MMXD formado por MMS19, Ciaol y MIP18, el cual participa en la segregacion de
los cromosomas (Ito et al., 2010). XPD también regula la localizacion de CDK7
modulando la dinamica del huso mitético (Li et al., 2010). Por otro lado, la helicasa
XPB colocaliza en el centrosoma durante la mitosis e incluso coinmunoprecipita con
y-tubulina sugiriendo un papel en la regulacién de la mitosis (Weber et al., 2010).
Recientemente, se demostré que Matl/Tfb3 interacciona fisicamente con Ubc4 y la
enzima conjugante Ubcl2 a través de su dominio RING regulando la nedilacion-
ubiquitinacion de Rtt101 y la nedilacién de Cul3, las cuales se requieren para la
supervivencia cuando agentes genotoxicos inducen dafio durante la replicacion del
DNA (Rabut et al., 2011). Todos estos reportes sugieren que algunas subunidades
de TFIIH pueden regular otros procesos de manera independiente a las funciones

del complejo.

1.3 Efecto de las mutaciones en TFIIH

Las mutaciones en los genes que codifican para las subunidades de TFIIH se
han relacionado con el desarrollo de 3 sindromes fotosensibles recesivos en los
humanos: xeroderma pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne (CS) vy
tricotiodistrofia (TTD), los cuales se asocian a mutaciones encontradas en XPB, XPD
y p8. A continuacion se describen brevemente los fenotipos asociados a cada

enfermedad:

> Xeroderma pigmentosum: estos pacientes presentan una alta incidencia de
desarrollar cancer en la piel aproximadamente >1000 veces que la poblacién

normal asi como >10 veces el desarrollo de tumores internos principalmente en



el pulmén y la vejiga; asimismo, presentan una pigmentacién anormal de la piel y
en casos severos también exhiben anormalidades neuroldgicas (Kraemer et al.,
1987). Este sindrome puede ser ocasionado por mutaciones en 8 grupos de
complementacion: XPA-G y XPV (Fuss y Tainer, 2011).

» Sindrome de Cockayne: sus principales fenotipos consisten en la calcificacion
del sistema nervioso central, la neurodesmielinaciéon, enanismo caquéctico,
anormalidades esqueléticas, la degeneracion mental progresiva, progeria, ataxia,
degeneracion retinal y bajo peso al nacer. La mayoria de los pacientes presentan
mutaciones en CSA o CSB aunque hay reportes de mutaciones en XPB, XPD y
XPG (Fuss y Tainer, 2011).

» Tricotiodistrofia: presentan descamacion de la piel o ictiosis, cabello y ufias
quebradizas, anormalidades esqueléticas, retraso mental, estatura corta, anemia,
caracteristicas de envejecimiento prematuro como caguexia, osteoporosis y
kifosis. Los genes afectados corresponden a las subunidades de TFIIH: XPB,
XPD y p8 (Fuss y Tainer, 2011).

Adicionalmente, mutaciones en XPD, XPG y CSB se han asociado a la
generacion de COFS (sindrome cerebro-oculo-facio-esquelético), el cual comparte
caracteristicas similares con CS (Hamel et al., 1996; Meira et al., 2000; Graham et
al., 2001). Generalmente, los fenotipos que presentan los pacientes XP se han
asociado principalmente a problemas relacionados con la reparacion al DNA,
resultando en fotosensibilidad y cancer. En pacientes CS, se asocia con defectos en
TCR y en TTD a una tasa de transcripcion reducida. Enigmaticamente, aunque en
los pacientes XP existe un incremento en la incidencia de cancer, en los pacientes
CS y TTD no hay un incremento en la predisposicion de cancer a pesar de que
presentan fotosensibilidad (De Boer y Hoeijmakers, 2000; Zurita y Merino, 2003).
Asimismo, dependiendo del tipo de mutaciones en XPB o XPD, algunos pacientes
muestran fenotipos combinados pudiendo encontrar pacientes XP/CS y XP/TTD
(Broughton et al., 1995 y 2001), lo cual sugiere que las mutaciones asociadas a cada
sindrome podrian afectar una o mas funciones de TFIIH dando lugar a la
heterogeneidad de fenotipos. Sin embargo, la incidencia de pacientes con ambas

enfermedades es extremadamente rara.



Figura 4. Sindromes asociados a mutaciones en componentes de TFIIH. A. Xeroderma
pigmentosum (XP). B. Sindrome de Cockayne (CS). C. Tricotiodistrofia (TTD). Tomado de Lehman
(2001).

En los humanos no se han registrado enfermedades relacionadas con otras
subunidades de TFIIH, por lo que los defectos relacionados a otras subunidades no
se conocen. Por tal razén, elucidar el papel que desempefia cada subunidad en el
complejo ha resultado dificil. No obstante, el uso de organismos modelo como la
mosca de la fruta D. melanogaster ha permitido estudiar las funciones de algunas
subunidades de TFIIH satisfactoriamente. En el caso de Dmp52 (el homdlogo de p52
en mosca), la caracterizacibn de varios alelos mutantes mostraron que las
mutaciones en este gen producen fenotipos durante el desarrollo que incluyen la
presencia de quetas y cuticula quebradizas, una reduccién en el tamafio del
organismo en todos los estadios, defectos en ovogénesis y espermatogénesis, la
melanizacion del intestino y la aparicion de tumores melandticos, asi como
inestabilidad cromosomal y sensibilidad a UV (Fregoso et al., 2007, ver figura 5).
Todos estos fenotipos son similares a los fenotipos presentados por los pacientes
XP, CS y TTD demostrando que la pérdida de funcién de TFIIH en la mosca genera
defectos similares a los encontrados en los humanos, por lo que es un buen modelo

para el estudio de la funcion de las subunidades de TFIIH.



Figura 5. Las mutaciones en Dmp52 generan diversos defectos durante el desarrollo. A.
Fenotipo minute en larvas mrn'/mrn® (panel izquierdo), pupas EP3605/EP3605 (panel central) y
adultos EP3605/mrn® (panel derecho). B. Los mutantes EP3605/EP3605 (panel derecho) presentan
defectos en la cuticula y quetas quebradizas comparadas con moscas silvestres (panel izquierdo), los
cuales son sefialados por flechas. C. Presencia de tumores melanédticos en larvas mrn*/mrn®. D.
Presencia de melanizacién en el anillo del intestino medio de larvas EP3605/mm?®. E. Aberraciones
cromosomales en neuroblastos metafasicos con mutaciones en Dmp52. Los organismos heterdcigos
EP3605/+ (panel superior) presentan fenotipo silvestre. Sin embargo, los neuroblastos de larvas
heteroalélicas EP3605/mrn® (panel central) y EP3605/mrn® (panel inferior) presentan cromosomas no
condensados y fragmentados. Tomado y modificado de Fregoso et al. (2007).

1.4 Respuestas de dafio al DNA: p53y JNK

El DNA es la molécula encargada de transmitir la informacion genética de una
generacion a la siguiente y de permitir el adecuado desarrollo, el funcionamiento y la
reproduccién en los organismos. Muchos agentes enddgenos y exdgenos pueden
provocar alteraciones en la estructura e integridad de DNA, las cuales son peligrosas
ya que potencialmente pueden dar lugar a inestabilidad y la mutagénesis. A nivel
celular, la exposicibn a estos agentes provoca diversas respuestas como la
activacion de los sensores de dafio al DNA, los transductores de sefiales y los
efectores (Bartek y Lukas, 2001). Los sistemas transductores de sefiales se
encargan de activar los puntos de control del ciclo celular y factores de transcripcion,
que inducen la expresién de genes involucrados en la reparacion al DNA, la
detencion del ciclo celular y la apoptosis (Yang et al., 2004). Los puntos de control
del ciclo celular se activan con el fin de proporcionar mas tiempo a las enzimas para
concluir la reparacion antes de entrar a fases criticas del ciclo celular como la fase S

y la mitosis, o de inducir la apoptosis cuando las células afectadas presentan dafios

9



irreparables en el DNA (Ljungman, 2005). A continuacibn se describen dos
componentes que son activados en respuesta al estrés genotoxico y que se

trabajaron en esta tesis: p53 y JNK.

1.4.1 p53

p53 es un mediador critico en la respuesta inducida por estrés genotdxico.
Este supresor tumoral se encuentra generalmente inactivo en varios tipos de cancer
por lo que p53 es esencial para evitar la carcinogénesis (Levine, 1997). Aunque se
ha demostrado que p53 es una proteina no indispensable para el desarrollo, en
ratones “knockout” se ha visto que su falta se asocia a defectos en la
gametogénesis, la sensibilidad a diversos agentes genotdxicos asi como la aparicion
de tumores en edades tempranas (Donehower et al., 1992). Esta proteina presenta 4
dominios estructurales y funcionales: una region aminoterminal que consiste en un
dominio de transactivacion y una region rica en prolina; un dominio central de unién
al DNA; un dominio de tetramerizacion; y un dominio carboxilo terminal regulatorio
(Joerger y Fersht, 2008). En condiciones basales, p53 es una proteina de vida corta,
la cual se ubiquitina por Mdm2 (mouse double minute 2) para inducir su degradacion
por el proteasoma. Sin embargo, en condiciones de estrés genotoxico, de hipoxia u
otros agentes, p53 se fosforila, lo cual estabiliza a la proteina permitiendo aumentar
su concentracion a nivel celular. p53 se convierte en un factor transcripcional
secuencia especifico que puede activar la transcripcion de sus genes blanco (Slee et
al., 2004). La cascada de activacion en respuesta al estrés genotoxico inducido por
la radiacion ionizante (IR) inicia con la activacion de ATM (Ataxia-telangectasia
mutated), la cual fosforila a Chk2 y posteriormente ambas pueden fosforilar a p53.
En el caso de exposiciébn a UV o bloqueo en la replicacion, ATR (ATM-related) se
activa y fosforila a Chk1, y esta ultima fosforila a p53 (Bai y Zhu, 2006). p53 activada
puede inducir la apoptosis, la detencion del ciclo celular, la reparacién y la
senescencia entre otros procesos, dependiendo del tipo de estimulo que indujo su
acumulacion asi como del grado del dafio ocasionado a la célula (Slee et al., 2004).
Adicionalmente, p53 también puede unirse de manera no especifica a varias
secuencias de DNA como “mistmatches” y aductos, lo cual sugiere funciones
independientes de su dominio de transactivacién (Lee et al., 1995; Liu y Kulesz-
Martin, 2001). En eucariotes existen 5 tipos de reparacion: la reparacion por escision
de nucledtidos (NER), la reparacion por escision de bases (BER), la reparacion de

mismatches (MMR), la recombinacion homéloga (HR) y la unién de extremos no
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homoélogos (NHEJ). p53 presenta funciones dependientes e independientes de su
dominio de transactivacion para todos los tipos de reparacion, excepto para HR
donde soélo presenta funciones independientes (Sengupta y Harris, 2005).

En Drosophila, existe sélo un gen que consiste de dos promotores alternativos
que pueden codificar para 3 posibles isoformas: la isoforma Dp53 correspondiente a
TP53 (homologo humano) con el dominio de transactivacion completo; la isoforma
DANp53 con el dominio de transactivacion aminoterminal truncado codificada a partir
de un promotor interno; y Dp53AC, que consta sélo del dominio de transactivacion
(Marcel et al., 2011). Sin embargo, solo Dp53 y DANp53 se han reportado
experimentalmente (Villicaia et al., 2013). Aunque la homologia de la secuencia
entre Dp53 y la proteina humana TP53 es baja, Dp53 conserva la estructura
secundaria asi como los diferentes dominios de la proteina. El andlisis de los
dominios revelé que la region con mayor similitud entre ambas proteinas es el
dominio de union al DNA donde Dp53 presenta un 24% de identidad y un 44% de
similitud (Jin et al., 2000). El gen Dp53 se activa en respuesta a IR y se ha
involucrado en la induccion de la apoptosis, la autofagia, el envejecimiento, la
diferenciacion y el crecimiento. DANp53 fue la primer isoforma identificada en la
mosca Yy la mayoria de las funciones mencionadas se han caracterizado para esta
isoforma. A diferencia de TP53, DANpS3 puede inducir la apoptosis en respuesta a
IR ya que directamente induce a reaper, pero la detencion del ciclo celular no ocurre
(Brodsky et al., 2000; Sogame et al., 2003). No obstante, en respuesta al estrés
energético ocasionado por las mutaciones en componentes mitocondriales, la
detencion del ciclo celular se lleva a cabo al igual que en humanos (Mandal et al.,
2005). También se ha demostrado que DANp53 es muy importante en el
mantenimiento de la estabilidad cromosomal por lo que conserva las funciones de

supresor tumoral (Sogame et al., 2003).

1.4.2 JNK

Las c-Jun N-terminal cinasas (JNK) son miembros de un grupo de
serina/treonina cinasas conocida como la familia de proteina cinasa activada por
mitdgenos (MAPKSs) (Bogoyevitch y Kobe, 2006). JNKs participan en una cascada de
activacion mediada por fosforilacibn en respuesta a multiples factores Internos y
externos como estimulos mitogénicos, las citocinas proinflamatorias, el estrés
osmdtico, el choque de calor, IR, UV y el dafio oxidativo (Theodosiou y Ashwort,

2002). La activacion de JNK ocurre a través de la fosforilacion dual de una treonina y
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tirosina especifica en el motivo Thr-X-Tyr dentro de su loop de
activacion/fosforilacién. Después de la activacion de JNK, esta proteina fosforila
factores transcripcionales especificos que activan la transcripcion de ciertos genes
en respuesta al estimulo por el cual se activo (Davis, 2000). La activacion de JNK se
encuentra involucrada en la regulacion de varios procesos celulares que incluyen la
muerte celular, la proliferacién, la replicacion viral, la respuesta inmune a patégenos
entre otros. En los humanos, las JNKs son codificadas por 3 diferentes genes, lo
cuales a su vez presentan hasta 10 diferentes productos de splicing. Las funciones
en las que se encuentra participando cada isoforma depende del tejido donde se
esti expresando asi como los estimulos y las cinasas rio arriba que activaron cada
isoforma (Bogoyevitch y Kobe, 2006). En D. melanogaster, existe s6lo un gen
homodlogo de JNK que codifica la proteina denominada Basket (Bsk). La activacion
de la cascada de JNK en la mosca provoca la fosforilacion de factores
transcripcionales como Jun (Jra, Jun-related antigen) y Fos (Kay, Kayak) asi como
otros sustratos citosolicos (Igaki et al., 2009). JNK se activa por las cinasas MKK4 y
MKK7 y se regula negativamente por la fosfatasa Puckered (Martin-Blanco et al.,
1998; Davis, 2000). Basket se activa en los procesos de regeneracion (Repiso et al.,
2011), la apoptosis por exposicion a UV (Luo et al., 2007) e IR (McNamee y Brodsky,
2009), la autofagia (Ohsawa et al., 2011), la respuesta inmune (Huang et al., 2009) y

varios procesos morfogenéticos como el cerrado dorsal (Jacinto et al., 2002).

12



Il. ANTECEDENTES

El supresor tumoral p53 es un componente critico de los mecanismos
celulares que responden a una amplia variedad de agentes ambientales con el fin de
mantener la integridad del genoma (Meek, 2004).

La proteina p53 es un componente importante en NER y se encuentra
participando en la reparacion en varios niveles. Se sabe que p53 es indispensable
durante GGR después de irradiar con luz UV, aunque no genera un efecto en TCR
(Ford y Hanawalt, 1995; 1997). También juega un papel importante en la relajacion
de la cromatina después de dafio genotoxico ya que permite el acceso de la
maquinaria de reparacion a los sitios de dafio. En células humanas y en
cromosomas politénicos de D. melanogaster se ha observado que la relajacion de la
cromatina mediada por hiperacetilacion de histonas es un proceso dependiente de
p53 (Rubbi y Milner, 2003; Rebollar et al., 2006; Chang et al.,, 2008). A nivel
transcripcional, p53 se encuentra regulando la expresiéon de los genes de xpc y
ddb2, que codifican proteinas involucradas en NER que se encargan de reconocer
las lesiones ocasionadas por UV en el DNA (Hwang et al., 1999; Adimoolan y Ford,
2002; Tan y Chu 2002).

Otros datos genéticos sugieren la participacion de TFIIH en la via apoptotica
mediada por p53. En lineas celulares humanas de pacientes XP deficientes para
XPD o XPB se ha observado que la induccién de la apoptosis al sobreexpresar
DANp53 o después de la exposicién a doxorubicina (droga que induce la apoptosis
dependiente de p53) genera una respuesta apoptotica menor en comparacion con
las lineas silvestres. No obstante, en estas lineas celulares la apoptosis
independiente de p53 inducida por &cido okadaico o mediada por Fas no se afecto
(Wang et al., 1996; Robles et al., 1999). Por otro lado, estos datos se han visto
corroborados en la mosca de la fruta ya que la apoptosis inducida por la
sobreexpresion de p53 en el ala es menor cuando el fondo genético contiene alelos
mutantes de XPB (hay o haywire en la mosca) sugiriendo que TFIIH participa en la

via apoptdtica mediada por p53 (Merino et al., 2002, figura 6).
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Figura 6. La apoptosis inducida por la sobreexpresion de DANp53 es parcialmente suprimida
en fondos genéticos deficientes para XPB (hay). La sobreexpresion de las dominantes negativas
de DANp53 en el ala no generan ningun fenotipo (E y F). La sobreexpresion de DANp53 en fondos
heterécigos para las mutantes hay"? y hay™ (C y D) suprimen parcialmente los defectos morfolégicos

de las alas asociados a la apoptosis en comparacion con el control solo expresando DANp53 (B).
Modificado de Merino et al. (2002).

De manera mas directa, p53 se ha ligado funcionalmente a TFIIH a través de
las interacciones proteina-proteina que establece con algunas de sus subunidades.
La subunidad p62 interacciona fisicamente con el dominio de activacion de p53 y se
cree que es importante para promover la activacion de la transcripcion de genes
regulados por p53 (Xiao et al., 1994; DiLello et al., 2008); p53 interacciona
fisicamente con XPD y XPB modulando la actividad de reparaciéon al inhibir su
actividad intrinseca de DNA helicasas (Léveillard et al., 1996; Wang et al., 1995). Por
otro lado, p53 se fosforila por el CAK manteniendo la interaccion fisica a través de
matl, lo cual aumenta la actividad de unién al DNA de manera secuencia especifica
(Lu et al., 1997). Reciprocamente, p53 modula la actividad del CAK a través de su
interaccion con ciclina H donde regula negativamente la actividad cinasa de CDK7 in
vitro e in vivo (Schneider et al., 1998). Adicionalmente, existen datos que sugieren
una nueva interaccion de p53 con otro componente de TFIIH. El trabajo de Levéillard
et al. (1996) report6 a través de ensayos tipo far-western de extractos crudos y
fracciones purificadas de TFIIH, utilizando como sonda a p53 marcada con **-P, que

una proteina de 52 kDa interaccioné fisicamente con p53 (figura 7); sin embargo, la
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identidad de esta proteina no se confirmé ya que p52 aln no se habia descrito, lo

cual puede sugerir una nueva interaccioén de p53 con otro componente de TFIIH.
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Figura 7. Posible interaccién fisica entre p52 y p53 en células humanas. A. Far western blot de
extractos de células Hela utilizando como sonda a p53 marcada con *-P. B. Far western blot
utilizando como sonda el fragmento C-terminal 320-393 de p53 marcado con *-P. Obsérvese el
enriquecimiento de una proteina de 52 KDa en las fracciones utilizando como sonda a p53 completa o
el fragmento C-terminal 320-393. La presencia de las proteinas en las fracciones se verifico a través
de western blot con anticuerpos especificos contra ERCC3/XPB, ERCC2/XPD, p62, TBP y TFIIE-B.
Figura modificada de Levéillard et al. (1996).

Adicionalmente, se sabe que el fenotipo minute principalmente se ha asociado
con mutaciones que afectan la sintesis de ribosomas y/o la maquinaria traduccional
(Saeboe-Larssen et al., 1998). Considerando que TFIIH es un factor de elongacion
en la transcripcibn mediada por la RNApol | y que las mutaciones en Dmp52
generan fenotipos minute (lben et al., 2002; Fregoso et al., 2007; Assfalg et al.,
2011), es posible que este proceso se encuentre afectado. De acuerdo con esto,
Christie et al. (2009, datos no publicados) reportan que las mutaciones en p52 en
pez cebra provocan defectos morfolégicos y displasia en el intestino asi como
acumulacion de precursores de RNA ribosomal (RNAr) y una disminucion en los
RNAr 18S y 28S en embriones, lo cual sugiere un defecto en el procesamiento;
interesantemente, se encontré que p53, p21 y ciclina G1 se acumulan posiblemente
como una respuesta al estrés ocasionado por el procesamiento defectivo del RNAr y
la biogénesis de los ribosomas. Varios trabajos han reportado que p53 se activa en
respuesta al estrés ribosomal sugiriendo un posible papel de p53 en respuesta a las
mutaciones en TFIIH (Chakraborty et al., 2011).
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l1l. JUSTIFICACION

Poco se conoce acerca de las funciones de otras subunidades que conforman
a TFIIH excluyendo a XPB, XPD, p8 y el CAK. En los humanos no se han reportado
otras enfermedades asociadas a mutaciones en otros componentes de TFIIH
probablemente debido a que estas mutaciones producen efectos severos durante el
desarrollo y son letales (Fregoso et al., 2007). Por otro lado, existe evidencia que
asocia funcionalmente a TFIIH con el supresor tumoral p53; sin embargo, la
evaluacion de estas interacciones en los modelos animales ha sido poco explorada.

Debido a esta falta de conocimiento, el andlisis genético y molecular utilizando
modelos animales es relevante para conocer la funcion de otras subunidades de
TFIIH asi como sus interacciones con otras proteinas como p53 durante el desarrollo
en los organismos multicelulares. En la mosca, se ha demostrado que Dmp52 es
importante para el desarrollo; en base a la importancia de p53 y su posible
interaccion con Dmp52, es crucial caracterizar los fenotipos de las dobles mutantes
en Dmp52 y Dp53, lo cual proporcionara informacion acerca de las funciones y la
interaccion del complejo con otras proteinas, lo cual podria sentar las bases para
realizar estudios mas finos sobre los procesos involucrados que se encuentren
afectados en estas mutantes.

La informacion generada sera relevante para conocer las vias de sefializacion
que se afectan por las mutaciones en Dmp52 y/o Dp53 que contribuyan con la
formacion de tumores y los defectos durante el desarrollo asi como en la aplicacion

para el disefio de terapias contra el cancer.

IV. HIPOTESIS
La subunidad Dmp52 de TFIIH interacciona fisica y genéticamente con Dp53

en Drosophila melanogaster.
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V. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las interacciones genéticas y moleculares de la subunidad
Dmp52 de TFIIH con el supresor tumoral Dp53 y evaluar su efecto durante el

desarrollo del ala en D. melanogaster.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si la subunidad Dmp52 de TFIIH interacciona fisicamente con Dp53.

2. Caracterizar los fenotipos generados en moscas expresando un dsRNA contra
Dmp52 y evaluar si interaccionan genéticamente con Dp53.

3. Determinar el efecto en la proliferacion y en la apoptosis en discos de ala.

4. Determinar el efecto de la interaccion en el mantenimiento de la integridad del

genoma.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 STOCKS DE MOSCAS UTILIZADOS

Se usaron los stocks en-gal4 (BL30564), MS1096™ (BL8860), Sgs3-Gald
(6870), eyeless-Gal4 (BL8228), UAS-p35 (BL5073), UAS-p53 (BL9170), p53TRIP
(BL29351), TubP-Gal80"/TM2 (BL7017), GUS-Ctp53DN (BL6583), Dicer (BL6009) y
mwh' (BL549), los cuales fueron obtenidos de Bloomington Drosophila Stock Center
(BDSC). Las moscas que expresan el dsRNA contra Dmp52 (Dmp52i, v39069),
Dmp34 (Dmp34i, v101309) y Basket (Bski, v34138) fueron proporcionados por
Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC).

6.2 BIOLOGIA MOLECULAR
6.2.1 Clonaciones

La clonacion de Dp53 y sus fragmentos se realizaron por amplificacion de las
clonas de cDNA GH11591 (DANp53) y AT28346 (Dp53) (DGC Gold Collection); en
el caso de Dmp52, como templado se us6 cDNA o DNA gendmico. Las extracciones

de DNA plasmidico se uso el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen).

6.2.2 Extraccion de DNA genémico de mosca

Se trituraron suavemente de 50-100 moscas en 2 ml de Douncing Buffer (0.15
M NacCl, 0.01 M Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EDTA, 0.2% Igepal NP-40) con un pistilo. El
homogenizado se filtr6 a través de una fibra de poliéster con ayuda de una jeringa.
El filtrado se recolecté en un eppendorf y se centrifugé a velocidad maxima durante
1 min. El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendié en 100 uyl de Douncing
Buffer. Se agregaron 300 ul de buffer de lisis (0.3 M NaCl, 0.05 M Tris-HCI pH 8.0, 5
mM, 1% NaSarcosyl) y se mezclé suavemente. Se agregaron 400 pl de fenol, se
mezclo y se centrifug6 a 13000 rpm durante 5 min. Posteriormente se agregaron 400
ul de fenol y 400 pl de cloroformo, se mezcld y se centrifugd. Este paso se repitié 3
veces. Posteriormente se agregaron 400 pl de cloroformo, se mezcl6 y se centrifugé.
Se precipitd el DNA de la fase acuosa agregando 2 vol (volimenes) de etanol, 1/10
vol de acetato de sodio 3M pH 5.2 y glic6geno (opcional). Finalmente, se centrifugd
durante 10 min a 13000 rpm y el pellet se lavo dos veces con etanol al 70%. El DNA
se secO y se resuspendié en 150 yl de agua para almacenarse a -20°C.
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6.2.3 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

Se homogenizaron 50 mg de moscas en 500 pl de Trizol (Invitrogen) y se
centrifugaron a 12000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante se colecté en un tubo
eppendorf y se dej6 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl de
cloroformo, se agit6 15 s y se incubé a temperatura ambiente 2-3 min.
Posteriormente, la muestra se centrifugd a 12000 rpm por 15 min a 4°C, la fase
acuosa se colect6 y se precipitd con 250 pl de alcohol isopropilico durante 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm por 10 min a 4°C, se descart6 el
sobrenadante y el pellet se lavo con 500 pl de etanol al 75%. El pellet se seco y se
resuspendié en 40 pl de agua DEPC. Finalmente se incub6 10 min a 60°C para
disolverlo y se almacend a -70°C.

Para el tratamiento con DNAsa, se tomaron 100 pug de RNA total (50-100 pl de
RNA total) para una reaccién con un volumen final de 50 pl: se agregaron 5 pul de
Buffer DNAse 10X (400 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM MgSO4, 10 mM CacCly), 0.2 pl
de 0.1 M DTT, 1 pl de inhibidor de RNasa (RNAseOUT, Invitrogen), 1 pl de DNase
(Roche) y se llen6é con H,O DEPC a 50 pl. La reaccion se incubé 30 min a 37°C.
Para detener la reaccién, se agregé 1 ul EGTA 20 mM pH 8.0 y se calent6 a 65°C
por 10 min.

Para sintetizar el cDNA, se tomaron 10 ul de RNA total tratado con DNAsa, se
afiadié 1 yl de dNTP’s 10 mM (en H,O DEPC) y 1 ul de oligo-dT (Invitrogen) y se
calent6 a 65°C por 5 min. Se pasoé a hielo y se centrifugd a velocidad méxima unos
segundos para precipitar. Posteriormente, se afiadieron 4 pl de buffer 5X first strand,
2 yul de DTT 0.1 My 1 pl de inhibidor de RNasa, se mezcl6 y se incubd por 2 min a
37°C. Se afadi6 1 pl de enzima RT M-MLV (Invitrogen) y se incub6 1 h a 37°C. Para

inactivar, se incub6 15 min a 65°C, se alicuoté y se congel6 a -70°C.

6.2.4 Reacciones de PCR

Las condiciones de RT-PCR para todos los oligonucledtidos utilizados fueron
las siguientes: una temperatura inicial de 94°C por 5 min, 27 ciclos de 50 s a 92°C,
45 s a 55°C, 50 s a 72°C y un ciclo final de 7 min a 72°C. En el caso de que la
longitud del producto fuera mayor de 1 kb, se ajust6 el tiempo de elongacién de 72°C
a 1 min. Se utiliz6 un volumen de reaccion de 50 pl (5 pl de 10X Tag PCR Buffer, 3
pl de MgSO, 25 mM, 2.5 pl de deoxinucleésidos trifosfato 5 mM, 0.5 pl de cada
oligonucledtido (stock 20 picomoles/pl), 1 pl Tag polimerasa (Roche)) utilizando 2 pl

de DNA. Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1%
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corrido en buffer TAE a 100V. Para la clonacion de productos mayores de 900 pb,
las reacciones de PCR se realizaron utilizando DNA polimerasa High Fidelity

(Roche) de acuerdo con las instrucciones del producto.

6.2.5 Precipitacion de DNA

Los productos de PCR y los vectores se precipitaron con etanol. Brevemente,
por cada 100 pl se agreg6 un vol de fenol, 1 vol de cloroformo y 1 vol alcohol
isoamilico. La muestra se vortexe0 para mezclar bien y se centrifugd 10 min a 13000
rpm a 4°C. Posteriormente, se agregaron 2 vol de etanol frio, 1/10 vol de 3M acetato
de sodio pH 5.2 y 2 ul de glicégeno. Se precipitd toda la noche a -20°C. La muestra
se centrifugd 10 min a 13000 rpm a 4°C, se descart6 el sobrenadante y el boton se
lavé dos veces con etanol al 70% centrifugando a 13000 rpm por 5 min a

temperatura ambiente. Se dejo secar y se resuspendio en 20 pl de agua bidestilada.

6.2.6 Purificacion de DNA de geles de agarosa

Los vectores e insertos se digirieron con las enzimas correspondientes en un
volumen de 25 pl. La reaccion consistié en 2.5 pl buffer 10X (segun la enzima), 1 pl
de cada enzima, 1 pg de DNA y se incubé durante 4 h. El DNA digerido se corrid en
un gel de agarosa de bajo punto de fusion (Cambrex) y se cortaron las bandas de
agarosa con el DNA de interés. Para la purificacion, la banda de agarosa de interés
se derritio a 65°C durante 10 min (si era necesario se agreg6 un poco de agua). Se
agrego 1 vol de fenol frio y se vortexe6 durante 5 min. Se centrifugé a 12000 rpm
durante 5 min. La fase acuosa se separ0 y se hizo una extracciéon normal del DNA
con 1 vol de fenol, 1 vol de cloroformo y 1 vol de alcohol isoamilico. El sobrenadante
se precipitd con 2 vol de etanol, 1/10 vol de acetato de amonio 3M pH 5.2 y

glicbgeno (opcional) a -20°C toda la noche 0 2 h a -70°C.

6.2.7 Ligaciény lavados con butanol

La reaccion de ligacion se realizé en un volumen final de 20 pl y consistié en 4
pl de buffer de ligasa 5X, 40 nmoles de vector digerido, 60 nmoles de inserto y 1 pl
de DNA ligasa T4 (5 U) (Invitrogen). La reaccioén se incubd 3-4h a temperatura
ambiente (25°C). En el caso de que el inserto presentara algin extremo romo, para
la reaccion de ligacion se usaron de 10-20 unidades de ligasa T4 en un volumen de
10 pl incubando de 14-16 h. La ligacién se realiz6 en 100 pl y se precipitdé con

lavados sucesivos de un vol de 1-butanol (también puede utilizarse 2-butanol) hasta
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que el DNA se observo en el fondo del tubo. EI DNA se secé y se resuspendié en 20

pl de agua destilada.

6.2.8 Preparacion de células electrocompetentes

Para preparar las células electrocompetentes, se hizo un preinéculo de 5 ml
en medio YENB (0.75% extracto de levadura, 0.8% Bacto nutrient broth) de E. coli
DH5a creciendo a 37°C durante toda la noche. Este preindculo se agregd a 1 L de
medio YENB y se dej6 en agitacion de 3-6 h hasta que se alcanz6 una densidad
Optica DOeoo entre 0.5-0.9. Las células se enfriaron en hielo durante 15 min y se
centrifugaron a 4000 x g durante 10 min para remover el sobrenadante. Las células
fueron lavadas dos veces con 200 ml de agua estéril fria, primero resuspendiendo
en 25 ml agitando vigorosamente y llenando al volumen final. Las células se
resuspendieron en un total de 50 ml de glicerol al 10% (filtrado) frio. Las células se
centrifugaron y resuspendieron en 2-3 ml de 10% glicerol y se alicuotaron en tubos

de 40 pl. Las alicuotas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C.

6.2.9 Electroporacion

Para la electroporacion, se usaron 10 pl de la reaccion de ligacion con 40 pl
de células electrocompetentes de E. coli DH5a a 1.8 mV. Las células electroporadas
se recuperaron en 1 mL de medio SOC (para preparar 1 L: 20 g bacto-triptona, 5 g
extracto de levadura, 0.5 g NaCl, pH 7.0, autoclavear y agregar 5 ml de 5 M de
MgCl; y 20 ml de 1 M glucosa) durante 20-30 min en agitacién a 37°C. Las células
se platearon en cajas de Petri con LB (Luria Broth) suplementado con el antibidtico
indicado (100 pg/ml de ampicilina; 100 pg/ml de cloramfenicol o 30 pg/ml de

kanamicina) y se incubaron a 37°C por 24 h.

6.3 EXTRACTOS TOTALES DE PROTEINAS

Se colectaron 20 pares de glandulas salivales de SgS3-Gal4 homocigo y 30
pares de Dmp52i; SgS3-Gald (homocigo para el dsRNA y el driver) en 30 pl de
buffer de extraccion (250 mM sacarosa, 50 mM Tris pH 7.5, 25 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5 mM EDTA e inhibidores de proteasas Complete® (Roche)) y se ajusté a
una concentracion final de SDS del 1%. Posteriormente, se le colocaron 10 ul de
buffer Laemmli a la muestra, se hirvi6 durante 10 min y se cargé en un gel de
acrilamida SDS-PAGE, el cual se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa y se reveld

por quimioluminiscencia (ECL Amersham). En el caso de moscas completas, por
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cada 200 mg de biomasa (larvas o adultos) se agreg6 1 ml de buffer de extraccion y
se agregd SDS a una concentracion final de 1%. La muestra se homogenizé por
maceracion y se filtr6 en una jeringa con fibra de vidrio para eliminar la cuticula.
Posteriormente, se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
constituy6 la fraccion soluble y el boton celular la fracciéon insoluble. La fraccion
soluble se clarifico 2 veces centrifugando a 10000 rpm durante 10 min. El extracto se

alicuot6 y almacené a -20°C.

6.4 ENSAYO DE PULLDOWN
6.4.1 Transcripciény traduccién in vitro.

La reaccion de transcripcidn/traduccion in vitro se realizé utilizando el kit
TNT® Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega). Brevemente, la
mezcla de reaccién consistié en lo siguiente: 40 ul de reticulocito, 2 yl de metionina
marcada radiactivamente con *S (Perkin Elmer), 1 yg de DNA plasmidico, agua
bidestilada a un volumen de 50 pl. La mezcla se incub6 90 min a 30°C y se

almacend a -20°C.

6.4.2 Induccion y purificacién de proteinas de fusion a GST

Para la sobre-expresion de las proteinas de fusion a GST, se sembrd un
preinoculo en 5 ml de medio LB de las clonas de E. coli DH5a o BL21 y se crecieron
toda la noche. Este cultivo se diluyé 1:50 en 20 ml de LB, se dejé crecer 1 ha 37°Cy
fueron inducidos a una concentraciéon 0.4 mM de IPTG (Sigma) a 37°C durante 4 h
con agitacion vigorosa. Posteriormente, el cultivo se centrifugé a 12000 rpm a 4°C
durante 10 min para obtener el boton celular. El boton celular de un volumen
correspondiente a 5 ml de cultivo se resuspendié en 1 ml de buffer de solubilizacién
STE (ImM EDTA, 5 mM DTT, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0) o en PBS con
inhibidores de proteasas Complete® (Roche), se agregdé lisozima a una
concentracion final de 1 mg/ml y esta mezcla se incub6 en agitacién durante 2 h a
4°C. Se agreg0 sarcosil (N-lauryl sarcosina de sodio) a una concentracion final de
1% y se dejo reposar 30 min en hielo. Las muestras se sometieron a 4 ciclos de
sonicacion (20 s sonicacion, 40 s en hielo) o hasta que la mezcla tuvo fluidez.
Posteriormente, se agregd tritobn X-100 a una concentracion final al 1% y se
centrifug6 a 13000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se almaceno a -20°C.
Las proteinas recombinantes se purificaron con perlas de GST-sefarosa

(Amersham). Las perlas se incubaron durante 12 h con 10 vol de PBS para

22



hidratarlas. Posteriormente, se lavaron 5 veces con PBS centrifugando cada vez a
1500 rpm por 5 min. Por cada volumen de perlas GST-Sefarosa se agregaron 2
voliumenes de lisado bacteriano. Las perlas se incubaron 4 h o toda la noche a 4°C
en agitacion. Después de la incubacion, las perlas se lavaron 3 veces con 2
volumenes de PBS invirtiendo el tubo 20 veces. Para monitorear la purificacion de la

proteina de fusion a GST se cargaron las perlas en un SDS-PAGE analitico.

6.4.3 Ensayo de pulldown

Aproximadamente un volumen de perlas de sefarosa con una cantidad
equivalente a 3-4 pg de GST y GST-Dmp52 purificada fueron lavadas 2 veces con 1
ml buffer de interaccion (20 mM Hepes pH 7.9, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 4 mM
MgClz, 1 mM DTT, 0.15% nonidet P-40 (NP-40), 10% glicerol) durante 5 min para
equilibrar las perlas. Las perlas equilibradas se bloquearon con 1% BSA en buffer de
interaccion en un volumen final de 300 pl durante 30 min a 4°C en agitacion
constante. Posteriormente, las perlas se lavaron 2 veces con 500 pl de buffer de
interaccion y se agregaron 5 pl de reaccion transcripcion-traduccion in vitro (TNT) de
Dp53 marcada con metionina radiactiva (**S) en 300 ul finales de buffer de
interaccion. La mezcla se dej6 en incubacion durante 5 h a 4°C en agitacion
constante. Después del tiempo de incubacion, se realizaron 6 lavados con 1 ml de
buffer de interaccion que consistieron en 30 inversiones del tubo eppendorf seguido
de centrifugacion a 800 rpm durante 5 min. Las perlas se corrieron en un gel de

acrilamida SDS-PAGE, el cual se secO y se revel6 por autorradiografia.

6.5 CULTIVO DE CELULAS S2R* DE D. melanogaster
6.5.1 Generacion de vectores y construcciones.
6.5.1.1 Clonacién de Dp53 en pAc5.1/V5-HisA.

Para los ensayos de transfecciones transientes se usé el vector pAc5.1/V5-
HisA (Invitrogen), el cual utiliza el promotor de actina-5C para expresar la proteina
de interés de manera constitutiva con las etiquetas V5-6XHis en el extremo carboxilo
terminal. Dado que en este vector se requiere incluir una secuencia de Kozak para
permitir la union del RNA mensajero al ribosoma, se utilizé la siguiente secuencia de
Kozak: GCC GCC ATG GTC. Esta secuencia se incluyé en el oligonucleétido
forward seguido de la secuencia del DNA codificante de Dp53. Las secuencias
clonadas de Dp53 correspondieron a las secuencias codificantes de la isoforma

corta (DANp53) y larga (Dp53). Las secuencias se clonaron en el vector pAc5.1/V5-
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HisA con los sitios EcoRI en el extremo 5" y Xhol para el extremo 3" (Tabla I). El
oligonucleotido reverso no incluyé un codon de paro ya que después del sitio de
clonacién mdltiple se encuentra la secuencia codificante para la etiqueta V5 y 6XHis,

cuidando que el inserto quedara en fase con la secuencia de las etiquetas.

Tabla I. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para clonar las isoformas de
Dp53 en el vector pAc5.1/V5-HisA. La secuencia de Kozak incluida en el
oligonucleotido forward esta resaltada en negritas; los sitios de restricciobn en
encuentran subrayados.

Construccioén | Forward

Reverso

ATG GTC ATG AGT CTT

DANp53-V5 5-GC GAA TTC GCC GCC | 5-GC CTC GAG TGG CAG
ATG GTC ATG TAT ATA | CTC GTA GGC ACG-3
TCA CAG CCA ATG-3

Dp53-V5 5-GC GAA TTC GCC GCC | 5-GC CTC GAG TGG CAG

CTC GTA GGC ACG-3

CAC AAG TCC-Z

6.5.1.2 Generacion del vector pAc5.1/NT-FLAG y pAc5.1/CT-FLAG

Con el fin de obtener proteinas etiquetadas con FLAG, se usé el vector N-
terminal p3XFLAG-CMV-9 (Sigma) como templado para clonar la secuencia 3XFLAG
en el vector pAc5.1/V5-HisA y etiquetar proteinas en la regiébn amino o carboxilo
terminal. El vector p3XFLAG-CMV-9 presenta en su region aminoterminal el epitope
FLAG en tdndem 3 veces; ademds presenta una secuencia lider para pre-protripsina
(PPT LS) precediendo la secuencia FLAG (figura 8). Para amplificar la secuencia
3XFLAG y posteriormente clonarla en pAc5.1/V5-HisA en la regiébn amino terminal se
utilizaron los oligonucledtidos de la tabla Il para obtener un producto de PCR de 85
bp. El oligonucledtido forward incluyo la secuencia de Kozak (GCC GCC ATG GTC)
y un sitio Kpnl, mientras que el oligonucleétido reverso tiene un sitio ECORI y no tiene

codon de paro (figura 9).

Tabla Il. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para clonar el fragmento
3XFLAG del vector p3XFLAG-CMV-9 en pAc5.1/V5-HisA en la region amino
terminal. La secuencia de Kozak incluida en el oligonucle6tido forward esté resaltada
en negritas; los sitios de restriccion en cada oligonucledtido se encuentran
subrayados.

Construccioén Forward Reverso

PAC5.1/NT-FLAG | 5-GC GGT ACCGCC GCC
ATG GTC GAC TAC AAA

GAC-3’

5-GC GAA TTC AAG CTT
GTC ATC GTC-3
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Figura 8. Vector p3XFLAG-CMV-9. A. Esquema del vector p3XFLAG-CMV-9 con todos sus
componentes. B. Secuencia de 3X-FLAG del vector p3XFLAG-CMV-9. Las secuencias en el cuadro
negro se incluyeron para el oligonucleétido forward y las del cuadro punteado para el reverso. Como
se observa en el esquema, se generd un sitio Hindlll al final de la secuencia 3XFLAG clonada.

Figura 9. Generacion del vector pAc5.1/NT-FLAG. Esquema de clonacion del fragmento 3XFLAG
en el amino-terminal de pAc5.1/V5-HisA para generar el vector pAc5.1/NT-FLAG.

Para amplificar la secuencia 3XFLAG y clonarla en pAc5.1/HisA en la region
carboxilo terminal se utilizaron los oligonucle6tidos de la tabla Ill. El oligonucledtido

forward no incluye la secuencia de Kozak, tiene un sitio Apal y conserva el sitio
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BstBI, mientras que el oligonucle6tido reverso tiene un sitio Pmel y un codén de paro
(figura 10).

Tabla Ill. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para clonar el fragmento
3XFLAG del vector p3XFLAG-CMV-9 en pAc5.1/V5-HisA en la region carboxilo
terminal. Los sitios de restriccion utilizados para la clonacion estan subrayados.

Construccioén Forward Reverso
pAc5.1/CT-FLAG 5-GC GGG CCC TTC GAA | 5- GC TTT AAA C TCA
GAC TAC AAA GAC -3 AAG CTT GTC ATC GTC-
3

Figura 10. Generacion del vector pAc5.1/CT-FLAG. Esquema de clonacion del fragmento 3XFLAG
en el carboxilo-terminal de pAc5.1/V5-HisA para generar el vector pAc5.1/CT-FLAG.

6.5.1.3 Clonacién de Dmp52 en el vector pAc5.1/NT-FLAG
Para la clonacién de Dmp52 en el vector pAc5.1/NT-FLAG se usaron los sitios

EcoRlI para el extremo 5" y Xhol para el extremo 3" (Tabla 1V).

Tabla IV. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para clonar Dmp52 en el
vector pAc5.1/NT-FLAG. Los sitios de restriccion se encuentran subrayados.
Construccion | Forward Reverso

FLAG-Dmp52 | 5"-GGGC GAA TTC ATG GCC | 5-GC CTC GAG TCA AAC
GAC ACG AAATCC GGT-3 ACC ACT CTT AGA-3
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6.5.2 Mantenimiento de la linea celular
Las células S2R* se mantuvieron en medio de Schneider completo con 10%
suero fetal bovino (Hyclone) y suplementado con 100 ug de estreptomicina-2.5 ug de

amfotericina (Sigma) a 26°C.

6.5.3 Transfecciones transientes y extractos totales de proteinas de células
S2R*

Las células S2R" fueron cotransfectadas transientemente con 10 uyg de DNA
plasmidico de cada una de las contrucciones de interés por el método de cloruro de
calcio (Drosophila Schneider 2 (S2) cells manual, Invitrogen version F). Después de
transfectar, las células se dejaron crecer 48 h y posteriormente se colectaron para la
extraccion de proteinas totales solubles. Las células se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5 min y el botdn celular se resuspendié en buffer WCE (25 mM Tris-HCI, pH
8.0, 100 mM KCI, 5 mM NaF, 1 mM pirofosfato de sodio, 1% nonidet P-40, 0.1%
Triton X-100, 2 mM PMSF e inhibidores de proteasas Complete (Roche)). Se dejé en
agitacion a 4°C durante 30 min y posteriormente se clarificé a 11000 rpm. El extracto

se alicuot6 y almacend a -70°C.

6.5.4 Inmunoprecipitaciones y anticuerpos

Las perlas de proteina G acopladas a agarosa (Invitrogen) fueron bloqueadas
con 0.1% BSA. Para cada IP se usaron como minimo 250 ug de proteina total de
células transfectadas y se us6 un volumen final de 300 pl. Las perlas se lavaron 3
veces con buffer de extracto total para eliminar el PBS. Se hicieron 2 prelimpiados
(preclearings) de 1 h cada uno a 4°C y posteriormente se incubd con el anticuerpo
toda la noche a 4°C en agitacion constante. Al dia siguiente, se incub6 con perlas G
bloqueadas durante 1 h a 4°C y después se lavaron 4 veces por 10 min cada vez.
Las perlas se resuspendieron en buffer Laemmli, se cargaron en un gel SDS-PAGE
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Los anticuerpos contra las etiquetas
se utilizaron para inmunoprecipitar en una proporcion de 0.5 yg de anticuerpo/250 ug
proteina total. Para las ColPs de células S2R" silvestres se utilizaron 3 mg de
extracto total de proteina y los anticuerpos se utilizaron en una proporcion de 1 ug
de anticuerpo/mg de proteina.

Los anticuerpos utilizados contra las etiquetas fueron: anti-V5 monoclonal
(Abcam, ab27671), anti-V5 policlonal (Abcam, ab15828), anti-FLAG monoclonal
(Sigma, Clone M2, F1804) y anti-FLAG policlonal (Sigma, F7425). Los anticuerpos
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XPB S-19, p53 D-200, p62 Q-19 y CDK7 ds-17 fueron proporcionados por Santa

Cruz; el anticuerpo contra Dmp52 fue generado por NEP.

6.5.5 Competencia del anticuerpo a—Dmp52

Para realizar las competencias, se utiliz6 un péptido sintético de Dmp52
(NEP, New England Peptide), con el cual se inmunizaron las ratas para obtener los
anticuerpos contra ésta proteina. La secuencia del péptido utilizada fue la siguiente:
Ac-CDVKRYWKKYSKSGV-OH (peso molecular 1889), que corresponde a los
ultimos 14 amino&cidos de la region carboxilo terminal de Dmp52.

La competencia se realiz6 en un volumen de 150 pl con una relacion
anticuerpo:péptido de 10:100 nM. La mezcla se dej6 2h a temperatura ambiente
para permitir la formacion del complejo anticuerpo-péptido. Como control “mock” de
la competencia se sustituy6 el péptido por un volumen igual de agua.
Posteriormente, el control “mock” y la competencia con el péptido se probaron en un
western blot ajustando el volumen para obtener una dilucion final del anticuerpo
1:500.

6.6 DISECCION Y ANALISIS DE ALAS

Las alas de las moscas se disecaron con pinzas tomandolas de la region que
las unia al cuerpo de la mosca. Las alas se colectaron en pozos con etanol absoluto
y posteriormente se pasaron a un portaobjetos humedecido con etanol absoluto. Ya
que el etanol se hubo evaporado, inmediatamente se agregaron unas gotas de una
solucion de é&cido lactico:etanol (6:5) (Sigma). Las alas se sumergieron en la
solucion y se ordenaron en filas. Se coloc6 un cubreobjetos, se sell6 con barniz de
ufias y se presion0 para aplanar las alas. Se esperé a que la preparacion se secara
y se analiz6 en un microscopio 6ptico.

Para las determinaciones de la densidad celular, se tomé una regién arbitraria
entre las venas 3 y 4 del ala y se cont6 el nUmero de quetas dentro de esta region.
La estimacion del tamafio del ala se realiz6 utilizando el software Image J 1.28u, del
Instituto Nacional de Salud (National Institute of Health). El numero total de células
se calcul6 como describié previamente Montagne et al. (1999). En el caso de la
estimacion del area del dominio anterior y posterior, se considero el limite a partir de
la vena L4. Para cada experimento se analizaron como minimo 10 alas de cada
genotipo. Como anélisis estadistico se utilizé un andlisis de t-Student de dos colas

para determinar diferencias significativas.
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6.7 ENSAYO DE PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD

Se obtuvieron moscas heterdcigas para mwh' al cruzar hembras MS1096;+/+;
mwh' con machos Dmp52i o0 sus combinaciones. Todas las hembras adultas se
colectaron y las alas fueron disecadas y montadas como se describio en la seccién
6.6. Solo las células que presentaron 3 0 mas tricomas se consideraron como
fenotipo mwh™ y se analizaron un minimo de 15 alas por genotipo (de Andrade et al.,
2004).

6.8 TINCIONES DE DISCOS DE ALA
6.8.1 Ensayo de TUNEL

Para este ensayo se utiliz6 el kit In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) de
acuerdo a las instrucciones del producto. Brevemente, los discos se disecaron en
PBS y se fijaron con formaldehido al 4% en PBS durante 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, el tejido se lavd 3 veces durante 10 min con PBT
(PBS+0.3% triton X-100) y se permeabilizé con 100 mM de buffer de citrato de
50dio/0.1% tritébn X-100 por 30 min a 65°C.

Los discos se lavaron 3 veces con PBS+0.5% triton X-100 y después se
lavaron con 10 ul de Buffer para TUNEL. Posteriormente, los discos se
resuspendieron en 27 ul de Buffer para TUNEL y se incubaron por 30 min a
temperatura ambiente y después otros 30 min a 37°C. Después del periodo de
incubacion, se agregaron 3 pl de enzima TdT y se incub6 a 37°C durante 2.5 h. Los
discos fueron lavados 2 veces con PBS+0.5% triton X-100 durante 10 min y al final
un lavado con PBT de 10 min. Finalmente, se montd en citifluor (Ted Pella, Inc.) y se
observ6 con un microscopio de fluorescencia Axiovert 200 (Zeiss).

Para la cuantificacién de los granulos apoptéticos, todos los discos fueron
tratados en las mismas condiciones y se tomé como muestra una n=3. La region de
interés fue seleccionada y el numero de particulas con la més alta intensidad (255
unidades arbitrarias) fueron cuantificadas usando el software Image-J (NIH). En
cada imagen analizada, se ajust6 el umbral con la més alta densidad
correspondiente con lo etiquetado por la reaccion de TUNEL. La desviacion estandar
se calcul6 usando Microsoft Excel.

En los discos irradiados, las larvas se irradiaron a 200 J en un Stratalinker
2400 (Stratagene), se dejaron recuperar 20 minutos, se disecaron en PBS y se

fijaron. Se sigui6 el procedimiento para tefiir por TUNEL.
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6.8.2 Tincion con naranja de acridina
Los discos de ala se disecaron en PBS y se transfirieron a una soluciéon 1 yM
de naranja de acridina, se incubaron 5 min y después se observaron por microscopia

de fluorescencia.

6.8.3 Inmunotincidn de discos con 5-bromodeoxiuridina (BrdU)

Los discos de ala de larvas de tercer instar se disecaron en PBS y se
incubaron en medio Schneider completo (10% suero fetal bovino) durante 30 min
con 75 pg/ml de BrdU (Sigma). Los discos se lavaron una vez con medio Schneider
completo durante 10 min y posteriormente 2 veces con PBS durante 10 min. Los
discos se fijaron 30 min con formaldehido al 4% en PBS y se lavaron dos veces con
PBT (PBS+0.3% tritdbn X-100) durante 10 min.

Los discos se permeabilizaron durante 30 min en PBS con 0.6% tritobn X-100.
Posteriormente, los discos se incubaron con una mezcla 1:1 de PBS+0.6% triton X-
100:4 N HCI (concentracion final 2 N) durante 30 min. Los discos se lavaron 3 veces
durante 10 min con PBT y se bloquearon con 10% NGS (suero normal de cabra,
Invitrogen) en PBT durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se incub6
durante toda la noche a 4°C con 5% NGS en PBT con anti-BrdU (Developmental
Hybridoma Bank) a una dilucién 1:5000. Se lavd 3 veces por 20 min con PBT y se
incubo con el anticuerpo secundario anti-raton Alexa-Fluor rojo-568 (Invitrogen) a
una dilucion 1:250 en 5% NGS en PBT durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavo

3 veces durante 20 min con PBT y se mont6 con citifluor (Ted Pella, Inc.).

6.8.4 Inmunotincidn de discos con H3Pser10y P-JNK

Los discos de ala de larvas de tercer instar se disecaron en PBS y se fijaron
en formaldehido al 4% en PBS por 30 min. Los discos se lavaron dos veces con PBT
(PBS+0.3% triton X-100) y se permeabilizaron durante 30 min con PBS+ 0.6% triton
X-100. Posteriormente, los discos se lavaron 3 veces con PBT durante 10 min. La
muestra se bloqued durante 1 h a temperatura ambiente con 10% NGS (Invitrogen)
en PBT. Se lavo una vez durante 5 min con PBT y se incub¢ toda la noche a 4°C
con el anticuerpo primario en PBT+5% NGS. Se lav6 3 veces por 20 min y se agrego
el anticuerpo secundario en PBT en 5% NGS 2 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se lavé 3 veces por 20 min y se montaron en citifluor. El anticuerpo
contra H3Pserl0 (Upstate) se utilizd6 a una dilucion 1:1000 mientras que para el

anticuerpo contra P-JNK (Abcam, ab4821) se utilizé una dilucion 1:100. El
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anticuerpo secundario utilizado fue anti-conejo Alexa-Fluor rojo-568 (Invitrogen) a

una dilucién 1:250.

6.9 TRATAMIENTO CON TRIPTOLIDE (TPL)

Se disecaron los discos imagales de ala de larvas de tercer instar de Ore R,
MS1096/+, MS1096>Bski, MS1096>GUS-Ctp53DN, MS1096>Bski, GUS-Ctp53DN
en PBS y se incubaron en medio de insecto Shields y Sang M3 (Sigma)
suplementado con 2% suero fetal bovino y 1% penicilina-estreptomicina (Gibco) en
la presencia o ausencia de 100 pyM de triptolide (TPL) (Biovision) o DMSO a 25°C
durante diferentes periodos de tiempo. Los discos se lavaron una vez con el mismo
medio sin la droga, se fijaron en 4% formaldehido en PBS por 20 min y se lavaron 3
veces por 10 min con PBT (PBS con 0.3% triton X-100). Posteriormente, se
determiné la apoptosis a través del ensayo de TUNEL como se describio

previamente.
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VIl. RESULTADOS

Las subunidades XPB, XPD y recientemente p8 se han estudiado bioquimica
asi como funcionalmente en varios organismos modelo. No obstante, dado que no
existen sindromes en los humanos asociados a las mutaciones en otras
subunidades de TFIIH, la funcién de estos componentes no se ha estudiado
ampliamente. Por otro lado, se ha demostrado que Drosophila melanogaster
constituye un buen modelo para el estudio de la funcion de subunidades de TFIIH
(Mounkes y Fuller, 1999; Merino et al., 2002). Fregoso et al. (2007) y Matsuno et al.,
(2007) caracterizaron algunas de las funciones de Dmp52 en la mosca demostrando
la importancia de esta subunidad en la funcién del holocomplejo TFIIH. Mutantes
puntuales de Dmp52 evidenciaron que en la mosca fenotipos tales como la
disminucién en el tamafio de los organismos asi como la aparicion de tumores
melandticos y la inestabilidad cromosomal, estan relacionados a aquellos que
presentan los pacientes con xeroderma pigmentosum, sindrome de Cockayne y
tricotiodistrofia (Fregoso et al., 2007). Por otro lado, utilizando como modelo el disco
de ojo de D. melanogaster también se demostré que las mutaciones en Dmp52 y en
otros componentes de TFIIH estdn asociados a fenotipos “minute” sugiriendo
defectos en el crecimiento.

No obstante, el andlisis de las interacciones genéticas con Dp53 resulta dificil
en estos organismos debido a la complejidad para interpretar los fenotipos
asociados. Tomando estos puntos en consideracion, se decidid evaluar si Dp53
interacciona fisicamente con Dmp52 asi como determinar si la interaccion ocurre

también a nivel genético usando como modelo el ala de Drosophila melanogaster.
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7.1 La subunidad Dmp52 de TFIIH interacciona fisicamente con el supresor

tumoral Dp53

7.1.1 Dp53interaccionain vivo con componentes de TFIIH.

Se sabe que en los humanos p53 interacciona con algunas subunidades de
TFIIH (Léveillard et al., 1996; Wang et al., 1996) por lo que se decidié evaluar si
Dp53 podia interaccionar con algunos componentes de TFIIH en la mosca. Para
lograr este objetivo se realizaron coinmunoprecipitaciones (ColPs) de extractos
totales de células S2R" silvestres utilizando anticuerpos contra CDK7, Dp53 y XPB.
Interesantemente, las ColPs utilizando los anticuerpos contra CDK7 y Dp53 soélo
inmunoprecipitaron a su respectiva proteina mientras que el anticuerpo de XPB
permiti6 coinmunoprecipitar a Dmp62, Dp53 y Dmp52 (figura 11A-B) sugiriendo que
Dp53 se encuentra asociado a TFIIH in vivo alin en ausencia de estrés genotoxico.
En cuanto a las ColPs con los anticuerpos con CDK7 y Dp53, es posible que las
diferencias se debieron a que las interacciones entre las proteinas del complejo
pudieron ser eliminadas por los epitopes de los diferentes anticuerpos pudiendo
incluso disgregar el holocomplejo. Esta suposicion se apoya en el hecho de que en
las ColPs utilizando el anticuerpo especifico contra Dp53 a partir de extractos de
células S2R" tratadas con formaldehido al 1% para inducir crosslinking, fue posible
coinmunoprecipitar a Dmp52 (figura 11C).

Para reforzar los datos anteriores se decididé evaluar si Dp53 etiquetada y
transfectada en células S2R* permitian inmunoprecipitar a Dmp52 enddégena.
Interesantemente, las ColPs con el anticuerpo contra FLAG usando extractos de
células transfectadas con Dp53-FLAG lograron inmunoprecipitar a Dmp52 enddgena
sugiriendo su interaccion in vivo (figura 11D). En el caso de extractos transfectados
con DANp53-V5 y usando anti-V5, fue posible detectar la presencia de Dmp52
endbgena, consistente con lo observado con Dp53-FLAG (figura 11E).
Inesperadamente, se encontr6 que CDK7 y XPB no coinmunoprecipitaron con
DANp53-V5, sugiriendo que la interaccion entre Dmp52 y DANp53-V5 no es

mediada por estas proteinas (figura 11E).
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Figura 11. Dp53 coinmunoprecipita con subunidades de TFIIH in vivo. A. Coinmunoprecipitacion
de extractos totales de células S2R" silvestres con diferentes anticuerpos. B. Coinmunoprecipitacion
de extractos totales de células S2R" silvestres con el anticuerpo contra XPB demostrando que
coinmunoprecipitan Dmp52 y Dp53. C. Coinmunoprecipitacion de células S2R" tratadas con
formaldehido al 1%. La inmunoprecipitacion se realizd con el anticuerpo especifico de Dp53 y se
revel6 por western blot con Dmp52. |, input; P1, preclearing 1; NU, no unido; U, unido. D.
Coinmunoprecipitacién de células S2R" transfectadas con Dp53-FLAG. La inmunoprecipitacién se
realizd con el anticuerpo FLAG y se reveld con el anticuerpo especifico contra Dmp52. E.
Coinmunoprecipitacion de células S2R" transfectadas con DANp53-V5. La inmunoprecipitacion se
realizo con el anticuerpo V5. El western blot se revel6 con los anticuerpos contra V5, Dmp52, CDK7 y
XPB.
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Posteriormente, se realizaron ColPs usando anticuerpos contra las etiquetas
a partir de extractos de células cotransfectadas con FLAG-Dmp52 y las isoformas de
Dp53 etiquetadas con V5 en el extremo carboxilo. Las ColPs usando el anticuerpo
contra V5 revelaron que FLAG-Dmp52 coinmunoprecipité con Dp53-V5. De manera
reciproca, al utilizar el anticuerpo contra FLAG se coinmunoprecipité a FLAG-Dmp52
y Dp53-V5 (figura 12A). Las ColPs de extractos cotransfectados con FLAG-Dmp52 y
DANpS53-V5 arrojaron los mismos resultados que Dp53-V5, demostrando la
interaccion entre Dmp52 y DANp53 (figura 12B). Interesantemente, estos ensayos
también revelaron que no se detectd6 a CDK7 mientras que XPB coinmunoprecipito
en muy bajos niveles; no obstante, es posible que los bajos niveles de XPB y la
ausencia de CDK7 puedan deberse a la pérdida de integridad del complejo. En
conclusion, estos datos nos permiten corroborar que la interaccion entre TFIIH y

Dp53 ocurre in vivo en células S2R".

Figura 12. Dmp52 interacciona con ambas isoformas de Dp53 en células S2R" transfectadas. A.
Coinmunoprecipitaciones a partir de extractos de células cotransfectadas FLAG-Dmp52 y Dp53-V5.
B. Coinmunoprecipitaciones a partir de extractos de células cotransfectadas FLAG-Dmp52 y
DANp53-V5. En A y B, Dmp52 y Dp53 fueron revelados con los anticuerpos contra las etiquetas
FLAG y V5, respectivamente.

7.1.2 Interaccion in vitro: Ensayo de Pulldown

Considerando que Dp53 interacciond in vivo con TFIIH, se decidié mapear las
regiones de interaccion entre Dmp52 y Dp53 realizando ensayos de pulldown. En el
caso de Dp53, las isoformas larga (Dp53) y corta (DANp53) asi como sus

fragmentos clonados en el vector pGADT7 de levadura fueron utilizados para
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realizar la reaccion de transcripcion-traduccion in vitro de las proteinas y marcarlas
con metionina-**S (figura 13A). En el caso de las proteinas fusionadas a GST, se
utilizaron diferentes fragmentos de Dmp52 para determinar si existian dominios de
interaccion especificos con Dp53, de los cuales el dominio CTD-Dmp52 se sabe que

interacciona con p8 (Herrera-Cruz et al., 2012) (figura 13B).
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Figura 13. Esquemas de los fragmentos de Dmp52 y Dp53 utilizados para el ensayo de
pulldown. A. Fragmentos de Dp53 transcritos-traducidos in vitro. B. Fragmentos de Dmp52
fusionados a GST.

Los ensayos de interaccion utilizando la clona GH11591 (la cual codifica para
DANp53) se observd que DANp53 interaccioné con Dmp52, ya que la sefial
radiactiva fue mas intensa en la interaccion con GST-Dmp52 comparada con sélo
GST (figura 14A). Al analizar los fragmentos disefiados de Dmp52, se encontrd que
ambas isoformas de Dp53 fueron capaces de interaccionar con GST-Dmp52ACTD y
GST-CTD-Dmp52 (figura 14B). Estos resultados sugieren que Dmp52 contiene al
menos dos regiones de interaccion con ambas isoformas de Dp53. Este dato no es
raro, ya que existen proteinas que interaccionan en mas de un sitio con otras, como
en el caso de p52 humana, la cual posee dos sitios de interaccién con XPB (Jawhari
et al., 2002; Coin et al., 2007).
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Figura 14. Dmp52 interacciona fisicamente con las isoformas de Dp53 que excluyen la region
carboxilo terminal. A. Autoradiografia del ensayo de pulldown con GST-Dmp52 y DANp53 transcrito-
traducido in vitro a partir de la clona GH11591 B. Dmp52 interaccioné con ambas isoformas de Dp53
transcritas-traducidas a partir de las clonas en pGADT7. Asimismo, ambos fragmentos de Dmp52
interaccionaron con las isoformas de Dp53. C. Autoradiografia del ensayo de pulldown con GST-
Dmp52 y los fragmentos de Dp53.

Por otro lado, los ensayos de pulldown utilizando los distintos fragmentos de
Dp53 mostraron que Dmp52 interacciond con ambas isoformas con regiones que
excluyen el carboxilo terminal (figura 14C). Este resultado discrepa con el trabajo de
Levéillard et al. (1996), donde se reportd que la proteina de 52 kDa perteneciente a
TFIIH interaccion6 con el fragmento carboxilo terminal de hp53. En nuestros

experimentos observamos que la region carboxilo terminal correspondiente en D.
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melanogaster no interacciona con Dmp52 e incluso no es necesaria para mantener
la interaccion ya que los fragmentos de las isoformas de Dp53 que excluyen el

carboxilo terminal mantienen la interaccion fisica con Dmp52 (figura 14C).

7.2 La disminucion de los niveles de Dmp52 genera una reduccion en el
tamafio del alay defectos en los patrones de venacion.

Dado que se determindé que Dp53 interacciona fisicamente con Dmp52, se
decidi6 evaluar los efectos causados por la disminucion de Dmp52 en Drosophila
melanogaster y posteriormente utilizar este modelo para evaluar su interaccion con
Dp53. Para ello, se utiliz6 un dsRNA disefiado contra Dmp52 (Dmp52i), el cual fue
dirigido al dominio dorsal del disco de ala de larvas de tercer instar con el driver
MS1096. El driver MS1096 expresa el activador transcripcional Gal4 en la region
dorsal del dominio que dara origen al ala en el adulto, aunque su expresion es
minima en la regiébn que dara lugar al escutelo (Mace y Tugores, 2004).
Interesantemente, la expresion de Dmp52i en el disco de ala provocé una
disminucién en el tamafio de la misma, lo cual es consistente con el fenotipo minute
observado en mutantes de Dmp52 (Fregoso et al., 2007) (figura 15A-B). Asimismo,
debido a que la expresion de Gal4 con el driver MS1096 ocurre so6lo en el dominio
dorsal del ala, las alas con niveles reducidos de Dmp52 exhibieron un fenotipo de
curvatura hacia arriba (“bent out”) ya que los efectos ocurrieron sélo en el dominio
dorsal provocando la deformacion de las mismas (figura 15A).

El analisis microscopico demostr6 que ademas de los defectos en el
crecimiento, las alas MS1096>Dmp52i presentaron defectos en los patrones de
venacion. Estos defectos incluyeron la formacion ectopica de venas y la deformacion
de otras ya existentes (figura 15C y D). Los fenotipos como la curvatura, la
disminucién del tamafio del ala y los defectos en los patrones de venacion fueron
100% penetrantes ya que todas las moscas nacidas presentaron estos fenotipos.
Asimismo, la viabilidad de las moscas MS1096>Dmp52i no se afectdé ya que fue

cercana al 100% (datos no mostrados).
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Figura 15. Ladisminucion de los niveles de Dmp52 en ala produce unareduccion en el tamafio,
curvatura del ala y alteracién en el patron de venacion. A. Comparacion de moscas adultas
MS1096/+ (control) y MS1096>Dmp52i. Las flechas indican la curvatura del ala. B. Comparacion del
tamafio final de las alas de moscas control y moscas MS1096>Dmp52i. Ambas figuras estén en la
misma escala. C. Alteraciones en el patrén de venacion en las alas de moscas MS1096>Dmp52i a un
objetivo de 10X. Obsérvese la diferencia en el tamafio. D. Foto aumentada de los defectos
observados en alas MS1096>Dmp52i. Obsérvese la extension de la crosvena anterior en otra region
(tridngulo negro) y la aparicién de venas en otros dominios (triangulo rojo). Objetivo 20X. L1-L6,
venas longitudinales 1 a 6; CVP, crosvena posterior; CVA, crosvena anterior.

Para confirmar los datos anteriores se utiliz6 el driver engrailed-Gal4 (en-

Gal4), el cual dirige la expresion de Gal4 en el dominio posterior del ala 'y se expresa
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también durante la embriogénesis. La viabilidad de las moscas que expresaron
Dmp52i en el dominio de en-Gal4 fue aproximadamente de 17% a 25°C (102
moscas nacidas/606 moscas esperadas). El dato anterior sugiere que la disminucion
de Dmp52 en otros tejidos y/o durante la embriogénesis ademas del ala provoca
muerte durante el desarrollo. Todas las moscas supervivientes presentaron una
disminucién en el tamafio del ala y defectos en los patrones de venacion consistente
con lo observado con el driver MS1096. Como se observa en la figura 16B, la
disminucién del tamafio fue mas evidente en la region posterior. La formacién
ectopica de venas se observé principalmente en el limite anterior-posterior, situado
entre la vena L3 y L4 cerca de la cross-vena anterior (CVA), mientras que la cross-
vena posterior (CVP) fue muy reducida en tamafio e incluso en algunas alas casi
desaparecio (figura 16C). Estos defectos fueron 100% penetrantes ya que todas las

moscas nacidas presentaron estos fenotipos.

A B
en-Gal4/+ en-Gal4>Dmp52i en-Gal4/+ en-Gal4>Dmp52i
C
en-Gal4/+ en-Gal4>Dmp52i

Figura 16. La disminucion de los niveles de Dmp52 con el driver en-Gal4 produce una
reduccion en el tamafio y alteracion en el patron de venacidon del ala. A. Adultos y B. Alas
montadas de organismos en-Gal4/+ y en-Gal4>Dmp52i. La barra representa 1 mm; C. Analisis por
microscopia de alas control y en-Gal4>Dmp52i a un objetivo de 10X. Se observo la formacion de
venas ectdpicas (triangulos negros) y una disminucién en el tamafio del ala en comparacién con el
control en-Gal4/+. L1-L6, venas longitudinales 1 a 6; CVP, crosvena posterior; CVA, crosvena
anterior.
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La observacién al microscopio de preparaciones de alas de moscas en-
Gal4>Dmp52i mostré que la disminucion en el tamafio del ala ocurrié en toda la
estructura y no soélo en el dominio posterior donde normalmente se expresa
engrailed. Lo anterior sugiere que la reduccion en el tamafio del ala es un fenémeno
celular no auténomo; es decir, aunque la expresion de Dmp52i ocurrié sélo en el
dominio posterior del disco de ala, la disminucion en el tamafio también se observo
en el dominio anterior. Este tipo de fenotipos también se ha observado en
reguladores del crecimiento y otras proteinas que incluyen a p53 (Mesquita et al.,
2010). No obstante, la disminucion en el &rea del dominio anterior fue mucho menor
en proporcién con la disminucién del dominio posterior (figura 17). Todos estos
datos demuestran que las moscas con niveles reducidos de Dmp52 presentaron
defectos en el crecimiento asi como defectos en la diferenciacion de las venas y que

la disminucién en el crecimiento del ala pudiera ocurrir de manera no autbnoma.
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Figura 17. Los defectos en el crecimiento en el ala de moscas en-Gal4>Dmp52i son un fenotipo
celular no auténomo. A. Esquema de las alas que indican las regiones anterior (An) y posterior (Po)
gue se analizaron. Las alas estan en la misma escala. B. Comparacion de las areas de cada region
analizada. Se analizaron como minimo 10 alas de cada genotipo de hembras adultas y como analisis
estadistico se utilizd una t-Student de dos colas. Las barras corresponden a la desviacion estandar.

Para verificar que los fenotipos observados con los drivers MS1096 y en-Gal4
fueron dependientes de la induccibn de Dmp52i en los dominios del ala, se
coexpres6 Gal80®, el cual es un inhibidor de la actividad de Gal4 a 25°C. Como se
esperaba, se observd que los fenotipos como la reduccion en el tamafio del alay la
aparicién de venas ectoépicas utilizando ambos drivers se revirtieron al coexpresar

Gal8o"® (figura 18A-D). Asimismo, para verificar la disminucién de la proteina Dmp52,
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Dmp52i se expresd con el driver Sgs3-Gal4, el cual se expresa en glandulas
salivales. A partir de un extracto de glandulas salivales se confirmé con un western
blot que los niveles de Dmp52 disminuyeron mientras que otras subunidades de

TFIIH como XPB, CDK7 y p62 no se afectaron mostrando que el dsRNA es
especifico de Dmp52 (figura 18E).
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Figura 18. Los fenotipos generados en las alas que expresan Dmp52i son revertidos con la
coexpresion de Gal80®. Las cruzas se realizaron a 25°C. Genotipos: A. MS1096>Dmp52i. B.
MS1096>Dmp52i, Gal80®. C. en-Gal4>Dmp52i. D. en-Gal4>Dmp52i, Gal80®. E. Western blot de
glandulas salivales expresando el dsRNA contra Dmp52 con el driver Sgs3-Gal4. El transgén del
dsRNA y el driver se encuentran homécigos (dos copias de cada uno). TBP se utiliz6 como control de
carga.

7.3 Los defectos generados por la disminucion de los niveles de Dmp52 estan
asociados a la pérdida de funcion de TFIIH.

Se ha reportado que las helicasas XPD y XPB que forman parte de TFIIH
también presentan funciones independientes del holocomplejo. Weber et al. (2010)
demostré que XPB interacciona fisicamente con y-tubulina y que colocaliza con los
centrosomas sugiriendo un posible papel en la mitosis; mientras que Ito et al. (2010)
purificaron a XPD formando parte de otro complejo que incluye a la proteina MMS19,
el cual esta implicado en la segregacion de los cromosomas Yy la formacion del huso
mitético. Para evaluar si algunos de los fenotipos observados en las moscas que

expresan Dmp52i pudieran deberse a funciones especificas de Dmp52 pero
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independientes de TFIIH, también se evaluaron los fenotipos de moscas expresando
un dsRNA diseiado contra la subunidad Dmp34 de TFIIH (Dmp34i).

En el caso de Dmp34i con el driver MS1096, las moscas presentaron alas
muy pequefias y atrofiadas, lo cual no es similar a o observado en las alas que
expresan Dmp52i; sin embargo, al modular la temperatura los fenotipos fueron
similares sugiriendo que las diferencias a 25°C dependen de la eficiencia de cada
dsRNA. Las moscas que expresaron Dmp52i y Dmp34i a 18°C exhibieron fenotipos
menos severos, los cuales son similares entre si en cuanto a la disminucién del
tamafio de las alas y las deformaciones que presentan debido a la torcion de las
mismas, sugiriendo que los fenotipos se deben a la pérdida de funcién de TFIIH
(figura 19A).

Por otro lado, los fenotipos obtenidos con en-Gal4 al reducir los niveles de
Dmp34 o Dmp52 recapitularon totalmente la disminucion del tamafio del ala y la
generacion de venas ectopicas (figura 19B y C). El fenotipo de crecimiento celular no
autébnomo observado en moscas Dmp52i también se observé en las moscas Dmp34i
sugiriendo que los fenotipos estan asociados a la pérdida de funcién de TFIIH. Los
fenotipos observados al expresar Dmp52i y Dmp34i con los drivers MS1096 o en-
Gal4 fueron dependientes de Gal4 ya que al coexpresar Gal80" (inhibidor de Gal4) a
25°C, los defectos se revirtieron al fenotipo silvestre (datos no mostrados).

Considerando que todos los fenotipos fueron consistentes, se dirigio la
expresion de cada dsRNA a la region anterior del ojo usando eyeless-Gal4. Al
expresar eyeless-Gal4 y una copia de Dmp52i no se obtuvieron fenotipos muy
evidentes, por lo que para aumentar la eficiencia del dsRNA en el ojo se coexpreso
una copia de Dicer (Dcr). Los fenotipos obtenidos con Dcr demostraron que la
reduccién de los niveles de Dmp52 generd una disminucion en el tamafio del ojo.
Fenotipos similares se obtuvieron al expresar una copia de Dmp34i y una copia de
eyeless-Gal4 (figura 19D) ya que con este dsRNA no fue necesario coexpresar Dcr.
Cabe mencionar que los fenotipos observados al expresar Dmp34i o Dmp52i con
eyeless-Gal4 se revirtieron al coexpresar Gal80™ (datos no mostrados). Estas
evidencias apoyan fuertemente que los fenotipos generados en moscas con niveles
reducidos de Dmp52 y Dmp34 estan asociados principalmente a la disminucion de la
funcion de TFIIH y no debido a efectos especificos de cada subunidad. Ademéas,
estos efectos pueden ocurrir en diferentes tejidos y no de manera exclusiva en el

ala.

43



Figura 19. Los defectos generados por la reduccién de Dmp52i y Dmp34i estan asociados ala
pérdida de funcidon de TFIIH. A. La disminucién de los niveles de Dmp34 y Dmp52 generaron
fenotipos similares a 18°C con el driver MS1096. A 25°C, la eficiencia de Dmp34i fue mayor que
Dmp52i por lo que los fenotipos fueron mas severos dando lugar a alas muy atrofiadas. B. Moscas
gue expresan Dmp34i o Dmp52i con el driver en-Gal4. C. Comparacion del tamafio y los fenotipos en
las alas en-Gal4>Dmp52i y en-Gal4>Dmp34i. Obsérvese que al reducir los niveles de Dmp52 o Dmp34
se recapituld la disminucién del tamafio y los defectos en la venacion. D. La expresion de Dmp52i o
Dmp34i en el ojo con el driver eyeless-Gal4 provocd una disminucion en el tamafio de la retina
sugiriendo defectos en el crecimiento.

7.4 Ladisminucién de los niveles de Dmp52 genera apoptosis.
La disminucion de los niveles de Dmp52 provocé una reduccion en el tamafio

del ala de la mosca por lo que para caracterizar los defectos en el crecimiento se
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determiné el nimero de células en el ala utilizando el driver MS1096. Considerando
<que durante el desarrollo cada célula del disco del ala se diferencia produciendo un
solo tricoma o queta por célula (Quijano et al., 2011), se determiné el nimero de
células por unidad de éarea. Interesantemente, las alas con niveles reducidos de
Dmp52 presentaron un mayor numero de células por unidad de area en
comparacion con los controles, indicando una mayor densidad celular (figura 20A y
B). Asimismo, se observé que las quetas de las alas con niveles reducidos de
Dmp52 son méas delgadas y su patron de organizacion se encuentra desordenado
con respecto al control (figura 20A). Nuestras observaciones indican que las células
individuales que conforman las alas MS1096>Dmp52i son mas pequefas en

volumen con respecto a las células del control.
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Figura 20. La reduccion en el tamafio del ala en moscas MS1096>Dmp52i esta asociado a una
disminucion en el nUmero de células totales y una disminucién en el tamafio de cada célula. A.
Las alas montadas MS1096/+ y MS1096>Dmp52i que muestan la densidad celular o niimero de
guetas que conforman el tejido. B. DenS|dad celular determinada por el nimero de células por unidad
de area. C. Area total del ala en mm?. D. Estimacion del nimero de células totales por ala. Para cada
genotipo se analizaron 10 alas y como prueba estadistica se aplicé una t-Student de dos colas. Las
barras corresponden a la desviacion estandar.
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Por otro lado, las moscas MS1096>Dmp52i presentaron una reduccion del
55% del area total del ala en comparacion con el control y una reduccién en el
namero total de células por ala de aproximadamente el 40% (figura 20C y D). Por lo
tanto, estos datos sugieren que la reduccion en el tamafio del ala observada en las
moscas MS1096>Dmp52i se asocia a una disminucién en el volumen de cada célula
asi como en el nimero de células totales por ala.

Los defectos en el crecimiento observados en las moscas MS1096>Dmp52i
pueden ser ocasionados por una disminucion en la proliferacion o un aumento en la
apoptosis, o0 ambos. Para abordar este objetivo, se determiné la incorporacion de
bromodeoxiuridina (BrdU) (monitorea el paso de G1 a S), se inmunotifieron los
nucleos mitéticos utilizando el marcador de mitosis histona H3 fosforilada en serina
10 (H3Pserl0) y para determinar apoptosis se utiliz6 la técnica de TUNEL. Los
discos de ala MS1096>Dmp52i presentaron células apoptoéticas en el dominio
especifico de expresion de MS1096 (figura 21, flecha roja) mientas que en el control
no hubo apoptosis; asimismo, los discos no presentaron cambios significativos en la
incorporacion de BrdU o H3PserlO indicando que no hay alteraciones en la
progresion del ciclo celular en este estadio (figura 21, panel central y derecho), lo
cual sugiere que la disminucién en el nimero de células totales por ala podria

asociarse a un incremento en la apoptosis en los discos MS1096>Dmp52i.

Figura 21. La disminucién de los niveles de Dmp52 genera apoptosis en discos imagales de
ala. Los discos MS1096>Dmp52i presentaron cuerpos apoptoticos en la region de expresion del
driver indicando muerte celular (panel izquierdo, indicado con la flecha roja). En el caso de la
incorporacion de BrdU (panel central) y la inmunotincion con H3PserlO (panel derecho) no se
observé una diferencia en los discos MS1096>Dmp52i con respecto al control MS1096/+, lo cual
sugiere que en este estadio no hay alteracién en la progresion del ciclo celular.
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7.5 Dmp52 interacciona genéticamente con Dp53 generando deformaciones en
el alay apoptosis masiva.

Considerando que la disminucién de los niveles de Dmp52 en el ala generd
fenotipos, se tom6 como modelo para evaluar la posible interacciébn con Dp53
utiizando la dominante negativa GUS-Ctp53DN (Brodsky et al., 2000). Como
resultado, las moscas que expresaron simultdneamente GUS-Ctp53DN y Dmp52i
presentaron un aumento en los defectos morfolégicos de las alas sugiriendo que
Dp53 interacciona de manera sinérgica con Dmp52 (figura 22, panel superior).
Consistentemente, el aumento en los defectos en la morfologia del ala también se

observaron al expresar un dsRNA especifico contra Dp53 (Dp53i) (figura 23).

Figura 22. La pérdida de funcidon de Dp53 y Dmp52 genera un aumento en la apoptosis y
deformaciones en la morfologia del ala. A. Las moscas MS1096/+ presentaron un fenotipo silvestre
en la morfologia de las alas asi como un namero reducido de cuerpos apoptéticos. B. Las moscas
MS1096>Dmp52i mostraron los defectos en el crecimiento y el fenotipo de curvatura, asi como varios
cuerpos apoptoticos en el dominio correspondiente de la expresion del driver (panel inferior). C. La
mosca MS1096>GUS-Ctp53DN presentd un fenotipo silvestre y unos cuantos cuerpos apoptoticos. D.
La mosca MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN motré un aumento en los defectos morfologicos de las
alas que incluyeron ampollas (panel superior), asi como un dramatico incremento en la apoptosis en
la zona de expresion del driver (panel inferior).

47



Posteriormente se evalud la apoptosis con el ensayo de TUNEL en los discos
que expresaron la dominante negativa de Dp53. Interesantemente, los ensayos de
TUNEL mostraron que al coexpresar GUS-Ctp53DN en los discos con niveles
reducidos de Dmp52, la apoptosis aumentd draméticamente, lo cual sugiere que la
inactivacion de Dp53 no suprimié la apoptosis sino que la incrementd cuando los
niveles de Dmp52 se redujeron (figura 22, panel inferior). Estos fenotipos se
verificaron utilizando la tincién con naranja de acridina y se demostro que la pérdida
de funcion de Dp53 ya sea por la expresion de GUS-Ctp53DN o Dp53i en un fondo
MS1096>Dmp52i aumentd dramaticamente la apoptosis (figura 24). Por otro lado, la
progresion del ciclo celular monitoreada por la incorporacion de BrdU y H3Pser10 no

presentd alteraciones en estos genotipos (figura 25).

Figura 23. La coexpresion de Dp53i aumenta los defectos morfolégicos de las alas en un fondo
MS1096>Dmp52i. A. Las moscas coexpresando Dp53i en un fondo genético con niveles reducidos
en Dmp52 presentaron un aumento en los defectos de las alas. B. Western blot de extractos totales
de glandulas salivales que expresaron GUS-Ctp53DN demostrando la expresion de la proteina
transgénica. C. Western blot de moscas que expresaron Dp53i con el driver ubicuo Act5C-Gal4
mostrando la disminucion de los niveles de las dos isoformas de Dp53.
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MS1096>Dmpb52i, GUS-Ctp53DN MS1096>Dmpb2i, Dpb53i MS1096>GUS-Ctp53DN

MS51096>Dpb3i MS1096>Dmpb2i MS51096

Figura 24. Evaluacion de la apoptosis por tincién con naranja de acridina. La disminucion de los
niveles de Dmp52 generd apoptosis, mientras que la pérdida de funcion de Dmp52 y Dp53 generé
apoptosis masiva en el disco de ala confirmando lo observado a través del ensayo de TUNEL.

Figura 25. La progresion del ciclo celular no es afectada por la coexpresion de GUS-Ctp53DN o
p35 en fondos con niveles reducidos de Dmp52. A. Inmunotincién de discos con H3Pserl0
monitoreando la entrada a la mitosis. B. Incorporacion de BrdU indicando la entrada a la fase S. Los
genotipos estan indicados en el panel superior.
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Por otro lado, la coexpresion de Dmp34i y GUS-Ctp53DN también generd un
aumento en la apoptosis comparado con los discos donde solo se reducen los
niveles de Dmp34 (figura 26), lo cual es consistente con lo observado en los discos
con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53, y sugiere que la apoptosis masiva
generada en los discos de ala coexpresando GUS-Ctp53DN estan asociados con la
pérdida de funcion de TFIIH.

Figura 26. La coexpresion de GUS-Ctp53DN y Dmp34i genera apoptosis masiva en los discos
de ala.

Considerando que la pérdida de funcion de Dmp52 y Dp53 en el ala aumento
los defectos morfoldgicos y la apoptosis en los discos, se decidié evaluar si estos
fenotipos estaban asociados al incremento en la apoptosis. Para lograr este objetivo,
se coexpreso la proteina p35, la cual es un inhibidor de las caspasas efectoras Dcpl
y Drice en D. melanogaster (Mesquita et al., 2011) en los fondos genéticos de
interés. Como se esperaba, la apoptosis inducida en el fondo genético
MS1096>Dmp52i asi como MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN se suprimié al
expresar p35 corroborando que fue dependiente de caspasas. Inesperadamente,
aunque la apoptosis se suprimié, la coexpresion de p35 en moscas
MS1096>Dmp52i generé un aumento en los defectos morfoldgicos de las alas y
otros defectos que consistieron en la aparicion de una ampolla en la region central
del ala asi como crecimientos anormales en los bordes (figura 27A, flecha negra).

Estos fenotipos no fueron dependientes de alteraciones en el ciclo celular ya que las
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inmunotinciones no mostraron diferencias entre genotipos (figura 25). Todos estos
datos sugieren que cuando Dmp52, Dp53 o la apoptosis no funcionan aumentan los
defectos morfoldgicos en las alas, indicando que en estas condiciones de estrés los
puntos de control no estan respondiendo de manera adecuada para evitar el dafio
en el tejido, por lo que es posible que los defectos se asocien al dafio acumulado en

las células, lo cual ocasiona defectos en la morfogénesis del ala.

Figura 27. La coexpresion de p35 suprime la apoptosis indicando que es dependiente de
caspasas. A. La expresion de p35 en el ala no produjo fenotipos en el ala (panel superior); sin
embargo, al coexpresar p35 en un fondo genético con niveles reducidos de Dmp52 se gener6 una
ampolla (panel central) asi como crecimientos anormales (panel inferior, indicado por la flecha). B.
Ensayo de TUNEL demostrando que la apoptosis generada en los discos MS1096>Dmp52i fue
dependiente de caspasas. C. La apoptosis masiva inducida en los discos MS1096>Dmp52i, GUS-
Ctp53DN fue dependiente de caspasas. Los cuerpos apoptoéticos desaparecieron (panel inferior) al
coexpresar p35 comparado con MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN (panel superior).

7.6 La apoptosis masivaindependiente de Dp53 es inducida por JNK.
En Drosophila se ha demostrado que JNK (Basket en Drosophila) al igual que
Dp53 se activa en respuesta al dafio al DNA activando la transcripcion de genes
proapoptoticos. Incluso se ha reportado que establecen un sistema de
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retroalimentacion que amplifica la sefial inicial de la respuesta apoptotica (Sheklov y
Morata, 2011). No obstante, la activaciéon de JNK también ocurre en respuesta a
DNA dafiado inducido por IR en fondos mutantes de Dp53 (McNamee et al., 2009).
Tomando en cuenta que la apoptosis en el genotipo MS1096>Dmp52i, GUS-
Ctp53DN es independiente de Dp53 y dependiente de caspasas, se evaluo si esta
apoptosis podria ser dependiente de Basket utilizando un dsRNA especifico (Bski).
La expresion de Bski asi como la coexpresion de Bski y GUS-Ctp53DN con el
driver MS1096 no generaron fenotipos en las alas ni apoptosis (datos no mostrados).
En los discos coexpresando Dmp52i y Bski se observd apoptosis de manera muy
similar a los discos MS1096>Dmp52i sugiriendo que la apoptosis podria ser
independiente de JNK. No obstante, las inmunotinciones de P-JNK en discos
MS1096>Dmp52i revelaron que la fosforilacion de JNK ocurrid ligeramente
sugiriendo que podria participar en la apoptosis aunque no es la Unica via que se

activo (figura 28A-B).

A

Figura 28. La apoptosis masiva generada en los discos con pérdida de funcion de Dmp52 y
Dp53 es dependiente de JNK. A. Ensayo de TUNEL. Los discos con niveles reducidos de Dmp52 y
JNK mostraron cuerpos apoptoéticos de manera muy similar a los discos con deficiencias sélo en
Dmp52 (indicado por las flechas amarillas). La pérdida de funcién de Dmp52 y Dp53 generdé un
aumento en la apoptosis, la cual fue suprimida al coexpresar el dsRNA contra JNK (Bski), sugiriendo
gue la apoptosis es dependiente de JNK. B. Inmunotinciones de P-JNK en discos de ala. En los
discos con niveles reducidos de Dmp52 se observé una ligera induccion de P-JNK comparada con los
controles; sin embargo, en el disco con niveles reducidos en Dmp52 y que coexpresan GUS-
Ctp53DN, P-JNK se indujo drasticamente.
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En contraste con los resultados anteriores, el ensayo de TUNEL en discos
con reduccién de los niveles de JNK, Dmp52 y Dp53 mostraron una supresion casi
total de la apoptosis sugiriendo que la apoptosis masiva generada en los discos
MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN es dependiente de la via de JNK (figura 28A). Las
inmunotinciones corroboraron que se indujo la fosforilacion de JNK drasticamente en
el genotipo MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN (figura 28B). En conclusion, los
fenotipos apoptoticos observados en los discos con perdida de funcién de Dmp52 y
Dp53 son dependientes de JNK; mientras que en los discos con niveles reducidos
de Dmp52 la apoptosis no es totalmente dependiente de JNK ya que al reducir los
niveles de la proteina la apoptosis no se suprimié indicando que existen otras vias

que se activan (figura 29).
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Figura 29. Cuantificacion de los granulos apoptéticos observados en los genotipos analizados.
La apoptosis inducida por la reduccién de Dmp52 y Dp53 fue dependiente de JNK (Bsk), mientras
gue la apoptosis en los discos con niveles reducidos s6lo de Dmp52 no fue totalmente dependiente
de JNK. En ambos casos, la apoptosis observada fue dependiente de caspasas. Para la
cuantificacion, n=3 discos de cada genatipo.
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7.7 La pérdida de funcién de Dmp52 y Dp53 incrementa la inestabilidad
cromosomal.

Como se demostré anteriormente, la pérdida de funciébn de Dmp52 y Dp53
generd apoptosis masiva. Considerando que Dmp52 y Dp53 participan en vias de
reparacion es posible que el aumento en la apoptosis se origine debido al aumento
de DNA dafiado sin reparar. Con el objetivo de determinar si el aumento en la
apoptosis ocurre por un incremento en la inestabilidad cromosomal se utiliz6 el
ensayo de pérdida de heterocigosidad (LOH), donde el marcador recesivo mwh*
(multiple wing hairs) en homocigosis presenta el fenotipo de mdltiples tricomas en
cada célula (figura 30A); este fenotipo se manifiesta en aquellas células aneuploides
que son heterécigas para el marcador pero que han perdido el alelo silvestre debido
a rearreglos cromosomales. Como se observa en la figura 30B, las alas de moscas
MS1096>Dmp52i presentaron clonas mwh', las cuales se incrementaron
significativamente con la pérdida de funcion de Dp53 indicando un aumento en la

inestabilidad cromosomal.
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Figura 30. Las moscas con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53 presentan inestabilidad
cromosomal. A. Preparaciones de alas de los diferentes genotipos mostrando las clonas mwh’
(flechas rojas). B. Cuantificacién de clonas mwh' de los genotipos analizados. Para este ensayo se
consideraron minimo 15 alas y como andlisis estadistico se utilizé una prueba de Chi cuadrada X°.
Las barras representan la desviacion estandar.

El aumento de la inestabilidad cromosomal puede generarse debido a la
acumulacion de DNA dafado en la célula. Para evaluar esta posibilidad se decidio
irradiar los discos de ala con UV para inducir dafio y determinar los niveles de
apoptosis después de la exposicion. Como se observa en la figura 31, la apoptosis
aumento6 en los discos irradiados MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN comparados con
los no irradiados, lo cual sugiere que el dafio inducido por UV no estd siendo
reparado, lo cual increment6 la inestabilidad cromosomal y por tal aumenta la

apoptosis.

Figura 31. La irradiacién con UV aumenta la apoptosis en discos con niveles reducidos de
Dmp52 y Dp53. Ensayo de TUNEL (Panel superior). Contraste de fases (Panel inferior).
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7.8 La incubacién con triptolide fenocopia la apoptosis inducida en moscas
MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN

El triptolide (TPL) es un diterpeno triepéxido derivado de la planta
Tripterygium wilfordi, cominmente utilizada en la medicina tradicional china como un
potente antiinflamatorio, antiproliferativo y proapoptético, utilizado en ensayos
clinicos para combatir el cancer. Interesantemente, otros trabajos han demostrado
que el mecanismo de accion del TPL consiste en inducir apoptosis en las células
cancerosas (Liu, 2011). Recientemente, se demostré6 que el TPL especificamente
inhibe la actividad ATPasa de la subunidad XPB de TFIIH, atribuyéndole todas sus
propiedades farmacolédgicas (Titov et al., 2011). Con base en estos reportes, se
decidi6 evaluar si era posible fenocopiar farmacolégicamente la apoptosis masiva
observada en los discos MS1096>Dmp52i, GUS-Ctp53DN al incubar discos
MS1096>GUS-Ctp53DN con la droga TPL. La incubacién de discos silvestres de
Ore R a 3, 6 y 10 h utilizando una concentracién de 100 yM de TPL mostré que a
partir de las 3 h de incubacion, los discos incubados con TPL exhibieron un
incremento en la apoptosis con respecto a los controles. Asimismo, se observo que
el incremento en la apoptosis fue dependiente del tiempo incubacién ya que a

tiempos mayores de incubacioén la apoptosis se incrementd notablemente (figura 32).

Figura 32. La incubacion con triptolide induce apoptosis en discos imagales de ala. La
apoptosis se generd a partir de las 3 h de incubaciéon con TPL a una concentracién de 100 uM y
aumenta considerablemente a las 6 y 10 h. Obsérvese que la apoptosis fue inducida por la incubacion
con TPL ya que los controles de incubacion s6lo con medio y el vehiculo (DMSQO) no indujeron
apoptosis incluso hasta las 10 h.
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Posteriormente, se realizaron ensayos incubando durante 3 h con TPL discos
de varios genotipos. Como se esperaba, los ensayos de TUNEL revelaron que en la
incubacion de discos control MS1096/+ se generd apoptosis de manera similar a los
discos expresando Dmp52i con el driver MS1096 (figura 33, panel superior).
Interesantemente, la incubacién de discos sobreexpresando GUS-Ctp53DN
mostraron apoptosis masiva especificamente en la region de expresion del driver
MS1096, lo cual es consistente con lo observado en los discos con pérdida de
funcion de Dmp52 y Dp53 (figura 33, panel central). Por otro lado, la apoptosis
observada en los discos MS1096>GUS-Ctp53DN incubados con TPL fue reducida al
coexpresar Bski siendo consistente con lo observado en discos con niveles
reducidos de Dmp52, Dp53 y JNK simultaneamente (figura 33, panel inferior). Todos
estos datos demuestran que la incubacion con TPL fenocopia todos los fenotipos
observados anteriormente al reducir los niveles de Dmp52, Dp53 y JNK, y ademés
apoya que las propiedades farmacolégicas del TPL estan asociadas a la inhibicién
de XPB (Titov et al., 2011).

A

Figura 33. El triptolide fenocopia los fenotipos apoptéticos observados en los discos de ala
con niveles reducidos de Dmp52. A. MS1096/+. El triptolide indujo apoptosis de manera similar a
los discos con niveles reducidos de Dmp52. B. MS1096>GUS-Ctp53DN. Los ensayos de TUNEL
revelaron que el TPL fenocopi6 la apoptosis masiva en discos con pérdida de funcién de Dp53. C.
MS1096>GUS-Ctp53DN, Bski. La coexpresion de Bski en fondos expresando GUS-Ctp53DN provocé
una reduccién en el nimero de cuerpos apoptéticos en la regién de expresion del driver MS1096
confirmando que la apoptosis en discos con pérdida de funcion de Dp53 y tratados con TPL fue
dependiente de JNK. El circulo rojo indica el dominio de expresion del driver MS1096 y la flecha el
sitio donde se observo principalmente la apoptosis.
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VIII. DISCUSION

TFIIH esté involucrado en al menos 3 procesos: la trascripcion mediada por la
RNApol I y Il, reparacion del DNA por NER y el control del ciclo celular, por lo que la
pérdida de funcion de TFIIH provoca una condicion de estrés general en la célula

afectando la supervivencia.

8.1. Los defectos en el crecimiento en las moscas con niveles reducidos de
Dmp52

La disminucion de los niveles de TFIIH en el ala de Drosophila gener6 alas
pequefias sugiriendo defectos en el crecimiento. Estos fenotipos coinciden con lo
reportado para clonas somaticas en el ojo y en organismos mutantes de Dmp52, los
cuales presentaron defectos en el crecimiento (Fregoso et al., 2007; Matsuno et al.,
2007). Este tipo de defectos se conoce como minute y se han asociado a la
reduccién global en la transcripcion y/o traduccion y entre los genes asociados a
este fenotipo se encuentran genes ribosomales, reguladores del crecimiento y genes
involucrados en la reparacion (Montagne et al., 1999; Cui y Di Mario, 2007; Fregoso
et al., 2007). Asimismo, los defectos como la curvatura del ala debido al defecto en
el crecimiento en las moscas MS1096>Dmp52i son consistentes con lo encontrado
en moscas que expresan un dsRNA contra Dmp8 y Dmp18, otras subunidades que
forman parte e interaccionan con TFIIH, respectivamente (Herrera-Cruz et al., 2012).

Los defectos en el crecimiento de las alas con niveles reducidos de Dmp52
estan ligados a una reduccién en el numero de células totales asi como a una
reduccién en el volumen de cada célula. La reduccién del volumen de cada célula se
ha observado en varios reguladores del crecimiento como en la sobreexpresion del
regulador negativo foxo asi como en mutantes en S6K (Montagne et al., 1999;
Kramer et al., 2003), lo cual puede sugerir que las vias de crecimiento que controlan
el tamafio y el numero de células se encuentra afectados en las moscas deficientes
en Dmp52.

La pérdida de células en las alas no fue resultado de defectos en la
proliferacion celular sino a un aumento en la apoptosis en el disco, lo cual podria
explicar la reduccion en el namero de células totales del ala. Este dato es
consistente con lo reportado en mutantes haywire (XPB) donde los discos de ala de
mutantes heteroalélicas mostraron apoptosis (Merino et al., 2002). La induccién de la

apoptosis podria estar relacionada a la transcripcion general reducida ya que se ha
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demostrado que provoca apoptosis (Andera y Wasylik, 1997) asi como al dafio
ocasionado por estrés genotdxico (Meek, 2004). Se sabe que la inhibicion
farmacoldgica de la RNApol | o la RNApol Il también puede inducir apoptosis
dependiente de p53 o incluso autofagia (Ljungman et al., 1999; Bywater et al., 2012).

8.2 Lainduccion de apoptosis e inestabilidad cromosomal

La apoptosis es un proceso complejo y los estimulos asi como la sefializacion
que activa este proceso es dependiente del contexto. En trabajos previos se ha
demostrado que la apoptosis inducida por la sobreexpresién de DANp53 requiere de
TFIIH funcional (Merino et al., 2002). Sin embargo, en las moscas con niveles
reducidos de Dmp52, la apoptosis se sigue observando e incluso se aumenta
drasticamente cuando se pierde la funcion de Dp53 en este fondo, siendo totalmente
dependiente de JNK (figura 28). Sin embargo, es importante mencionar que la
expresion de GUS-Ctp53DN o Dp53i utilizados en este trabajo afectan ambas
isoformas de Dp53, por lo que no es posible discernir cuales de los efectos
observados en los discos corresponden a cada isoforma.

En la mosca, se sabe que Dp53 y JNK son factores que inducen apoptosis en
diferentes situaciones de estrés e incluso se ha sugerido que establecen un circuito
de retroalimentacion (Sheklov y Morata, 2011). Sin embargo, otros trabajos han
demostrado que las vias apoptéticas activadas por JNK o Dp53 funcionan como vias
independientes que pueden activarse en diferentes contextos. La sobreexpresion del
supresor tumoral LKB1 o la proteina ZBP-89 generan apoptosis dependiente de JNK
pero independiente de Dp53, sugiriendo un papel importante de JNK como activador
de la apoptosis (Bai et al., 2004; Lee et al., 2006). Incluso, se sabe que las sirtuinas
pueden inducir apoptosis a través de la via de JNK de manera independiente de p53
(Griswold et al., 2008). En este trabajo se demostr6 que la apoptosis inducida en los
discos de ala con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53 es dependiente de JNK.
Estos resultados son consistentes con lo observado en discos sometidos a IR que
activan la apoptosis dependiente de JNK en ausencia de Dp53 (McNamee y
Brodsky, 2009). En este reporte, la exposicion a IR de discos deficientes en Dp53 y
Chkl (Grapes en Drosophila) indujo la activacion de la apoptosis dependiente de
JNK como una respuesta para eliminar células dafiadas. Estas células se volvieron
aneuploides debido a las aberraciones cromosomales ocasionadas por IR y por la

ausencia del punto de control regulado por Chkl, que se encuentra inactivo. Otros
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reportes también han demostrado que la aneuploidia induce apoptosis
independiente de p53 pero que se requiere de JNK (Dekanty et al., 2012).

La disminucion de los niveles de Dmp52 indujo la fosforilacion de JNK en
bajos niveles con respecto a los controles; sin embargo, la apoptosis no es
totalmente dependiente de JNK, ya que en los discos con niveles reducidos de
Dmp52 y JNK auln se observaron cuerpos apoptoticos. Lo anterior nos sugiere que la
activacion de la apoptosis no es totalmente dependiente de JNK cuando TFIIH es
deficiente, probablemente debido a que el programa apoptético adn puede activarse
por Dp53. Sin embargo, cuando las funciones de Dp53 y TFIIH se encuentran
afectadas, la via de JNK es sobre-activada para inducir apoptosis. Esta situacion
puede ser similar a lo observado en los discos deficientes en Dp53 y Chk1, donde la
apoptosis principalmente se induce por DNA dafado generado por IR; la apoptosis
inducida en los discos deficientes de Dmp52 puede ser resultado de la inestabilidad
cromosomal generada por las funciones comprometidas de TFIIH. Esta suposicion
se apoya en la demostracién de que los discos con niveles reducidos de Dmp52
mostraron aneuploidias utilizando el ensayo de pérdida de heterocigosidad asi como
también se ha reportado en mutantes puntuales de Dmp52 (Fregoso et al., 2007,
figura 30). Dado que TFIIH es un complejo que participa en la reparacion y control
del ciclo celular, es posible que los puntos de control no estén completamente
operacionales dando lugar a inestabilidad gendmica, por lo que esta condicion
podria ser equivalente a la generacion de DNA dafiado por IR. Otros reportes
también han demostrado que la reduccion de proteinas de NER como DDB1
también generan inestabilidad cromosomal (Shimanouchi et al., 2006; Cang et al.,
2006).

La pérdida de funcion de Dmp52 y Dp53 resulté en un aumento en la pérdida
de heterocigosidad del marcador mwh?, lo cual sugiere que Dp53 se requiere para
evitar la acumulacion de DNA dafiado probablemente activando la reparacion, lo
cual es apoyado por el hecho de que la apoptosis aumento en los fondos deficientes
en Dmp52 y Dp53 cuando se irradiaron con UV (figura 31). Esto podria estar
asociado a la capacidad de p53 para activar la transcripcion de XPC y DDB2, los
cuales son genes involucrados en la reparacién (Adimoolan y Ford, 2002; Tan y
Chu, 2002). Por tal, la respuesta celular a la acumulacién de DNA dafiado en los
discos deficientes en Dmp52 y Dp53 da lugar a la activacion de la apoptosis a traves
de la via de JNK para evitar la acumulacién y propagacion de las aberraciones

cromosomales. De manera similar, se ha observado que células deficientes en p53 e
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inhibidas en ATR son sensibles a sufrir muerte a través de PCC (condensacion
prematura de la cromatina) después de dafio al DNA (Nghiem et al., 2001), como
una respuesta a la acumulacion de DNA dafado. Los defectos en la reparacion del
DNA y/o transcripcion reducida también pueden dar lugar a la activacion de JNK
generando apoptosis (Roos y Kaina, 2006), por lo que es probable que la induccién
de la apoptosis masiva en los discos con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53
ocurran en respuesta a la transcripcion reducida y la acumulacion de aberraciones
cromosomales como se demostrd por el ensayo LOH. Ademas, la transcripcion del
regulador negativo de JNK, Puckered, es dependiente de Dp53 (McEwen y Peifer,
2005), por lo que la expresion de Puckered seria deficiente en los discos expresando
GUS-Ctp53DN, lo cual podria generar una activacion sostenida de JNK generando
apoptosis masiva en los discos con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53.

La inhibicién de la apoptosis al coexpresar p35 en los discos deficientes en
Dmp52 no rescato los fenotipos de las alas sino que se generaron otros defectos
diferentes a los observados en los discos con niveles reducidos solo de Dmp52
(figura 27A). Considerando que la reduccion de los niveles de Dmp52 generd
inestabilidad cromosomal, es posible que la ausencia de apoptosis permitiera la
proliferacion de células aneuploides comprometiendo el desarrollo del tejido y
generando este fenotipo en particular. La importancia de la eliminacion de células
dafiadas se ha demostrado en experimentos donde al suprimir la apoptosis con p35
en discos sometidos a IR se generaron aberraciones durante el desarrollo debido al
crecimiento anormal del tejido inducido por la expresién continua y ectépica de
wingless (wg) y decapentaplegic (dpp) (Pérez-Garijo et al., 2004). Es probable que
las células dafiadas con niveles reducidos de Dmp52 y que coexpresan p35
continuamente emitan las sefiales Wg y Dpp, contribuyendo con las anormalidades
en el tejido. Similarmente, en ratones con deleciones en DDB1 se generd apoptosis,
la cual al ser suprimida parcialmente en un fondo genético nulo para p53 no rescato
los fenotipos sino que persistieron defectos morfoldgicos en el cerebro y la retina
debido a la proliferacion anormal de células dafiadas (Cang et al., 2006).

El hecho de que JNK pueda activar la apoptosis en discos con niveles
reducidos de Dmp52 y Dp53 podria tener importantes implicaciones en la
comprension de la naturaleza de las enfermedades asociadas a deficiencias en
TFIIH en humanos incluyendo el cancer. La mayoria de los tumores soélidos son
deficientes en p53 o0 en sus reguladores, por lo que la posible activacion de la

apoptosis a través de JNK al reducir las actividades de TFIIH podria ser un punto
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estratégico para sensibilizar este tipo de tumores. Particularmente, estos resultados
son relevantes debido al hecho de que la droga triptolide, la cual se ha utilizado en
ensayos clinicos de tratamiento contra el céncer por sus propiedades
antiproliferativas, inmunosupresivas y antitumorales, se ha demostrado que es un
inhibidor especifico de la actividad ATPasa de XPB (Titov et al. (2011). En este
trabajo se demostr6 que los discos imagales deficientes en Dp53 tratados con
triptolide fenocopiaron el fenotipo apoptético dependiente de JNK similar a lo
observado en los discos que expresaron el dsRNA contra Dmp52. Este dato es
consistente y apoya la conclusion de que las propiedades antitumorales del triptolide
se encuentren directamente relacionadas con la inhibicion de la actividad de XPB.
De manera similar, algunas drogas como PRIMA han demostrado que son capaces
de inducir apoptosis en lineas celulares cancerosas con mutaciones en p53 a través
de la via de JNK (Li et al., 2005). No obstante, sera importante determinar si las
células cancerosas deficientes en p53 son mas susceptibles a sufrir apoptosis que
las células normales cuando TFIIH esta afectado, para determinar si es un blanco

bona fide para el disefio de drogas para futuras terapias contra el cancer.

8.3 Interacciones fisicas vs interacciones genéticas

Hasta este punto no sabemos si las interacciones genéticas mostradas entre
Dmp52 y Dp53 estan directamente relacionadas con las interacciones fisicas
detectadas entre ellas. No obstante, resulta interesante que las interacciones fisicas
entre Dmp52 y Dp53 fueron detectadas en un contexto sin inducir dafio al DNA,
sugiriendo que existen un comportamiento dinamico entre Dp53 con TFIIH, donde
podria participar en la regulacion del dafio al DNA y la transcripcién junto con otros
factores. En lineas celulares humanas deficientes para XPB y XPD se ha reportado
una supresion parcial de la apoptosis inducida por p53 cuando se induce dafio con
agentes como la doxorubicina o con la sobreexpresion de p53 (Wang et al., 1996;
Robles et al., 1999). Incluso, reportes previos y datos generados en este trabajo
coinciden con la supresién parcial de la apoptosis generada por la sobreexpresion
de DANp53 en moscas mutantes en XPB (haywire) o Dmp52 (Merino et al., 2002;
figura 36), sugiriendo que se requiere de TFIIH intacto para la apoptosis mediada por
Dp53. Sin embargo, los fenotipos observados por la sobreexpresiéon de Dp53 en
fondos deficientes en TFIIH y la pérdida de funcién de TFIIH y Dp53 de manera
simultanea no son faciles de correlacionar e incluso pueden generar varias

interpretaciones. Una posible explicacién es que debido a que TFIIH se requiere
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para la transcripcion de la mayoria de los genes mediado por la RNApol Il y Dp53 se
convierte en un factor transcripcional al ser activado para inducir la expresion de
genes proapoptéticos, la reduccién de la actividad de TFIIH podria afectar la
expresion de estos genes proapoptoticos directamente debido a las interacciones
fisicas que presenta p53 con TFIIH. Sin embargo, la reduccion de los niveles de
Dmp52 en los discos indujo apoptosis e incluso aumentd considerablemente de
manera dependiente de JNK en la ausencia de Dp53 funcional. Otra explicacion es
que la expresion ectopica de DANp53 sea mas sensible a la reduccion de la
transcripcion en general que otros genes. De hecho, se ha demostrado que
embriones de mosca mutantes de TFIIH incubados con bajas dosis de a-amanitina
suprimieron las transformaciones homeoticas causadas por la sobreexpresion de
genes homedticos sin afectar otros genes (Gutiérrez et al., 2004). De manera similar,
inhibidores de la transcripcién en varios tipos de células tumorales principalmente
afectan oncogenes que se estan sobreexpresando (Stellretch y Chen, 2011). Sin
embargo, aunque no sabemos si el aumento en la apoptosis inducida por la
reduccién simultanea de TFIIH y Dp53 esta ligado a las interacciones fisicas entre
estos factores, lo que si esta claro es la asociacion funcional entre TFIIH y p53 en
células humanas y Drosophila. Estas interacciones funcionales son relevantes no
s6lo para entender los fenotipos asociados en los pacientes afectados en TFIIH sino

también para entender su posible uso en futuras terapias contra el cancer.
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8.4 Modelo
Basados en los resultados obtenidos en este trabajo con el conocimiento

existente, se propone el siguiente modelo. Las células que presentan niveles
reducidos en la funcion de TFIIH (ya sea por la disminucion de los niveles de Dmp52
o0 Dmp34) presentan transcripcion reducida y fragilidad cromosomal. La transcripcion
reducida puede inducir la activacion de vias apoptéticas mediadas por Dp53 y JNK.
Por otro lado, la fragilidad cromosomal puede dar lugar a inestabilidad genética, la
cual puede activar las vias de JNK y Dp53 ya sea para iniciar la reparaciéon de DNA
o inducir la apoptosis (figura 34A). Sin embargo, en el caso de células con niveles
reducidos en TFIIH y deficientes en Dp53, ademas de la transcripcion reducida
pueden presentar un incremento en la fragilidad cromosomal ya que debido a que
Dp53 se encuentra deficiente se induce muy poca reparacion acumulandose el dafio
en el DNA. La acumulacién de dafio asi como la transcripcién reducida pueden
generar una hiperactivacion de la via de JNK para inducir apoptosis y eliminar las

células dafiadas (figura 34B).

A Células con Dp53 silvestre B Células deficientes en Dp53
| TFIIH + TFIH
3 l Fragilidad cromosomal
Fragilidad cromosomal Transcripcién reducida
Transcripcion reducida l

1 s
|

—— Dp53 + Basket (Via de JNK) t Fragilidad cromosomal

!

f Basket (\Via de JNK)

!

Apoptosis Apoptosis

— Reparacion No reparacién

Figura 34. Modelo de las interacciones entre Dmp52 y Dp53. A. En un fondo genético con células
gue mantienen la funcion de Dp53 silvestre, la disminucién de los niveles de Dmp52 (TFIIH) ocasiona
una reduccion en la transcripcion asi como inestabilidad cromosomal, activando a Dp53 y JNK para
inducir apoptosis y reparacion. B. Sin embargo, en células deficientes en Dp53, la reduccion de los
niveles de Dmp52 provoca apoptosis masiva dpendiente de JNK en los discos de ala como resultado
de un incremento en el DNA dafiado e inestabilidad cromosomal para eliminar las células dafiadas.
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IX. CONCLUSIONES

Dmp52 interaccioné fisicamente con ambas isoformas de Dp53 en ensayos in
vitro e in vivo.

La disminucién de los niveles de Dmp52 gener6 alteraciones en los patrones de
venacion y defectos en el crecimiento del ala asociados a una reduccion en el
tamafio de cada célula y una disminucién en el nimero de células totales.

La disminucion de los niveles de Dmp34 en ala y en otros tejidos como el ojo
genero fenotipos similares que la deficiencia en Dmp52, lo cual sugiere que los
fenotipos se asocian a la pérdida de funcion de TFIIH.

La disminucién de los niveles de Dmp52 o Dmp34 indujo apoptosis, la cual
aument6 cuando simultdneamente se pierde la funcién de Dp53.

La atenuacion de la apoptosis por p35 en el fondo genético MS1096>Dmp52i
genero otros defectos en las alas no ligados a la apoptosis.

La apoptosis independiente de Dp53 en moscas MS1096>Dmp52i, GUS-
Ctp53DN se indujo por JNK (Basket), mientras que en moscas MS1096>Dmp52i
participé parcialmente.

La incubacién de discos MS1096>GUS-Ctp53DN con la droga TPL fenocopi6 la
apoptosis masiva observada en discos con niveles reducidos de Dmp52 y Dp53;
ademas, se corrobor6 que es dependiente de JNK.

La disminucion de los niveles de Dmp52 ocasion6 un aumento en la inestabilidad

cromosomal, la cual se incrementé con la pérdida de funcion de Dp53.
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X. PERSPECTIVAS

1. Determinar qué via de sefalizacion que regula el crecimiento se encuentra
afectada en las células con niveles reducidos de Dmp52 en el ala de la mosca.

2. Evaluar qué ocurre con la activacion de proteinas de respuesta al dafio al DNA
(mei-41/ATR, ATM) para determinar si contribuyen con la generacion de
inestabilidad.

3. Determinar si otros tipos de muerte celular pudieran estarse activando en los
genotipos analizados en este trabajo (autofagia y necrosis).

4. Evaluar si es posible sensibilizar lineas tumorales humanas que sean nulas para
p53 al disminuir los niveles de p52 humana.

5. Evaluar si la interaccion fisica detectada entre Dmp52 y Dp53 participa

directamente en la regulacién de algun proceso celular.
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Xl. ANEXOS

Anexo |. Competencia del anticuerpo de Dmp52.

Para determinar la especificidad del anticuerpo contra Dmp52 generado por
New England Peptide, se realizaron ensayos de competencia de los sueros inmunes
utilizando el péptido con el cual fueron inmunizadas dos ratas. El péptido utilizado
para las inmunizaciones tiene la secuencia -CDVKRYWKKYSKSGV- y corresponde
a los 14 aminoéacidos de la region carboxilo terminal de Dmp52. A través de ensayos
de western blot, ambos sueros inmunes generaron seflal de una banda
aproximadamente de 52 kDa (peso esperado de Dmp52), mientras que los sueros
preinmunes no generaron sefal (figura 35A). Por otro lado, la competencia del
anticuerpo con el péptido demostré que la Unica banda observada por western blot
es especifica de Dmp52, ya que en el ensayo de competencia la banda desaparecio
mientras que en el mock (control sin péptido) la banda de 52 kDa se siguio

observando (figura 35B).

Figura 35. El anticuerpo de Dmp52 genera una sola banda y es especifico en extractos totales
de células S2R*. A. Western blot de los sueros preinmune e inmune de dos ratas inmunizadas con el
péptido de Dmp52, dilucién 1:500. B. Competencia del anticuerpo con el péptido especifico para
Dmp52, dilucion 1:500. Ab, anticuerpo especifico de Dmp52 como control positivo; Mock, control sin
anticuerpo; Comp, competencia del anticuerpo con el péptido de Dmp52.
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ANEXO Il. Las mutaciones en Dmp52 suprimen parcialmente la apoptosis

inducida por la sobreexpresion de DANp53

La inhibicién de la apoptosis es uno de los primeros pasos para que una
célula inicie el proceso tumorigénico. Los pacientes con XP presentan una alta
incidencia de cancer en la piel asi como cancer de pulmén. Varios trabajos han
demostrado que lineas celulares humanas de pacientes XP con mutaciones en XPD
y XPB son deficientes en la induccién de la apoptosis mediada por p53 mientras que
lineas celulares de pacientes TTD con mutaciones en p8 o CS con mutaciones en
CSB inducen de manera normal la apoptosis dependiente de p53 (Robles et al.,
1999; Wang et al., 1996). En D. melanogaster, al sobreexpresar DANpS3 en el ala
en un fondo genético heterdcigo para mutaciones en XPB (haywire en D.
melanogaster) hubo una disminucién en la apoptosis del ala con respecto a los
fondos silvestres, lo cual concuerda con lo reportado en lineas humanas (Merino et
al., 2002). Sin embargo, dado que recientemente se han sugerido funciones
independientes de TFIIH de las subunidades XPB y XPD, se decidio evaluar si en
fondos deficientes para Dmp52 ocurria una supresion de la apoptosis al igual que
XPB para descartar un efecto independiente de TFIIH.

Como se observa en la figura 36A, la sobreexpresion de DANp53 en el
dominio dorsal del ala indujo deformaciones debido a la apoptosis masiva. Sin
embargo, cuando se sobrexpresé DANp53 en un fondo heterdcigo para los alelos
mutantes Dmp52™™, Dmp52™™3, y Dmp5257*¢% hubo una supresion parcial de la
apoptosis observada por una disminucién en las deformaciones del ala (figura 36B-
D). Estos datos sugieren que se requiere que TFIIH se encuentre funcional para que

la apoptosis dependiente de DANp53 se realice adecuadamente.

Figura 36. Supresién de la apoptosis inducida por la sobreexpresion de DANp53 en fondos
deficientes de Dmp52. A. MS1096>DANp53. B. MS1096>DANp53, Dmp5257%%%/+.C.
MS1096>DANp53, Dmp52™™/+. D. MS1096>DANpP53, Dmp52™™/+.
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