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RESUMEN

La remodelacién de la cromatina es un proceso extremadamente regulado a distintos
niveles mediante diversos mecanismos. Uno de estos mecanismos es conocido como el cédigo
histénico, y consiste en la modificacién postraduccional de las colas de histonas presentes en
los nucleosomas durante diversos procesos celulares. Una de las maodificaciones mejor
caracterizadas es la acetilacion de lisinas en las histonas, la cual estd involucrada
primordialmente en eventos de activaciéon transcripcional y reparacion del DNA. Diversas
evidencias en células humanas han probado que el aumento en la acetilacion de histonas es
parte de la respuesta celular al dafio a DNA por la irradiacién de luz UV y que en este contexto
la proteina p53 juega un papel indispensable.

El factor supresor tumoral p53 es un factor transcripcional que ejerce su funcion en

respuesta al estrés celular mediante la activacién de vias apoptéticas, de detencién del ciclo
celular y de reparacion del DNA. En respuesta a dafio al DNA por luz UV, p53 es importante
para promover la accesibilidad a los sitios del dafio mediante la relajacion global de la cromatina
en células humanas, esta relajacion se da a partir de la acetilacion global de histonas. En
especifico, p53 ha resultado ser importante para la correcta acetilacion de la K9 y de la K14 de
la histona H3. .
Con base en todo lo anterior, en este trabajo se determinaron los cambios en la acetilacion de la
H3 en los residuos K9 y K14 en respuesta a dafio al DNA por luz UV en Drosophila
melanogaster. Por otra parte se evaluaron estos cambios en una linea mutante nula para el gen
Dmp53 (Homélogo de p53 en mamifero). A diferencia de las evidencias previas in vitro en este
proyecto se analizaron cromosomas politénicos de Drosophila, ya que consitituyen un modelo
ideal para estudiar la funcién in vivo de Dmp53 en el contexto de la cromatina. A partir de los
resultados de este trabajo es posible pensar que la acetilacién de la K9 y K14 de la H3 son
componentes de la respuesta a dafio al DNA inducido por luz UV en cromosomas politénicos de
D.melanogaster. Asimismo, fue posible observar que Dmp53 es importante para el aumento en
la acetilacion de la K9 como parte de la respuesta a dafio al DNA por luz UV y es esencial para
mantener los niveles constitutivos de acetilacién de la K14 de la histona H3. Estos resultados
sugieren que Dmp53 tiene un posible papel en la correcta acetilacion de las colas de histonas,
ejerciendo una funcion diferencial dependiendo del residuo y del contexto celular.



INTRODUCCION
1. REMODELACION DE CROMATINA
e Estructura de la cromatina y los mecanismos principales de remodelacién

El material genético de toda célula eucarionte se encuentra estructurado con un alto grado
de organizacion que constituye lo que conocemos y estudiamos como cromatina. La cromatina
esta compuesta principalmente de fibras que contienen DNA, proteinas y pequefias cantidades
de RNA (Nelson y Cox, 2000).

Los grupos fosfato de carga negativa caracteristicos del DNA se asocian fuertemente con
proteinas b asicas llamadas las histonas (Darnell et al., 2004). E sta interaccion constituye las
unidades estructurales de la cromatina denominadas nucleosomas, al nivel del cual se dan todos
los procesos de replicacién, transcripcion y reparacion del DNA, entre muchos otros. El centro o
“core” de un nucleosoma esta formado por un octdmero con dos copias de las histonas H2A,
H2B, H3 y H4, alrededor de las cuales se enrollan aproximadamente 147 pares de bases de
DNA (Figura1).

Figura 1
Representacion de la estructura de un nucleosoma basada en la estructura
cristalografica obtenida en afios recientes. Diagrama visto de frente (izquierda) o visto del
lado derecho (derecha). EI DNA se muestra en gris, H2A en amarillo, H2B en rojo, H3 en azul y
H4 en verde (tomada de Darnell et al., 2004).



Cada nucleosoma esta conectado al siguiente mediante un fragmento de DNA (conocido
como ‘linker DNA") que varia de 15 a 55 pares de bases dependiendo de la especie (Darnell et
al., 2004)..

Esta estructura conocida como “collar de perlas” constituye el primer nivel de
empaquetamiento de la cromatina con un didametro aproximado de 10nm (Figura 2).
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Figura 2

Foto de microscopia electrénica después de un tratamiento de descondensacion de
cromatina que propicia la pérdida de H1 y por ende se desensambla la cromatina
(modificada de Alberts et al., 2002)

Asimismo, la histona H1 se une al DNA desnudo entre cada nucleosoma y propicia la
formacion de estructuras altamente condensadas conocidas como solenoides o fibras de 30nm
(Nelson y Cox, 2000). La estructura de la cromatina después de este nivel es extremadamente
complicada y poco conocida, sin embargo se piensa que la fibra de 30nm se ensambla sobre un
andamiaje formado por proteinas distintas a las histonas permitiendo la formacién de estructuras
extremadamente complejas como son los cromosomas metafasicos (Figura 3)(Darnell et al.,
2004).
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Figura 3
Esquema de los distintos niveles de condensacion de la cromatina, desde la doble

hélice de DNA hasta los cromosomas metafasicos (modificada de Darnell et al., 2004).
La remodelaciéon de la cromatina es uno de los procesos indispensables para la correcta
regulacion génica en cualquier eucarionte, ya que de esta remodelacion dependen la activacion
o represion de genes de manera diferencial y especifica. Los procesos celulares en los que la

cromatina necesita ser remodelada se esquematizan en la figura 4.

Transcripcion

Recombinacion g2 PPd® Replicacion
homologa x x I_’ de DNA
" .) ; -

Ensamblaje de
cromatina
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Figura 4
Diversos procesos celulares en los que la remodelacion de la cromatina es
indispensable (modificada de Fyodorov y Kadonaga, 2001).

La descondensacién de la cromatina es un proceso necesario para permitir la entrada de
los factores nucleares al templado de DNA. Estos factores son esenciales en los procesos de
transcripcién, replicacion, recombinacion y reparacién del DNA y por lo tanto es un proceso



extremadamente regulado a distintos niveles. Gracias a la investigacion de los ultimos afios, la
cromatina ya no es considerada sélo el elemento estructural responsable de preservar la
informacidén genética en el ndcleo, sino también es una estructura extremadamente dinamica

que se modifica de manera constante permitiendo diversos procesos celulares.

La cromatina puede ser remodelada a diferentes niveles y mediante distintos procesos; la
busqueda vy caracterizacion de los complejos remodeladores de la cromatina ha sido
recientemente el objetivo de un gran nimero de grupos de investigacién en todo el mundo.

Existen por lo menos tres formas principales en las que la cromatina puede ser
remodelada (Lisuka et al., 2003):

1. Complejos que contienen subunidades de ATPasa dependiente de DNA, que relajan o

condensan la cromatina

Para contrarrestar la naturaleza compacta de la cromatina, existen una variedad de
factores remodeladores que utilizan la hidrolisis de ATP para reorganizar la cromatina,
“facilitando asi la interaccion de otras proteinas con el DNA nucleosomal (Fyodorov y Kadonaga,
2001). Existen diversas familias de complejos remodeladores dependiendo del tipo de
subunidad ATPasa que presentan, las cuales estan conservadas a lo largo de la evolucién
(Figura 5). Por otro lado, numerosos complejos remodeladores han sido caracterizados como
participantes en distintos procesos como la transcripcion, la reparacion acoplada a la
transcripcion y la recombinacion homologa entre muchos otros (Fyodorov y Kadonaga, 2001).
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Figura 5

Complejos remodeladores dependientes de DNA conservados en eucariontes
encontrados hasta el 2002. Estos complejos se dividen en tres clases con base en la
identidad de su dominio ATPasa (modificada de Narlikar et al., 2002).

2. Reemplazamiento de histonas por sus variantes

La composicion de los nucleosomas puede ser modulada reemplazando algunas histonas
por variantes especializadas con funciones que ocurren en tiempos especificos del desarrollo,
asi como en ciertos tipos celulares, como sucede en el caso de la variante H3.3. Durante la fase
S sellevaa cabola sintesisde DNA y porlotanto también la sintesis de | as histonas que
formaran los nuevos nucleosomas. Por lo anterior, la replicacién constituye el momento en que
todas las modificaciones de histonas se reestablecen. Sin embargo, el ensamblaje de zonas de
cromatina activa parece ocurrir a lo largo de todo el ciclo celular, ya que por ejemplo, se
ensambla la variante H3.3 en vez de la H3. La existencia de este mecanismo de ensamblaje
independiente de la fase S implica que el estado de |la cromatina es también regulada por medio
del reemplazo de los nucleosomas viejos por nucleosomas nuevos que contienen la variante de
la H3 en este caso (Ahmad y Henikoff, 2003). Por otro lado, existen tipos celulares especificos,
como las neuronas, en donde el 87% de la cromatina presenta la variable H3.3 en lugar de la
H3 (Ahmad y Henikoff, 2003).



3. Las modificaciones postraduccionales de histonas

Las colas N-terminales de las histonas pueden ser modificadas postraduccionalmente por
complejos especializados. Estas modificaciones pueden alterar la estructura de la cromatina de
dos maneras.

La primera ocurre debido a que las histonas sufren cambios en su carga electrostatica y
por lo tanto alteran la carga local de los nucleosomas. Este evento puede cambiar las
propiedades estructurales de la histonas, modificando asi la interaccién de éstas con el DNA y
con las histonas adyacentes.

La segunda ocurre cuando distintas combinaciones de estas modificaciones funcionan
como plataformas para reclutar diversos complejos capaces de modificar la estructura de la
cromatina (Lisuka et al., 2003).

Debido al tema de esta tesis, este Ultimo mecanismo de remodelacion serd explicado
detalladamente en el siguiente inciso.

« El cédigo histénico

Las histonas son proteinas relativamente pequefias y extremadamente conservadas en el
curso de la evolucion. Los dominios C-terminales de las histonas, presentes al interior del
nucleosoma, tienen conformaciones especificas que son criticas para el ensamblaje del
nucleosoma ya que propician uniones muy estables histona-histona e histona-DNA. Por otra
parte, los dominios N-terminales de las histonas, cominmente denominados colas de histonas
estdn menos estructurados que los dominios C-terminales y no son esenciales para la

integridad de la estructura de los nucleosomas (Cheung et al., 2000.a)(Figura 6).
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Figura 6

Estructura de un nucleosoma en donde la regién C-terminal de las histonas se
encuentra altamente estructuradas en el centro, mientras que las colas N-terminales son
flexibles y estan expuestas al ambiente nuclear (tomada de Darnell et al., 2004).

Debido a su flexibilidad y accesibilidad a factores nucleares, las colas de histonas
constituyen blancos faciles de modificacién postraduccional que pueden por un lado modificar
las cargas locales en regiones especificas, o bien constituir plataformas de numerosos factores
nucleares como son los complejos remodeladores y los factores transcripcionales (Nowak y
Corces, 2004). A esta dltima propiedad de las histonas, David Allis y colaboradores le

denominaron “cédigo histénico” (Strahl y Allis, 2000).

La hipotesis del codigo histénico propone que las colas N-terminales de las histonas son
modificadas postraduccionalmente por complejos remodeladores, y que las combinaciones de
estas modificaciones covalentes reversibles, propician respuestas en sitios especificos en el
genoma (Strahl y Allis, 2000). EI siguiente afio, este mismo grupo extendio el concepto al nivel
de la estructura global del cromosoma, proponiendo que los distintos dominios de eucromatina
(cromatina activa y relajada) y heterocromatina (cromatina silenciada y compactada) estan
determinados por la combinacién diferencial y por la concentraciéon de estas modificaciones en
los nucleosomas ( Jenuwein y Allis, 2001) (Figura 7).
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Figura 7

Representaciéon esquematica de la eucromatina y la heterocromatina como grupos de
nucleosomas relajados o condensados dependiendo de la presencia diferencial de
acetilaciones (Ac), metilaciones (Me) y fosforilaciones (P) (modificada de Jenuwein y Allis,
2001).

Las modificaciones de histonas provocan alteraciones en la cromatina a corto o largo
plazo, de manera tal que las células sean capaces de modificar la expresidn de los genes frente
a cambios ambientales y las condiciones especificas de crecimiento y diferenciacién. Asimismo,
las células pueden mantener programas de expresion génica heredables a las siguientes

generaciones celulares, manteniendo asi una identidad especifica (Jenuwein, 2001).

Las modificaciones postraduccionales conocidas a la fecha son las acetilaciones de
lisinas, las metilaciones de lisinas y argininas, la fosforilacion de serinas, la ubiquitinaciéon de
lisinas, la sumoilacion y la ADP-ribosilaciéon. Existen en la naturaleza diversos complejos
responsables de estas modificaciones covalentes en las histonas, conservados desde levadura
hasta humanos. Durante la Ultima década el descubrimiento de factores involucrados ha
incrementado dramaticamente, y la informacion acerca de la funcién especifica de cada
modificacion se ha ido refinando cada vez mas (Figura 8), sin embargo existen muchas mas
preguntas que respuestas con respecto al mecanismo de accién y a la manera en que se

combinan estas modificaciones para ejercer efectos especificos en la cromatina.
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Figura 8
Modificaciones del dominio N-terminal de la H3. Se indican los sitios de las modificaciones
covalentes, acetilacién (azul claro), fosforilacién (rojo) y metilacién (azul oscuro). Los procesos
celulares asociados a cada modificacion se sefalan al lado izquierdo de cada una de las

modificaciones (modificada de Nowak y Corces, 2004).

La acetilacion, la metilacion y la fosforilacion son las tres modificaciones mejor
caracterizadas (Figura 8), de las cuales la Unica irreversible es la metilacién, ya que hasta ahora
no se ha encontrado en la naturaleza ninguna desmetilasa de histonas. Por otra parte, se han
encontrado numerosas acetilasas (HATs), desacetilasas (HDACs), metilasas (HMTs), cinasas y

fosfatasas responsables de establecer este cédigo histonico.
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Figura 9

Sitios de modificacion postraduccional de las colas de histonas. Se muestran
acetilaciones (lila), metilaciones (rojo), fosforilaciones (azul) y ubiquitinaciones (naranja). La
lisina 9 de la H3 puede ser acetilada o metilada (modificada de Zhang y Reinberg, 2001).

En particular, las lisinas 9,14,18 y 23 de la cola de la H3 son blancos de acetilacion asi
como las lisinas 5,8,12 y 16 de la H4 (Figura 9). Por motivos de este trabajo, las lisinas se

representaran como la letra K de acuerdo conla nomenclatura universal d e | os aminoacidos

(Nelson y Cox, 2000).



Las histonas acetiladas se han asociado generalmente con cromatina
transcripcionalmente activa (en especifico la acetilacion de la K9 y K14 de la H3) y las histonas
desacetiladas con cromatina inactiva (Grant, 2001) (Figura 8). La presencia de residuos en las
histonas puede debilitar los contactos histona-DNA e histona-histona con los nucleosomas
adyacentes, g enerando un ambiente p ermisivo para | a transcripcién (revisado en Roth et al,,
2001). Sin embargo, en los cromosomas politénicos de Drosophila, se ha observado que la
acetilacion de la H3 y H4 no cambia en respuesta a choque térmico (Nowak y Corces, 2000) y
no se encuentra necesariamente presente en regiones de activacion transcripcional (Labrador y
Corces, 2003). La acetilacion esta también involucrada en procesos como la compensacion de
dosis del cromosoma X del macho en Drosophila (K16 de la histona H4) y en silenciamiento
génico como el caso de la acetilacién de K14 de la H4 en levadura y Drosophila (revisado en
Grant, 2001). Se sabe también que la acetilacion de histonas permite rearreglos nucleosomales
que aumentan la accesibilidad de factores de transcripcion al DNA y de los complejos de
reparacion del DNA. La acetilacién también tiene una participacion directa en la reparacion de
DNA por rupturas de doble hebra (DSB por “Double Strand Breaks” en inglés) y radiacion
ionizante (RI) en levadura (revisado en Lisuka et al., 2003). Por otra parte, hay un aumento
global en la acetilacidn de histonas en respuesta al dafio al DNA por luz UV (Ramanathan y
Smerdon, 19886).

Las histonas metiladas (especificamente en la K9 de la H3) estan presentes en regiones de
heterocromatina y constituyen una marca de memoria de zonas silenciadas. Esta metilaciéon ha
sido ampliamente caracterizada en mamiferos, levadura y Drosophila (revisado en Jenuwein y
Allis, 2001). Los componentes de esta maquinaria de represion se encuentran conservados en
eucariontes y constituyen un mecanismo esencial para mantener la cromatina condensada tanto
en la heterocromatina facultativa como en la constitutiva ( Rea et al., 2000). La heterocromatina
constitutiva es la que se encuentra siempre en un estado condensado, como el caso de los
centréomeros, mientras que |la facultativa tiene | a capacidad de d escondensarse y volvera un
estado eucromatico, como es el caso zonas de transcripcion génica. En el caso de la levadura,
la di-metilacién de la K4 de la H3 esta involucrada en el silenciamiento de rDNA (Briggs et al.,
2001) mientras que la tri-metilacion de este mismo residuo constituye una marca de activacion

génica (revisado en Lisuka et al., 2003), agregando un mayor nivel de complejidad al cédigo



histonico. Asimismo, en levadura se ha caracterizado la metilaciéon de la K36 de la H3 como una
marca de elongacién transcripcional (Xiao et al., 2003).

La fosforilacion de histonas se ha correlacionado de manera importante con fenémenos
diversos. Entre los mas importantes se encuentra la condensacion cromosomal y la progresion
del ciclo celular (Nowak y Corces, 2004). También se ha relacionado con la transcripcion, la
reparacion de DNA y la apoptosis (Cheung et al., 2000.a). La fosforilacién de la serina 10 de la
H3 es la mas estudiada hasta la fecha, y esta relacionada con la activacién transcripcional en
células de mamifero (Cheung et al., 2000.b) y con la induccién de la transcripcién en respuesta
a choque térmico en Drosophila (Nowak y Corces, 2000). También se ha demostrado, que en
algunos modelos como en mamifero y levadura, la fosforilacion de la serina 10 de la H3 facilita
la acetilacién de la K14 de la H3, a través del reclutamiento de HATs ( Cheung et al., 2000.b)
Por otra parte, la variante H2AX en mamifero y levadura (y H2AZ en Drosophila) es
rapidamente fosforilada en respuesta a dafio a DNA por DSBs (Madigan et al., 2002 y revisado .
en Green y Almouzni, 2002). También existen marcas de fosforilacion de H2B en mamifero
durante la activacién de vias apoptéticas (Cheung L et al., 2003.a).

¢ Las acetilasas de histonas (HATSs)

Los complejos responsables de la acetilacion de lisinas en las histonas son conocidos
como acetilasas de histonas (HATs). Muchas de estas proteinas han resultado ser reguladores
transcripcionales o coactivadores como Genb en levadura, y por lo tanto la acetilacion se asocia
fuertemente a procesos de activacion transcripcional (revisado en Grant, 2001). Existen hasta
ahora, 5 familias de HATs; GNAT, MYST, p300/CBP, factores basales de transcripcién y
receptores nucleares. Cada una de las familias presenta distintos dominios conservados y
distinta afinidad a sus blancos (Tabla 1) (Roth et al., 2001).



Grupo HAT | HAT y sus complejos Histonas Histonas Interaccion con
| asociados acetiladas por acetiladas por otras HATs
! HATs complejos HAT po
| recombinantes
GNAT | Gen5(SAGA,ADAA2) | H3 >> H4 H3, H2B8 p300; CBP
| PCAF(PCAF) H3 >> H4 H3, H4 p300; CBP
Hat1(HatB) H4 >> H2A H4, H2A
Elp3(elongador) H2A,H2B,H3,H4
Hpa2 H3 >> H4
MYST Esal (NuA4) H4 >> H3, H2A | H2A, H4
MOF (MSL) H4 >> H3, H2A | H4
Sas2 Desconocido
Sas3 (NuA3) Desconocido H3
| MORF H4 > H3
' Tip60 H4 >> H3, H2A
| Hbo1 (ORC) H3, H4
p300/CBP : p300 H2A,H2B,H3,H4 PCAF; GCN5
_ CBP H2A,H2B,H3,H4 PCAF; GCN5
| Factores basales | TAFII250 (TFIID) H3 >> H2A
| de transcripcion TFIC H3 H4 > H2A
| Nut1(mediador) H3 >> H4
!
| Receptores | ACTR H3 > H4 p300:CBP;PCAF
nucleares y SRC1 H3 > H4 p300;CBP,PCAF
! cofactores
Tabla 1

Caracteristicas generales de las familias de HATs (modificada de Roth, 2001).

En la familia p300/CBP existen varios dominios, dentro de los cuales se encuentra el
bromodominio. Se sugiere que el bromodominio presente en las HATs puede ser importante
para promover la interaccion de estas enzimas con la cromatina y propiciar su relajacion
durante la activacion transcripcional (Marmostein y Berger, 2001). Se ha propuesto que la
presencia de uno o varios bromodominios en las HATs les confiere una gran especificidad.
Ejemplos importantes son Gen5p y PCAF, los cuales tienen una clara preferencia por acetilar la
K14 en la H3 (revisado en Roth et al., 2001).

Con base en lo anterior, se sugiere que los bromodominios tienen un papel dual: primero
el reclutamiento de complejos a nucleosomas especificos para ser acetilados, y una vez
acetilados, el reforzar la interaccién para promover cascadas de acetilacion (Marmostein y
Berger, 2001). Ya que los bromodominios reconocen y se unen a histonas acetiladas (Roth et
al., 2001), este dominio esta presente, no sélo en las HATs, sino también en subunidades de

complejos remodeladores con ATPasas dependientes de DNA. Por ende estos complejos



reconocen las acetilaciones en las histonas de manera muy especifica y remodelan asi la
cromatina.

Ademas de acetilar histonas, las HATs pueden acetilar otras proteinas como algunos
activadores transcripcionales, p53, factores de transcripcion basal , algunas importinas, entre
muchas otras proteinas (Roth et al., 2001).

2. EL SUPRESOR TUMORAL p53

e Funciones principales

El factor supresor tumoral p53 es un factor transcripcional que ejerce su funcién en
respuesta al estrés celular. En ausencia de estrés celular, p53 se mantiene a niveles bajos en la
célula. Sin embargo, en respuesta a distintos tipos de estrés, como en el caso de la incidencia
de luz UV, p53 aumenta tanto a nivel del transcrito como a nivel de la proteina (Mazan-
Mamczarz et al., 2003). Asimismo, p53 es activado por diversas enzimas que le confieren
diversas modificaciones postraduccionales.

Muchos tipos de estrés inducen la activacion de p53, como el dafio al DNA, la activacidn
de oncogenes, la hipoxia, la disminucidn de los teldmeros, la pérdida del crecimiento normal y
de las sefales de sobrevivencia (Ryan et al., 2001). En mamiferos, al activarse p53 se une a
elementos de respuesta a p53 en el DNA e induce la transcripcion o represion de cientos de
genes. El resultado es la activacion de vias de apoptosis, de d etencion del ciclo celular, de
senescencia y de reparacion del DNA (Oren, 2003) (Figura 11).

Con respecto a la funciéon de p53 en el ciclo celular, uno de sus principales blancos es el
gen p21, el cudl es un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas, de esta forma al
transcribirse induce la detencidon del ciclo celular en la etapa G+/S. Por otra parte, los blancos
rio abajo de la apoptosis mediada de p53 son menos conocidos. De los principales candidatos
para formar parte de esta via in vivo son algunos miembros de la familia bc/2, bax, noxa, asi
como receptores de muerte como fas (revisado en Sogame et al., 2003)(Figura 10)
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Figura 10
La activacion de p53 se induce por diversos tipos de estrés. p53 induce la expresion
de genes teniendo como consecuencia la detencion del ciclo celular y la activacion de vias
apoptéticas. Ambas vias contribuyen a la supresion tumoral (tomada de Attardi y De Pinho,
2004).

Por otro lado p53 tiene funciones independientes de la transcripcién, que son mucho
menos conocidas, entre las cuales se encuentra la capacidad de relocalizar los receptores de
muerte a la superficie celular, un papel directo en la mitocondria y la capacidad de regular la
traduccion de proteinas uniéndose al UTRS' de diversos mRNAs (revisado en Ryan et al,,
2001)

p53 es conocido como “el guardian del genoma” por su capacidad de activar respuestas al
estrés. Al activarse acelera la reparacién del DNA o, si el dafio es excesivo, induce la apoptosis
y la detencién del ciclo celular, lo que evita la aparicion y propagacion de células tumorales. Por
lo anterior, p53 es una de las proteinas que se encuentra mutada en la mayoria de los
canceres (Oren, 2003).

Dentro de todos lo efectos que p53 propicia en la célula, los mas caracterizados son la
detencién del ciclo celular y la apoptosis. De forma paralela, se ha caracterizado la participacion
de p53 en la reparacién del DNA por diversas vias que seran analizadas en detalle mas

adelante.
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« El codigo de p53 y las principales moléculas involucradas

Mdm2 (de “Mouse double minute 2" en inglés) es la proteina mas importante para
mantener niveles bajos de p53 en ausencia de estrés celular. Mdm2 es un oncogene que al
unirse a p53 inhibe la actividad transcripcional del supresor tumoral, ya que le impide la unién a
sus blancos. Por otra parte Mdm2 induce la degradacién de p53 ya que funciona como una E3
ligasa de ubiquitina (Oren, 2003). Debido a que Mdm2 es un blanco transcripcional de p53,
existe un asa de regulacién negativa en la que el aumento de p53 induce el aumento en la

expresion de su regulador negativo (Ryan et al.,

respuesta a diversos tipos de estrés se debe a diversos mecanismos celulares que liberan a
p53 del efecto de Mdm2. Tanto p53 como Mdm2 sufren una serie de modificaciones
postraduccionales, su localizacién subcelular cambia, se inhibe la actividad de Mdm2 y se

reprime la transcripcion de la misma (Brooks y Gu, 2003).

2001) (Figura 11). La acumulacién de p53 en
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Figura 11

Caricatura que muestra algunos de los mecanismos que regulan la localizacion
subcelular, estabilidad y actividad transcripcional de p53 (tomada de Ryan et al., 2001).




Ademas de la funcién regulatoria de Mdm2 sobre p53, ésta ultima sufre diversas
modificaciones postraduccionales en distintas regiones que le permiten estabilizarse y
activarse en respuesta al estrés.

La proteina p53 en mamiferos esta compuesta de 393 aminoacidos y esta constituida por
tres dominios principales: un dominio de activacién transcripcional en el extremo N-terminal al
cual se une Mdmz2, un dominio de unién a DNA y un dominio de oligomerizacion en el extremo
C-terminal (Nordstrom y Abrams, 2000). Las regiones C-terminal y N-terminal de p53 estan
sujetas a modificaciones diversas como fosforilacion, acetilaciéon, ubiquitinacion y sumoilacion
(Brooks y Gu, 2003) (Figura 12).
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Figura 12
Los dominios principales de p53 y las modificaciones amino y carboxilo terminales.
Acetilacion (Ac), senal de exportaciéon nuclear (NES), sefal de localizacién nuclear (NLS),
fosforilacion (P), sumoilacién (S), ubiquitinaciéon (Ub) (tomada de Brooks y Gu, 2003).

La fosforilacién de p53 es la modificacion postraduccional mas estudiada. Existen diversas
cinasas encargadas de fosforilar a p53 en diversos residuos tales como las serinas 15 y 46 en
el N-terminal y la 392 en el C-terminal. Debido a las multiples funciones de p53, es necesaria la
convergencia de diversas sefales que especifiquen la funcién de esta proteina en momentos
determinados de la célula. Las marcas de fosforilacion sobre p53, le pueden conferir una
especificidad con respecto al tipo de respuesta celular que se debe llevar a cabo. Por otra parte
las combinaciones e specificas de fosforilaciones pueden propiciar m odificaciones posteriores
sobre la proteina (Brooks y Gu, 2003). Uno de los principales objetivos en la actualidad es la
caracterizacion de mas proteinas participantes en la activacién y estabilizacién de p53 en
respuesta a agentes genotdxicos como la luz UV (revisado en Brooks y Gu, 2003). Un ejemplo

especifico es el caso de la cinasa ATM, la cual se encarga de activar y fosforilar a la serina 15
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de p53 en respuesta a radiacion ionizante (RI), y no en repuesta a UV (Canman et al., 1998).
De manera muy general, se ha observado que p53 es intensamente fosforilado en el extremo
N-terminal en respuesta a dafio al DNA (Figura 12). Esta modificacion libera a p53 de la
regulaciéon negativa de Mdm2, y propicia su estabilizaciéon y activacion como factor
transcripcional. Ademas, la fosforilacién del extremo C-terminal aumenta su afinidad por el DNA
in vitro (revisado en Mujtaba et al., 2004).

Asimismo, la acetilacion de p53 es otra de las modificaciones postraduccionales
indispensables para la activacion de ésta. A diferencia de la fosforilacién, en donde estan
involucradas un gran numero de cinasas, las acetilasas de las lisinas de p53 son, hasta la
fecha, CBP/p300 y PCAF/hGcen5 (Factor asociado a p300/CBP) (Barlev et al., 2001). p300 y
CBP habian sido caracterizadas previamente como acetilasas de histonas (HATs) y ahora son
también consideradas acetilasas de factores transcripcionales (FATs) . Las consecuencias
funcionales de la acetilacién de p53 son muy diversas, entre ellas se encuentra el aumento en
su afinidad al DNA, su estabilidad y genera cambios en las interacciones proteina-proteina. Por -
otro lado, recientemente se ha descubierto que la acetilacién de p53 in vivo es necesaria para el
reclutamiento de factores como CBP y PCAF a regiones promotoras de genes activados por
p53 (revisado en Brooks y Gu,2003). Por otra parte, estudios in vivo muestran que la acetilacion
de p53 no aumenta su afinidad de unién al DNA sino que propicia el reclutamiento de
coactivadores, que permiten la acetilacién de histonas y la activacion transcripcional de genes
blanco ( Barlev et al., 2001). Ademas, p53 es capaz de reclutar a TFIIH y XPC (componentes de
la maquinaria de reparacién de DNA) a sitios en donde se ha dafiado el DNA por luz UV, (Wang
et al., 2003). _

Al obtener la estructura tridimensional de p53 unido a CBP por resonancia magnética
nuclear (RMN), se demostré que estas dos proteinas se unen a través de la acetilacién de la
lisina 382 de p53 (K382) (Mujtaba et al., 2004). En este mismo analisis, se demostrd que el
bromodominio de CBP reconoce especificamente la acetilacion de la K382 de p53. De esta
manera, p53 es capaz de reclutar a CBP in vivo en respuesta a dafio al DNA, y de esta forma
activa la transcripcion de genes especificos.
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¢ Lafuncion de p53 en Drosophila melanogaster

La proteina homdloga a p53 de mamiferos en Drosophila melanogaster es conocida como
Dmp53. Dmp53 es una proteina de 385 aminoacidos que comparte propiedades en regiones
que han sido caracterizadas por ejercer funciones especificas en p53 de mamifero. Es decir
que Dmp53 tiene dominios conservados tales como el dominio de union al DNA, un dominio de
activacion transcripcional en el extremo N-terminal, un dominio de activacién transcripcional y
un dominio de oligomerizacién en el extremo C-terminal. De estos 3 dominios conservados de
p53, Dmp53 tiene una mayor homologia en el dominio de unién al DNA (43% de similitud)
(Nordstrom y Abrams, 2000). Un factor importante que hace a Drosophila un buen modelo para
el estudio de p53 es que de los 6 sitios de p53 comunmente mutados en tumores de mamifero,
4 son idénticos y 2 parecidos en el homélogo de la mosca Dmp53 (Nordstrom y Abrams, 2000).

Como se menciono anteriormente, cuando las células sufren estrés por diversos agentes
genotoxicos, p53 detiene el ciclo celular e induce apoptosis.

Abrams et al., 2003 (de forma paralela a Lee et al., 2003) identificaron una mutacion en el
gen Dmp53 que les permitié evaluar el efecto de la ausencia de la proteina en el contexto de la
mosca. Esta linea mutante, generada por recombinacion homologa, carece por completo del
transcrito y de la proteina Dmp53. A pesar de esto, la linea es viable pero tiene severos
defectos en la apoptosis inducida por dafio. A diferencia de los efectos en mamifero, estas
moscas mutantes no tienen ningdn defecto en la regulacidon del ciclo celular, es decir que la
respuesta al dario mediada por Dmp53 en las células de la mosca, es independiente de la
detencion del ciclo celular (Sogame et al., 2003). A partir de estos resultados, se propone que
las funciones ancestrales del gene p53 estan intimamente ligadas a la muerte celular como una
respuesta adaptativa para mantener la estabilidad gendmica en un organismo, y que la
detencion del ciclo celular es una funcion que aparece probablemente a partir de los
vertebrados o incluso de los mamiferos (Sogame et al., 2003). De manera adicional, estudios
funcionales previos en asuencia de Dmp53 en el ojo y en los discos de ala afectaron las vias de
apoptosis y no de progresion del ciclo celular. A pesar de que p21 en Drosophila induce
detencion del ciclo celular, su transcripcion es independiente de Dmp53, a diferencia de lo que
ocurre con p53 en mamifero (revisado en Nordstrom y Abrams, 2000).

Por otro lado, la regulacion de Dmp53 parece ser distinta a la que se conoce en
mamiferos; hasta ahora no se han encontrado ortélogos de Mdm2 ni de su regulador rio arriba



conocido como p1SARF. Ademas los residuos especificos de unién de Mdm2 a p53 en
mamifero, estan ausentes en Dmp53 (Nordstrom y Abrams, 2000). Lo anterior sugiere que el
mecanismo por el que Dmp53 actia en respuesta a agentes genotéxicos debe ser distinto, al
menos en parte, a la via de accién conocida en mamiferos.

De manera independiente se sabe que las modificaciones postraduccionales en Dmp53,
como la fosforilacion mediada por MNK (homélogo de Chk2 en mamiferos) es suficiente para
activar a Dmp53 en respuesta a RI. Ademas se han caracterizado diversos genes en
Drosophila, cuya transcripcion es activada por Dmp53, que estan involucrados tanto en vias de
apoptosis como en los de reparacion de DNA (Brodsky et al., 2003).

3. Reparacion de DNA

+ La reparacién por escisioén de nucleétidos (NER) y otros mecanismos

Ademas de los errores de secuencia generados por la DNA polimerasa durante la
replicacion, la integridad del DNA se encuentra constantemente amenazada por diversos
agentes ambientales asi como diversos agentes endogenos. Los factores ambientales
generadores de dafio al DNA pueden ser agentes quimicos, asi como ciertos tipos de radiacion,
tales como la luz UV y la radiacién ionizante (RI). Por otra parte, los factores enddgenos son
algunos productos secundarios del metabolismo, especies reactivas de oxigeno, agentes
alcalinizantes, estrés oxidativo entre otros (Peterson y Cote, 2004). Existen diversos tipos de
dafio dependiendo del tipo de agente genotoxico del que se trate, y por lo mismo, a lo largo de
la evolucion han surgido diversos mecanismos de reparacion de DNA que contrarrestan de

diversas maneras los efectos nocivos de estos agentes.

La enorme diversidad de mecanismos de reparaciéon puede ser clasificada de manera muy

general en tres tipos:
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1. Reparacion de bases mal apareadas

Este mecanismo de reparaciéon consiste en un sistema multienzimatico que reconoce
bases erroneamente apareadas y las sustituye por la pareja correcta. Este problema surge
generalmente de errores de replicacion o recombinacion.

Este mecanismo involucra una serie de reacciones enzimaticas, estudiadas
principalmente en Escherichia coli, que comienza con el reconocimiento del error, la
utilizacion de la hebra parental como templado y la correccién del error sustituyendo el
nucleodtido incorrecto por el correcto (Darnell et al., 2004).

2. Reparacién por escisiéon de bases (BER por “Base excision repair” en inglés)

Este mecanismo se encarga de la identificacion y escisién de bases aberrantes, que
generalmente son consecuencia de la desaminacion de bases normales (por ejemplo de C a

U) o por la accién de agentes quimicos que las modifican (Darnell et al., 2004).

3. Reparacion de rupturas de doble hebra (DSBs)

Este tipo de dafio al DNA eucarionte es generado por la radiaciéon ionizante y por
diversos agentes quimicos como algunas drogas anticancerigenas. Existen, dos mecanismos
altamente conservados en eucariontes: la recombinacién homdéloga (RH) y la reparacion por
union d e e xtremos no-homologos (NHEJ). La primera consiste en reparar las rupturas de
doble hebra en un cromosoma, utilizando la informacién del cromosoma homdélogo. Este
mecanismo requiere de una serie de proteinas conservadas, presentes en distintas etapas
del proceso. El segundo (NHEJ) consiste en la ligacién de las dos moléculas de DNA libres

. generando nuevamente una molécula continua de DNA de doble hebra. Sin embargo, este
mecanismo requiere de la pérdida de varias bases en el punto de unién de la hebra, hecho
que podria causar nuevas mutaciones en el genoma (Darnell et al., 2004 y Peterson y Céte,
2004)(Figura 13).
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Figura 13
La reparacion de rupturas de doble hebra (DSB) se da por medio de dos mecanismos.
(A) La reparacion por recombinacion homéloga o RH y (B) la reparaciéon por unién de
extremos no-homélogos (NHEJ) (modificada de Peterson y Céte, 2004).

4 . Reparacion por escision de nucleétidos (NER por “Nucleotide excision repair” en inglés)

Uno de los mecanismos de reparacion mejor caracterizados es la reparacién por
escision de nucledtidos o NER. La longitud de onda corta producida por la luz UV ocasiona
dafos en el DNA conocidos como dimeros de pirimidina (o CPDs) y fotoproductos 6-4 (6-
4PPs). Estos dos tipos de dafio son el principal blanco de la maquinaria de NER (de Laat et
al., 1999) y generan curvaturas anormales o desenrrollamiento de la hebra de DNA, que son
detectadas por la maquinaria de reparacion (revisado Gontijo et al., 2003). Debido al tema de
esta tesis, el mecanismo de NER sera explicado mas en detalle a continuacion.
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En la ultima década se han sido caracterizado casi todos los componentes de la
maquinaria NER en eucariontes, y su funcién ha sido reconstituida in vitro. En la naturaleza
existen dos tipos de reparacion por NER que se esquematizan en la figura 14. Una es la
reparacion global de genoma (GG-NER) que se encarga de encontrar y reparar lesiones a lo
largo de todo el genoma, y la otra es la reparacién acoplada a la transcripcién (TC-NER), la
cual consiste en la reparacion de dafios presentes en las hebras que se encuentran en el
proceso de ser transcritas (de Laat et al., 1999).

En la reparacién global del genoma (GGR), el dimero XPC-hHR23B se encarga del
reconocimiento del dafio debido a la curvatura anormal del DNA. Durante la reparacion
acoplada a la transcripcion (TCR) el dafio es detectado por la RNA Pol Il que es bloqueada
por los CPDs. En el caso de la GGR, XPC-hHR23B tiene la funcién de reclutar a TFIIH (y
posiblemente también a XPG) a la region del dafio. En este punto, TFIIH, con sus dos
helicasas XPD y XPB, abre la hebra de DNA a lo largo de 10 a 20 nucledtidos en la zona del
dafo. En TCR, los factores CSA, CSB, TFIIH y XPG (entre otros) desplazan a la RNA Pol |l
de la zona. Mas adelante, XPA se une a la hebra de nucleétidos dafiados y RPA se une a la
otra hebra, logrando asi estabilizar el complejo abierto de reparaciéon. XPG , acomodado por
TFIIH y RPA, realiza la incision del extremo 3" de la hebra dafiada, mientras que ERCC1-
XPF, acomodado por RPA Y XPA, realiza la incisién del extremo 5°. Después de la incision
se vuelve a sintetizar y ligar el DNA en la zona que queda vacia gracias a la maquinaria de
replicacion (de Laat et al., 1999).

La mayoria de los estudios acerca de NER, han sido realizados en sistemas in vitro de

DNA desnudo, y por lo tanto es importante el estudio de los mecanismos involucrados en
este tipo de reparacion en el contexto de la cromatina.
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Figura 14

del dafio y su posterior ligacion (modificada de de Laat et al., 1999).
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e« Laremodelacion de cromatina en la reparacion del DNA

Asi como la remodelacion de cromatina es necesaria para los procesos de replicacion y
transcripcion de DNA, también es un proceso indispensable para permitir la entrada de la
maquinaria de reparacién una vez que ha ocurrido dafio al DNA y para restaurar
posteriormente la estructura de la cromatina.

Desde hace varias décadas, diversos estudios postularon que durante el proceso de
NER, la cromatina sufre una serie de rearreglos. A partir de esto, se ha postulado un modelo
conocido como “acceder, reparar, restaurar’ (ARR) que propone el mecanismo por medio del
cual NER se desarrolla en el contexto de la cromatina (Revisado en Green y Almouzni, 2002).
En el modelo ARR, la etapa inicial consiste en permitir el acceso de la maquinaria NER a la
zona del dafo, para posteriormente continuar con la reparacion por NER y finaimente
reestructurar |a cromatina a su estado inicial (Revisado en Green y Almouzni, 2002). E ste
primer paso del modelo ARR, principalmente durante GGR, requiere de la accion de complejos
remodeladores con ATPasa DNA dependientes y de enzimas modificadoras de histonas que
permitan |la relajacion de |a cromatinay por ende la entrada a la maquinaria de reparacion
(Figura 15).

AACELL.

Aumento en la
accesibilidad al DNA

ST

: Reparacion
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Figura 15
Representacion del modelo “Acceder, reparar, restaurar” (ARR) propuesto por
Smerdon (1991) y Green y Almouzni (2002) (modificado de Peterson y Céte, 2004).
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Este paso durante TCR estd en parte resuelto, ya que la zonas en transcripcion se
encuentran accesibles para la entrada de la maquinaria basal de transcripcion y muy
posiblemente de la maquinaria de NER. Asimismo, se ha visto que las acetilasas CBP/p300
interactian con una subunidad de D DB (proteina que forma p arte de el reconocimiento d el
dafo en NER en respuesta a dafio por UV) (Revisado en Green y Almouzni, 2002). Green vy
Almouzni proponen que esta interaccién fisica podria permitir el reclutamiento eficiente de la
magquinaria NER a través de modificaciones localizadas en la zona del dafio. Asi como el caso
anterior, se ha comprobado que diversos complejos remodeladores aumentan la accesibilidad
de factores de reparacién al DNA nucleosomal, ya sea por remodelar la cromatina en los sitios
dafiados o, de manera indirecta funcionando como remodeladores globales aumentando los
sitios de accesibilidad a lo largo del genoma (revisado en Gontijo et al., 2003). Un ejemplo de
esto es la proteina HMGNA1, la cual se une a los nucleosomas y desestabiliza la estructura de
alta condensacion de la cromatina. Por lo anterior, HMGN1 facilita el acceso a los sitios de
DNA dafados por luz UV y aumenta la tasa de reparacion de DNA en la cromatina (Birger et
al., 2003).

Ademas de la participacién de complejos remodeladores d urante reparacion por NER,
existen diversos eventos de modificacién de histonas que han sido caracterizados durante la
reparacion de DSBs. Una variante de histonas conocida como H2AX es fosforilada de manera
extensiva en respuesta al dafio por RI. La fosforilacién de H2AX d e mamifero como de su
homaélogo H2Av e n D rosophila, e s un e vento importante para la reparacion de este tipode
dafio (Madigan et al., 2002 y revisado en Green y Almouzni, 2002). Como conclusién, el tipo
de mecanismos remodeladores dependen del tipo de lesion y de la via de reparacion

involucrada en cada caso.
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Complejo Protéico y
Organismo

Subunidades

Via propuesta de reparacion

HATs
Complejos GCN5
SAGA (levadura)

ADA (levadura)
STAGA (humano)

TFTC (humano)

Complejos TIP60
TIP60 (humano)

MNuAd4 (levadura)

| GCNS, ADA1,

ADA2, ADA3, SPT3, SPT7, SPT8, SPT20,
yTAF17/20, yTAF,25, yTAF 60, yTAF,61/68 yTAF,90,Tratl.
GCNS5, ADA2, ADA3, Ahct.

hGCNS5-1, TAF15, TAF;20, T AF,30, TAF,31, STAF36, STAF42,
hADA3, KIAAQ764, PAF6B5B, PAF65a, SAPI30, TRRAP y UV-
DDB.

GCNS, TAFu20, TAFy32, TAF,80, TAF,100, TAF,135, TAF,150,
SPT3, PAF65p, PAF6a, SAPI30, TRRAP.

TIP60, TRRAP, TIP49a/RUVBL1, TIP49b/RUVBL2, p-actina,
BAF53 y al menos otros 9.

Esat, Yng2, Act3/Arp4, Tra1, Act1, Epi1, Eaf3 y otros.

NER.
NER.
NER.
NER.

Reparacion DSB, senalizacion
apoptética.

NHEJ y reparacion DSB.

Complejos que contienen | p300 en diversos complejos de activacién transcripcional asi NERy BER.
p300 como con FEN-1, UV-DDB, PCNA.

Complejos que contienen | CBP en diversos complejos de activacion transcripcional asi como | NER y BER.
CBP | DDB2 y TDG.

Complejo HAT1 (levadura) Hat1, y Hat2. HR.
Remodeladores de cromatina

dependientes de ATP

Complejos ISWI

ACF (humano)

CHRAC (humano) Acf1, hSNF2 (=Drosophila ISWI).

ISW1 (levadura) Acf1, hSNF2, p16, p14. NER y BER.
Complejos SWI/SNF Iswi, loc2, loc3, loc4. Fotoreactivacion.

SWI/SNF (humano)

SWI/SNF (levadura)

RSC (levadura)
Ino80 (levadura)

Rad54 (humano y levadura)
CSB (humano)

Rad26 (levadura)

Rad5 (levadura)

Bra1, BAF170, 150, 60, 57, 53, Ini1.
hBRM, BAF170, 150, 60, 57, 53, Ini1.

Swi2/Snf2, Swi1, Swi3p, SnfSp, Snfép, SwpB2p, Swp73p, Swpb1p,
Swp59p, Tfg3/Ancip y Snf11p, Arp7, Arp9.

Sth1, Res1-15, Arp7, Arp9.

Ino80, Rvb1, Rvb2, Act1, i-actina, Arpd, Arp5, Arp7, Arp8, Arp9.
Rad54, Rad51.

CcsB.

Rad26, Def1.

Rad5, Ube13, Mms2

NER.recombinacién V(D)J.
Fotaoreactivacion.

Desconocido.
HR.

HR.
TCR.
Reparacién postreplicativa.

Chaperonas de histonas
CAF-1 (humano)
CAC (levadura)

RCAF (humano)
ASF1 (levadura)

p150, p60, p48.
Cac1, Cac2, Msi1.

Asfltaob.
Asf1, Rad53.

NER, reparacion SSB.

Reparacion  postreplicativa vy
otros.

NER.
NER, reparacién DSB,

Tabla 2

HATs, remodeladores con ATPasa dependientes de DNA y chaperonas de histonas
involucradas en la reparacion del DNA (tomada de Gontijo et al., 2003).
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Diversas evidencias sugieren que la acetilacion de histonas es una de las principales
modificaciones involucradas en la relajacion de la cromatina en respuesta a dafio al DNA. Se
propone que esta modificacién aumenta la accesibilidad al DNA in vivo porque ocasiona la
disrupcion de la estructura altamente condensada de la fibra de cromatina (revisado en
Gontijo et al., 2003). Un ejemplo es el caso en donde mas de 6 acetilaciones por octdmero
pueden desestructurar dramaticamente la cromatina (revisado en Peterson y Céte, 2004).
Estudios del complejo TIP60 HAT en humanos (o NuA4 en levadura) indican un papel
importante de la acetilacion de la H4 durante la reparacion de DSBs. Se sabe que la
subunidad acetilasa de TIP60 es esencial para mantener la tasa de reparacion 6ptima en
células humanas, asi como la correcta reparacion de DSBs durante la replicacion.

Asimismo, mutantes de lisinas de H3, asi como de HAT1 (subunidad del complejo HAT1
de levadura) tienen defectos en recombinacién homaéloga. Por otro lado, las mutaciones en las
colas de H2A afectan la reparacién de DSB y el silenciamiento en telémeros (revisado en
Gontijo et al., 2003).

Diversas evidencias sugieren que el aumento global en la acetilacién de histonas es parte
de la respuesta celular al dafio a DNA por la irradiacion de luz UV. En fibroblastos humanos,
después de irradiar con UV, se da un aumento global en la acetilacion de histonas que dura
hasta 6 horas, seguido de una ola de hipoacetilacion que dura varias horas mas, en
comparaciéon a los fibroblastos sin irradiar (Ramanathan y Smerdon, 1986). En estudios
previos con fibroblastos humanos y con células deficientes en la reparacién de DNA', se
observé que después de un tratamiento con butirato de sodio, ambas lineas celulares
presentaban un aumento en la tasa de reparacion por NER, justo después de la irradiacion
con luz UV (Smerdon et al.,1982). El butirato de sodio habia sido caracterizado previamente
como un inhibidor de la accién de desacetilasas de histonas (HDACs por “histones
deacetilases” en inglés) (Revisado en Smerdon et al.,1982). Recientemente, estudios acerca
del papel de p53 en la reparacion, demostraron el mismo aumento en la acetilacién de
residuos de histonas en respuesta a la irradiacién con luz UV de manera dependiente de p53
(Allison y Milner, 2003).

La acetilacién de histonas podria alterar el estado de compactacién de la cromatina asi
como las propiedades de los nucleosomas facilitando asi la entrada de factores de reparacién

! Células fibroblasticas de pacientes con Xeroderma Pigmentosum (con mutaciones en XPC y XPD)
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a los sitios del dafio. Asimismo, la acetilacion podria estar actuando como una marca para
reclutar factores de remodelacién de cromatina o las mismas proteinas de reparacién (Gontijo
et al., 2003).

¢ Laimportancia de p53 en la reparacién del DNA

Ademas de la funcién de p53 en la detencién del ciclo celular y la activacién de vias
apoptoticas, se han encontrado evidencias de su papel en la via de reparacién de DNA en
respuesta a la luz UV. p53 tiene un papel importante en GGR, asi como la capacidad de
regular la transcripcion de genes involucrados en NER. Algunos de estos genes son p48, que
codifica para una subunidad de DDB (proteina de unién a DNA dafiado) (Revisado en Zhu et
al., 2000), y Gadd45, el cual es importante para la remodelacién de cromatina en las zonas de
DNA danadas (Smith et al., 2000). Asimismo, la ausencia de p53 en lineas celulares en cultivo,
causa una disminucién dramatica en la eficiencia de reparaciéon por NER (Zhu et al., 2000).

p53 puede interactuar fisica y funcionalmente con tres componentes de TFIIH (p62, XPD
y XPB) (Fritt et al., 1999). En estudios mas recientes sobre el papel de p53 en el reclutamiento
de factores NER, se mostré que p53 es importante para el reclutamiento de TFIIH y XPC a
zonas del DNA dafadas por luz UV en fibroblastos humanos. En este mismo trabajo, se
demostré que la funcién de p53 se requiere para la reparacion eficiente de CPDs y no de 6-
4PP (Wang et al., 2003). En general la evidencia acumulada muestra que p53 es importante
en la reparacién del DNA, no soélo por inducir la transcripcién de genes involucrados en
reparacion de DNA, sino también porque recluta y/o interacciona con diversos factores.

Recientemente, Rubi et al. (2003) mostraron evidencias de que p53 es importante para
promover la accesibilidad a los sitios del dafio mediante la relajacién global de la cromatina en
células humanas en cultivo (Rubbi y Milner, 2003). En este trabajo, comprueban que p53 se
requiere para la relajacion global de la cromatina inducida por UV, y que esta dependencia se
vuelve dispensable al utilizar inhibidores de HDACs. De esta manera se restaura la eficiencia
de NER en respuesta al dafo. Posteriormente muestran que esta relajacion se da a partir de la
acetilacion global de histonas y que ademas, p53 es capaz de reclutar a p300 a los sitios de
NER.

A partir de todas estas evidencias, concluyen que p53 funciona como un “factor de
accesibilidad a la cromatina” durante NER y que el inicio de GGR se da a partir de los
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siguientes pasos: (1) deteccién de dafio al DNA en zonas de transcripcion activa, (2) relajacion
global de la cromatina mediada por p53 y (3) deteccion global de dafio a lo largo del genoma
(Rubbi y Milner, 2003).

Debido a que la relajacién de cromatina, asi como la activacién transcripcional se asocian de
manera directa a la acetilacion de histonas, Allison et al. decidieron evaluar la relacion de p53
con la acetilacion de la H3 tanto en condiciones normales como al irradiar con luz UV. En este
trabajo se analizé la presencia de la acetilacion de la K9, K14 y K18 de la H3. Con base en sus
resultados, pudieron concluir que la acetilacion de K9 , tanto en niveles constitutivos como al
inducir dafio con luz UV, son dependientes de p53. Por otra parte los niveles constituitivos de la
acetilacion de K14 son independientes de p 53, pero al irradiar con UV, la ausencia de p53
provoca una cinetica retardada en la acetilacion de K14. Lo anterior implica que p53 facilita el
aumento en la acetilacion de K14 en respuesta a dafio por UV. Finalmente observaron que la
acetilacion de la K18 era alta en cualquiera de las condiciones, por lo que ni p53 ni la
irradiacién con UV parecen ejercer un efecto en esta modificacion (Allison y Milner, 2003).
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JUSTIFICACION

Ademas de las muiltiples funciones de p53, cada vez existen mas evidencias de su
importancia durante la repéracién del DNA por dafio causado por luz UV. Diversas evidencias
ya mencionadas en la introduccién, indican que p53 puede interactuar y reclutar subunidades
del complejo de reparacién por NER, asi como inducir la activacién transcripcional de genes
involucrados en la reparacion del DNA.

Por otra parte, se ha propuesto que p53 puede funcionar como un “factor de accesibilidad
a la cromatina” (Rubbi y Milner, 2003) por su capacidad de reclutar HATs a los sitios de
reparacion y por ende propiciar la acetilaciéon de histonas en los sitios del dafio. Lo anterior se
refleja en los cambios en la acetilacién de histonas inducidos por irradiaciéon con luz UV en
lineas celulares nulas para p53. En este trabajo concluyen que la funcion de p53 es especifica
del residuo acetilado, ya que los resultados de la acetilacion de K9, K14 y K18 de la H3 son
diferenciales (Rubbi y Milner, 2003).

Paralelo a las evidencias anteriores, en estudios acerca del mecanismo de activacion
transcripcional de p21 por p53, se obtuvieron evidencias de la importancia de p53 en el
proceso de acetilacion de histonas. La acetilacién de p53 no es indispensable para la union de
esta proteina al DNA, sin embargo es esencial para el reclutamiento de HATs a los sitios del
DNA en donde esta unido p53. En ausencia de la acetilaciéon de p53, tanto CBP/p300 como
PCAF/hGcen5 no son reclutados al promotor de p271 (Barlev et al., 2001). Con base en esto, se
propone que en la célula existen una cascada de acetilaciones, en donde la acetilacion de p53
conlleva a la acetilacién de histonas por medio del reclutamiento de HATs a sitios especificos
del genoma (Barlev et al., 2001).

Con base en todo lo anterior, en este proyecto se analizaron algunos patrones de
acetilacion de la histona H3 en Drosophila, comparando el patrén silvestre con los patrones de
una linea nula para p53, al inducir dafio al DNA con luz UV.

Drosophila melanogaster es un modelo de estudio ideal para estudiar la funcién de
proteinas a partir de la obtencién de lineas mutantes. Esto se debe a que la genética de
Drosophila, a diferencia del modelo mamifero, permite generar y rastrear mutaciones de
manera facil, asi como mantenerias estables a lo largo de muchas generaciones.

El genoma completo de Drosophila esta totalmente secﬁenciado. y se tiene mucha

informacion acerca de la posicion de los genes a lo largo de los 4 cromosomas que la mosca
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posee. La gran ventaja es que muchos genes importantes en el desarrollo y en la regulacion
génica en mamifero se encuentran muy conservados en D. melanogaster. Lo anterior permite
estudiar muchos procesos biolégicos importantes en mamifero pero en un modelo mucho mas
simple.

En este proyecto fue posible trabajar con una linea nula para Dmp53 generada por
recombinacion homologa (Sogame et al.,2003), para evaluar los cambios en la acetilaciéon de
histonas en ausencia de Dmp53. El alto grado de similitud entre Dmp53 y p53 (en mamifero)
permitid evaluar estos cambios en un modelo sencillo y plantear preguntas a partir de las
evidencias previas en otros modelos (Allison y Milner, 2003 y Rubbi y Milner, 2003).

Los cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster estan presentes en las células
de las glandulas salivales de la larva de tercer estadio. Estos son cromosomas en interfase en
donde el DNA se encuentra amplificado, es decir que el DNA se replica repetidas veces sin
que el cromosoma nuevo se separe. Esto lleva a la generaciéon de cromosomas gigantes
compuestos de miles de copias del genoma acomodadas de manera paralela, y por ende, son
facilmente observables al microscopio (Alberts et al., 2004).

Los cromosomas politénicos de presentan un patrén especifico de bandeo que ha
funcionado como una excelente herramienta para mapear genes, asi como para localizar
zonas de eucromatina o heterocromatina. Asimismo son un modelo facil de utilizar y analizar,
ya que es posible observar los patrones de distribucién de una proteina, por ejemplo un factor
transcripcional o cualquier proteina que se una directamente a la cromatina. Para fines de este
trabajo, son un modelo excelente, ya que nos permite analizar el patréon de distribucidon de
histonas acetiladas en distintas condiciones y de una manera cuantitativa.

Las evidencias en las que se basa este trabajo fueron obtenidas de lineas celulares
tumorales en cultivo. Por lo anterior este andlisis se realizd6 en cromosomas politénicos de
Drosophila melanogaster, ya que consitituyen un modelo ideal para estudiar la funcién in vivo
de Dmp53 en el contexto de la cromatina.
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HIPOTESIS

Si p53 funciona como un factor de accesibilidad a la cromatina en respuesta a dafio al
DNA por luz UV, entonces al inducir dafio al DNA, la mutante nula en Dmp53 sufrira una

disminucion en la acetilacion de la histona H3 con respecto a la mosca silvestre.
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OBJETIVOS

Para evaluar la hipétesis planteada en este proyecto se formularon los siguientes
objetivos:

- Determinar el patron de acetilacién global, asi como el de la K9 y K14 de la histona H3 en

cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster.

- Evaluar si existen cambios en estos patrones al inducir dafio al DNA mediante la irradiacion

con luz UV

- Determinar si en ausencia de p53, existen cambios en los patrones de acetilaciéon de H3

con respecto a los patrones obtenidos en la silvestre.

- Determinar si en respuesta a dafio al DNA por luz UV, estos patrones cambian en la mosca
mutante en p53
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METODOLOGIA

A. Cuidado de las lineas de moscas utilizadas

La linea rnutante nula para Dmp53 fue donada por John M. Abrams (Sogame et al., 2003).
Esta es una linea homdcigota nula para el gen Dmp53 (Dmp53 *) que fue generada por
recombinacion homaéloga. La linea silvestre parental de esta mutante es yw. La via metabdlica
en la que actuan los genes Yellow y White es independiente de cualquier evento de reparacion
del DNA y debiera comportarse como cualquier otra linea silvestre, tanto genética com
bioquimicamente. Por lo anterior se decidid utilizar la linea Oregon R (OreR) como la linea
silvestre, bajo el supuesto de que |a diferencia en el fondo genético no interfiere de manera
radical en lo patrones epigenéticos que se analizan en este trabajo. Sin embargo los resultados
de este trabajo deben analizarse tomando en cuenta que la linea silvestre OreR no es la linea
parental de la mutante Dmp53 2

Los stocks de ambas lineas se mantuvieron a 19°C para que las larvas crecieran
lentamente, ya que eso disminuye la tasa metabdlica y por ende es posible obtener
cromosomas politénicos mas anchos. La comida utilizada para las moscas se conoce como

super comida ya que tiene un alto contenido calérico:

Super Comida

- 10g Aga.r
- 20g Extracto de levadura
- 80g Levadura entera
- 20g Peptona
- 30g Sacarosa
- 60g Glucosa

0.5g MgS0O4 x 6H,0
- 0.5g CaCl; x 2H;
- 6ml Acido propiénico
- 10ml Nipagine

- Agua destilada para aforar a 1 Litro.
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Modo de preparacion:

Se agrega el agar, extracto de levadura, levadura entera, peptona, sacarosa, glucosa,
MgSO, x 6H,0 y CaCl, x 2H; a un litro de agua destilada en un matraz. Se agita hasta que
todos los compuestos estén totalmente disueltos. Es importante que la levadura esté
totalmente disuelta. Se autoclavea la solucién durante 30 minutos a 120°C. Se deja enfriar a
temperatura ambiente y se agrega el Nipagine y el acido propiénico. Después de agitar se
sirve la solucion en viales de plastico estériles. Una vez solidificada, la super comida esta

lista para ser utilizada. Si la comida no se utiliza pronto se guarda a 4°C.
B. Anticuerpos utilizados

Los tres anticuerpos primarios utilizados provienen de la compaiiia Upstate Biotechnology.
Todos estos anticuerpos fueron generados en conejos a partir de péptidos sintetizados de
secuencias conservadas de las colas N-terminales de las histonas, por lo que funcionan para
cualquier eucarionte.

- Anticuerpo anti-acetilaciéon de la histona H3: reconoce la acetilacion de la K9 y de la
K14 de manera simultanea.

- Anticuerpo anti-acetilacion de la histona H3(K9): reconoce de manera especifica la
acetilacion de la K9 de la H3.

- Anticuerpo anti-acetilacién de la histona H3(K14): reconoce de manera especifica la
acetilacion de la K14 de la H3.

El anticuerpo secundario utilizado fue Cy3 anti-conejo SigmaAldrich. Este anticuerpo
secundario reconoce las IgGs de conejo presentes en el anticuerpo primario y a su vez esta
unido a un fluoréforo llamado cianina. La cianina es excitada a una longitud de onda de
550nm y tiene un pico de emision.de 570nm. En el microscopio confocal es posible excitar
a este fluoréforo con un laser que tiene una longitud de onda de 550nm. De esta manera,
los sitios en donde se encuentra el anticuerpo primario unido al secundario fluorescen con
una longitud de onda de 570 nm en cada preparacion analizada.
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C. Tratamientos analizados

Las cuatro condiciones que se presentan a continuacién fueron analizadas con los tres
anticuerpos ya menci_onados.
- Moscas OreR sin irradiar
Moscas OreR irradiadas a 150J/m? y 200J/m® Este Gltimo sélo con el
anticuerpo global de acetilacion de la H3
- Moscas Dmp53 ” sin irradiar
- Moscas Dmp53 *irradiadas a 150J/m?

El tratamiento de las moscas irradiadas con UV fue el siguiente:

1. Colectar aproximadamente 10 larvas de tercer estadio en una mitad de caja de
Petri, sobre un papel filtro humedo.

2. Irradiar con un Stratalinker (stratagene) a 150J/m? o 200J/m? segun el caso.

3. Después de 30 minutos de recuperacion a temperatura ambiente se disectan

las larvas.

4. Empezar a disectar para la preparacidon de cromosomas politénicos y la

inmunotincién. Mientras se realiza el squash de una larva, mantener sobre hielo al

resto de las larvas en la caja Petri para detener el metabolismo.
D. Obtencidén e Inmunotincién de cromosomas politénicos

Los métodos utilizados se obtuvieron del libro de protocolos “Drosophila Protocols”
(Ashburner et al.,).

s Preparacién de squashes

1. Cubrir los portaobjetos con Poli-L-lisina (SIGMA #P8920, 0.1% w/v en agua). Sumergir los
portaobjetos en la solucién, sacar y dejar secar (alrededor de 30 min.). Guardar a 4°C.

2. Siliconizar cubreobjetos con Sigmacote (SIGMA). Sumergir los cubreobjetos en la

solucion, sacar y dejar secar.
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3. Se prepara PBS pH 7.4 que sera utilizados posteriormente para diversos pasos

PBS

8g NaCl

0.2g KCI

1.44g Na;HPO,

0.24g KH2PO4

Se pesan todos los reactivos en la balanza, se agregan a una probeta de un litro junto con
800ml de agua destilada. Se disuelve perfectamente y se ajusta el pH a 7.4 con HCI
concentrado. Una vez ajustado se afora a un litro, se agita y se autoclavea. Una vez estéril

se deja enfriar y se guarda a temperatura ambiente.

4. Se prepara la solucién 1 a partir de la cual se preparan las soluciones 2 y 3.

Solucion 1 (Fermaldehido al 37%)
Se agregan 0.95g de paraformaldehido en un tubo falcon y se disuelven en 2.5 ml de agua y

50 nlde KOH 1 N. Se Caleiiita | a solucién en el microondas durante 10 segundos v arias
veces hasta que se disuelva completamente, evitando su ebullicion. Esta solucion es estable

por un dia a temperatura ambiente.

5. Se prepara la Solucién 2:
Se agrega 3.7% de formaldehido junto con 1% triton X-100 en PBS (pH 7.3).

6. Preparar la Solucion 3:
Se agrega 3.7% formaldehido junto con 50% de &cido acético (volumen final) en agua
destilada.

Nota: Las soluciones 2 y 3 son estables durante dos horas a temperatura ambiente.
7. Preparar un cubreobjetos con una gota de sol 2 y otro con una gota de sol 3. El

cubreobjetos con la gota de sol 3 debe estar siliconizado y con aproximadamente 20ul de la

sol 3.
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8. Disectar la larva de tercer estadio en una soluciéon de NaCl 0.7% en un microscopio de
diseccion.

9. Extraer el par de glandulas salivales y quitar con las pinzas de diseccién la mayor
cantidad de cuerpo graso posible.

10. Sumergir las glandulas en la gota de Sol 2 por 10 segundos (mas tiempo hace que los
cromosomas sean mas dificiles de manipular en el squash).

11. Sacar las glandulas de la Sol 2 y pasarlas a la Sol 3 de 2 a 5 minutos.

12. Hacer el squash colocando el cuberobjetos sobre un portaobjetos tratado y deslizar el
cubreobjetos de un lado a otro unas 20 veces. Hacer presion sobre la muestra ligeramente
con un papel filtro.

13. Observar los cromosomas al microscopio en contraste de fases.

14. Sumergir la preparacién en nitrégeno liquido. Separar el cubreobjetos del portaobjetos
con una navaja y sumergir la preparaciéon en PBS.

Nota: Las preparaciones pueden guardarse una noche a 4°C en PBS o hasta 4 semanas en
metanol a 4°C.

e Inmunotincién

1. Agregar el anticuerpo primario apropiadamente diluido en 0.1%NP40, 1% - 1.5% de
leche descremada (la concentracion puede aumentar para disminuir el fondo) en PBS.
Cada anticuerpo primario se utiliz6 segun la concentracion recomendada por la
compaiia de donde se obtuvieron:

- Ac.K9 yK14 de H3 1:200
- Ac.K9 de H3 1:100
- Ac.K14 de H3 1:100
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. Agregar 50ul por preparacién. Cubrir con un cubreobjetos no tratado de 22x40mm.

Marcar la preparacion correctamente.

. Dejar incubar por una noche a 4°C en una camara humeda

. Lavar 3 veces, cada una durante 10 minutos, en PBS-0.1%NP40

. Agregar el anticuerpo secundario (Cy3 anti-conejo 1:200) en PBS-0.1%NP40-1% leche
descremada. Agregar entre 50ul y 100pul por preparacion y cubrir con un cubreobjetos
de 22x50mm.

. Incubar una hora a temperatura ambiente (o toda la noche a 4°C).

. Lavar 3 veces, cada una durante 10 minutos, en PBS-0.1%NP40.

. Enjuagar con PBS

. Agregar una gota de citi-fluor (TED PELLA #19470) y colocar un cubreobjetos limpio
sobre la preparacién. Sellar las orillas de la preparacién con barniz de ufias, dejar

secar.

10.0Observar con microscopia de fluorescencia o confocal o guardar en oscuridad a 4°C
durante maximo tres semanas.

E. Microscopia confocal

Todas las preparaciones se analizaron utilizando el programa “photon counting” en un

microscopio confocal Bio-Rad (Bio-Rad MRC-600). En este programa, por cada foton que

entra al detector de luz se produce un pulso y es posible detectar hasta 10 fotones por pixel.

Lo anterior nos permite obtener imagenes de muy buena calidad de muestras que tienen una

sefial de baja intensidad, tal como ocurre en este protocolo.
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F. Analisis de los datos

Se cuantificd la intensidad de los pixeles en cada foto tomada, con base en metodologias
previas (Reynaud et al., 1999). Para esto se utilizé una computadora Macintosh y se utilizé la
herramienta “Profile Plot Tool" del programa NIH image (desarrollado en el Instituto Nacional

de Salud de los Estados Unidos y disponible en internet en http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Esta herramienta permite trazar una linea a lo largo de cada cromosoma bien extendido, que
va cuantificando la intensidad de los pixeles por los que la linea va pasando. La intensidad de
los pixeles se mide por unidades adimensionales arbitrarias de intensidad que van de 0 a 255
dependiendo del nimero de fotones que inciden en cada pixel. O significa que en ese pixel no
incidié ningun foton, y 255 es entonces, el maximo valor de intensidad de un pixel, y
representa la mayor acumulacion de la proteina (en este caso las acetilaciones de histonas)
unida al anticuerpo secundario. Es decir, que a mayor intensidad de pixel, mayor acetilacion
de histonas presente en una zona del cromosoma.

Al trazar las lineas a lo largo de los cuatro cromosomas politénicos de Drosophila, se
pudo medir alrededor de 900 a 1,000 pixeles. Debido a las dificultades técnicas para obtener
los cuatro cromosomas extendidos en una preparacion, se decidié analizar 2/3 del genoma
escogido de manera aleatoria. Es decir, se obtuvieron 604 pixeles por célula analizada
independientemente de qué brazos de diferentes cromosomas estuvieran extendidos en cada
caso. Esto permitid hacer un analisis global y obtener una muestra representativa de cada
genoma.

Una vez obtenido un nimero significativo de datos por cada condicién (alrededor de 20
genomas por condicion) se calculd la frecuencia de cada pixel (0-255) en cada genoma.
Posteriormente se calculé un promedio de cada una de las frecuencias en cada condicion,
obteniendo una tabla final por cada tratamiento. Los valores de esta tabla fueron graficados en
un histograma representando el valor de cada pixel en funcion del promedio de sus
frecuencias.
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G. Tratamiento estadistico

Después de graficar los promedios de las frecuencias de pixeles en las distintas
condiciones con los tres anticuerpos utilizados, se llevé a cabo un analisis estadistico bajo la
asesoria del Dr. Ignacio Méndez del Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y
en Sistemas (IIMAS) de la UNAM. Para determinar si las diferencias en las distribuciones eran
significativas al comparar lds diferentes tratamientos, se realizo un analisis de y cuadrada (xz)
en el programa computacional “Excell”. De esta prueba se obtienen valores de 12 a partir de
los cuales se obtiene un valor de P (probabilidad), que indica si existen o no diferencias
significativas entre dos tratamientos, en este caso, entre dos distribuciones comparadas.

Las hipotesis evaluadas son:

Ho: Las dos muestras provienen de la misma poblacién
Ha: las dos muestras provienen de poblaciones diferentes.

Para rechazar la Hg, el valor de P debe ser menor a 0.05 (P<0.05). Esto implica que
existe un 5% o menos de probabilidad de que la diferencia entre las poblaciones haya sido al
azar, por lo que se rechaza la hipdtesis nula (Zar, 1984).

En el caso de nuestros datos, si P<0.05 entonces existe una diferencia significativa entre
las distribuciones. Si P>0.05 entonces no hay diferencias significativas entre las distribuciones.
Por otra parte, mientras mas bajo es el valor de P, mayor diferencia existe entre una

distribucion y otra.
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RESULTADOS

En este trabajo se pretende determinar los cambios en la acetilacién de la H3 en los
residuos K9 y K14 en respuesta a dafio al DNA por luz UV. Por otra parte se pretenden
evaluar estos cambios en una linea mutante nula para el gen Dmp53.

Los resultados de esta tesis fueron obtenidos a partir de dos lineas de Drosophila
melanogaster. Una linea silvestre (OreR) y una linea homécigota para la mutacion nula en
Dmp53 (Sogame et al., 2003), es decir que carece de la proteina Dmp53 y en este trabajo se
expresara como Dmp53™".

Se prepararon cromosomas politénicos de larvas de tercer estadio de estas dos lineas,
irradiando o sin irradiar con UV, como se explica detalladamente en la metodologia. Se llevé a
cabo la inmunotincion de los cromosomas utilizando diversos anticuerpos y posteriormente
fueron analizados por microscopia confocal.

Después de analizar cada una de las fotos obtenidas de cada condicion, se
seleccionaron aquellas de mejor calidad para ser analizadas. En la tabla 3 se muestran los
numeros totales de genomas analizados en cada condicion que fueron seleccioriados.

‘ Tabla 3

1 Numero de genomas analizados

|  Anticuerpo Ac.H3 K9y K14 Ac. H3K9 Ac. H3K14
Wt 25 24 22

| wtuv 150 22 22 22

[ wWtuv 200 19 - -

| Dmps3™ 22 26 23

i Dmp53" UV 150 | 22 22 23

El analisis de cada genoma fue realizado a partir del trazo de lineas rectas a lo largo de
cada cromosoma. Cada linea trazada iba registrando la intensidad de cada uno de los pixeles
presentes a lo largo del cromosoma. Los pixeles registrados pueden tener un valor de 0 a 255
(para mayor detalle ver Metodologia) y su valor es directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpo unido al cromosoma, es decir, que a mayor intensidad de pixel, hay mayor
acetilacion en cada zona del cromosoma.

La manera mas directa de representar el patrén de acetilacién fue por medio de agrupar
los datos de cada condicion y calcular el promedio de las frecuencias de cada pixel, es decir,
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cuantas veces se repite cada valor a lo largo de cada cromosoma. Con base en lo anterior fue
posible analizar el patréon de acetilacion de cada genoma a partir de la intensidad de los
pixeles presentes en cada cromosoma. La figura 16 es un esquema que representa la
secuencia de eventos realizados a lo largo de este trabajo.

A

Llutantes en Dmp53 Silvestres

Preparacion de
cromosomas politénicos

C
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D
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\Va cromosoma

p6llaa. 1-20) UV-150

T S e

: E
25
- Analisis a partir del la
g: frecuencia de cada pixel

’ ./J[ Q—,

o T T T T T

[1] 50 0w 150 20 30
~EI°IR CXR
Figura 16

Esquema que muestra la estrategia realizada en la metodologia de este proyecto. (A)
Se analizaron cuatro tipos de muestra; larvas del tercer estadio silvestres sin irradiar,
irradiadas a 150J/m? (dosis letal media) o a 200J/m?, asi como larvas de tercer estadio de la
linea Dmp53” sin irradiar, e irradiadas a 150J/m?. (B) Preparacién de cromosomas
politénicos de las cuatro condiciones mencionadas en A. (C) Tratamiento de
inmunotincion de los cromosomas con tres tipos distintos de anticuerpos y observacion
de los cromosomas por microscopia confocal de fluorescencia. (D) Recoleccion de datos
a partir del trazo de transectos a lo largo de los cromosomas y la acumulacién de tablas
de datos de los valores de los pixeles. (E) Calculo del promedio de las frecuencias de cada
pixel para cada condicion.
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Patréon de acetilacion de K9 y K14 de la histona H3 en cromosomas politénicos

Los resultados que a continuacién se presentan, fueron obtenidos a partir del anticuerpo
que reconoce la acetilacion de las lisinas 9 y 14 del extremo N-terminal de la H3. Inicialmente
se analiz6 el patron global de acetilacion de la H3 en las moscas silvestres (OreR) y se
observo si este patrén cambiaba al irradiar con luz UV a distintas intensidades.

La figura 17A muestra la distribucién de la acetilacién global de la H3 en la mosca OreR
en tres condiciones distintas; sin irradiar, irradiadas a 150 J/m? (dosis letal media) e irradiadas
a 200J/m?,
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Figura 17

Distribucion de la acetilacién de la H3 K9 y K14 . Se graficé el promedio de las
frecuencias de cada pixel (0-255) en distmtas condiciones. (A) Patrén de la mosca OreR
sin irradiar (azul), lrradlada a 150 J/im? (rojo) e irradiada a 200Jfrn (amarillo). (B) Patrén
de la mosca Dmp53 ™ sin irradiar (azul) e irradiada a 150 Jim? (rojo). (C) Comparacién del
patrén de la mosca OreR (azul) con la mosca Dmp53 ™ (rojo).

Se puede observar que la distribucion de la acetilacién K9 y K14 en esta histona sigue
un comportamiento Gaussiano en donde la mayor parte de los datos se distribuyen hacia el
valor central de la curva. Se puede observar que las distribuciones de las moscas irradiadas a
150 J/m? y a 200J/m? también presentan un comportamiento Gaussiano, sin embrago se
observa un aumento en las frecuencias de los pixeles de mas valor (entre 200 y 255) en
comparacion con la distribucién de OreR sin irradiar. Este aumento en la frecuencia de los
pixeles mas altos genera un pico muy claro en la grafica, el cudl indica un aumento
significativo en la acetilacién de la H3 al irradiar con luz UV. También se puede observar que
a mayor dosis de luz UV, mayor es el pico de acetilacion.

Este resultado corrobora estudios anteriores en donde se reporta un aumento en la
acetilacion de histonas en respuesta a dafio al DNA por luz UV en modelos distintos a
Drosophila melanogaster (Ramanathan y Smerdon, 1986 y Allison y Milner, 2003).

Posteriormente se analizd el patréon de acetilacién de la K9 y K14 en cromosomas
*, sin irradiar e irradiadas a 150 J/m? (Figura 17B). A partir de
este punto se decidiod irradiar s6lo a la dosis letal media, ya que pudimos ver anteriormente

politénicos de la mosca Dmp53
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que 150 Jim? es suficiente para activar una respuesta al dafio al DNA que se refleja en la
acetilacion de la H3.

El patron de acetilacion de la K9 y K14 en la H3 en la mosca Dmp53 - se muestra en la
figura 17B. En éste se encontré que al irradiar con luz UV, los datos se distribuyende la
misma manera que en la mutante sin irradiar, pero se observa un pico en la frecuencia de
pixeles de mayor valor, especificamente en el 255. Esto indica que existe un aumento en la
acetilacion en respuesta a la irradiacién con UV, al igual que en los cromosomas politénicos
de OreR.

Sin embargo, como se muestra de manera mas clara en la figura 17C, la distribucion
basal de los datos de Dmp53 ™" es significativamente diferente de la distribucién de OreR (Ver
Anexo1). En la grafica se observa una diferencia significativa en la distribucion de los datos,
en donde el patron de acetilacion de Dmp53 * no sigue una distribucién Gaussiana sino una
curva asimetrica que tiene mayor peso en valores menores al valor central de la distribucion
silvestre. Esto indica que la acetilacion de la H3 en la mutante en Dmp53 disminuye de
manera significativa. Lo anterior sugiere que Dmp53, directa o indirectamente, tiene un papel
importante en el establecimiento y/o mantenimiento del patrén de acetilacion de la H3 ya que
en su ausencia la acetilacién de la K9 y K14 de la H3 disminuye.

Patrén de acetilacién de K9 de la histona H3 en cromosomas politénicos

Debido a que el anticuerpo utilizado en el andlisis anterior reconoce de manera
simultanea 2 lisinas acetiladas en la cola N-terminal de la H3, era importante determinar si la
disminucién en la acetilacion en la mutante Dmp53 * se debia al cambio en la acetilacion de
alguna de las dos lisinas. Para resolver esta pregunta se analizé el patrén de acetilacién de la
K9, ya que en estudios previos con células humanas se observé una disminucion en la
acetilacion de este residuo en una linea celular humana deficiente en p53 (Allison y Milner,
2003). Para esto se utilizé un anticuerpo que reconoce de manera especifica la acetilacion de

la lisina 9 de la H3 y se llevo a cabo el mismo tipo de analisis que con el anticuerpo anterior.
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Figura 18
Distribucion de la acetilacion de la K9 de la H3. Se graficé el promedio de las
frecuencias de cada pixel (0-255) en distintas condiciones (A) Patrén de acetilacion de la
mosca OreR sin irradiar (azul) e irradiadas a 150 J/m? (rojo). (IB) Patrén de acetilacién de la

mosca Dmp53 " sin irradiar (azul) e irradiadas a 150 J/im* (rojo). (C) comparacién del

Patrén de acetilacién de OreR (azul) con Dmp53 ™ (rojo).

Como se observa en la figura 18A, el patrén basal de la acetilacion en la KS sufre un
cambio significativo al irradiar con luz UV a la dosis letal media (150 Jimz). es decir, existe un
cambio significativo en la distribucion de las frecuencias de pixeles. Se puede notar que al
irradiar con UV, el valor maximo de frecuencias (0 media) disminuye de valor, mientras que
aumenta la frecuencia de los pixeles de mayor valor. Esto significa que la acetilacién de la K9

aumenta significativamente en respuesta a la irradiacion por luz UV en la mosca silvestre.

Por otro lado, al analizar el comportamiento de Dmp53 " se puede observar que no hay
un cambio significativo al irradiar con luz UV a la misma dosis (Figura 18B). Esto significa que
en ausencia de Dmp53, no hay un aumento en la acetilacion de la K9 en respuesta a la
irradiacion por UV. .

Al comparar el patrén de OreR con Dmp53 ™, como se muestra en la Figura 18C, se
puede observar que las distribuciones son extremadamente parecidas y que por lo tanto no
hay cambios importantes ni significativos en el patron de la acetilacién de la K9 en la mosca
mutante. Al analizar los datos anteriores se puede observar que Dmp53 no es indispensable
para determinar el patrdn constitutivo de acetilacion en este residuo, ya que la distribucion
silvestre y la mutante son extremadamente parecidas. Sin embargo, Dmp53 es importante
para causar un aumento en la acetilacién de la K9 de la H3 como respuesta a la irrédiacién
por luz UV, ya que en Dmp5&3 " no se presenta un cambio en la acetilacién como se observa
en OreR.

Patron de acetilaciéon de la K14 de la histona H3 en cromosomas politénicos

En los resultados anteriores (figura 18) no se observé una disminucién en el patrén
constitutivo de acetilacion de la K9 en Dmp53™. A partir de esto se analizé entonces la
acetilacion de la K14 con un anticuerpo especifico para ésta.

Estos experimentos de analizaron en las condiciones ya establecidas y los datos se
muestran en la figura 19A.
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Figura 19
Distribucién de la acetilacion de la K14 en la H3. Se graficé el promedio de las
frecuencias de cada pixel (0-255) en distintas condiciones. (A) Patrén de acetilacién de
OreR sin irradiar (azul) e irradiadas a 150 Jim? (rojo). (B) Patrén de acetilacién de Dmp53™
sin irradiar (azul) e irradiadas a 150 J/m? (rojo). (C) Comparacién del patrén de acetilacion
de OreR (azul) con Dmp53™ (rojo).

Se observé un patrén equivalente a los analisis previos, en donde la irradiacion con UV
induce un efecto en la acetilacién de la H3 y se caracteriza por un aumento en la frecuencia
de los pixeles de mayor valor. En este caso se observa que también el aumento en la
acetilacion de la K14 ( asi como en la K8) de la H3 son componentes de la respuesta al dafio
al DNA por luz UV en Drosophila.

Posteriormente se determind el patron de acetilacion de la K14 en la H3 en Dmp53™
(Figura 19B). Al obtener este patrén se observaron dos cosas importantes. En primer lugar, se
observa una respuesta significativa a la irradiacion por luz UV pero con un comportamiento
distinto al de OreR: no se observa un aumento en la frecuencia de los pixeles con mayor valor
pero si un desplazamiento de la curva hacia la pixeles de mayor valor y una disminucién en el
pico de mayor frecuencia (255). I

En segundo lugar, como se observa de mejor manera en la grafica 19C, Dmp53™”
presenta una disminuciéon radical en la acetilacion de la K14 que corrobora el efecto
observado en el patron d e acetilacion de K9y K14 juntas (Figura 1 7C). E ste resultado da
irdicios de que Dmp53 es indispensable para la acetilacién correcta de la K14 en la H3 en
circunstancias normales, es decir, en ausencia de un factor aparente de estrés celular.

Esta disminucién clara en la acetilacion de la K14 se puede incluso observar
directamente en las fotografias de los cromosomas politénicos inmunotefidos con este
anticuerpo (Figura 20).
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Figura 20
Patron de acetilacion de la K14 de la H3 en cromosomas politénicos de Drosophila
melanogaster. (A) Foto de la mosca silvestre (OreR). (B) Foto de la mosca mutante en
Dmp53 (Dmp53°7). Es de notar la diferencia en patron de acetilacion de la K14 de la H3.

Analisis del valor del pixel a la maxima intensidad (255

El valor del pixel a la maxima intensidad es 255, es decir que es la maxima intensidad
que cualquier programa computacional puede detectar en un pixel y por lo tanto es el valor de
saturacion.

La frecuencia del pixel que vale 255 nos da informacién acerca de los cambios en la
acetilacion comparando distintas c ondiciones, ya que un aumento en la frecuencia de este

valor es directamente proporcional al aumento en la acetilacion.
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Se decidié analizar el cambio en la frecuencia de este pixel en las distintas condiciones
anteriormente evaluadas y determinar si existen diferencias significativas.

Los cambios en la frecuencia utilizando el anticuerpo que reconoce las tres acetilaciones
simultaneas de la cola de la H3 se muestran en la Figura 21

H3(K9 y K14) pixel 255

Promedio de Frecuencias

0 . ol iR
MOreR BOreR150  OreR200 %DmpS3-- MDmPS53-/- 150

Figura 21
Histograma del promedio de las frecuencias del valor del pixel 255, con el
anticuerpo que reconoce las acetilaciéon simultinea de K9 y K14 de la H3. OreR sin irradiar
(rojo), OreR irradiada a 150J/m? (naranja), OreR irradiada a 200J/m’ (amarillo), Dmp53™ sin
irradiar (verde) y Dmp53" irradiada a 150J/m? (azul).

Al analizar el promedio de las frecuencias con su respectivo error estandar se observa
un aumento significativo en la acetilacion al irradiar con luz UV tanto en OreR como en
Dmp53” al comparar con sus controles no irradiados. Esto indica que la irradiacién con luz
UV induce un aumento en la acetilaciéon, al menos en los dos residuos analizados en este
trabajo.

Por otra parte se puede notar que a mayor dosis de luz UV, mayor es el pico de

acetilacion que se refleja en la frecuencia del pixel 255 (Figura 21).
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Al analizar la acetilacién de la K9 en la H3 se puede ver un efecto consistente con lo
obtenido en las gréaficas que reflejan el patrén de acetilacién de la K9H3 y en su respectiva
prueba de Xi?; es decir, que en la mutante de p53 no hay cambios al irradiar con UV sino que
el grado de acetilacion es el mismo que en la silvestre como se muestra en la Figura 22.

H3K9 pixel 255

Promedio de frecuencias

L e

HOreR ®OreR 150 Dmp53-/- ' Dmp53-/- 150

Figura 22
Histograma del promedio de las frecuencias del valor del pixel 255, para la
acetilacion de la K9 de la H3. OreR sin irradiar (rojo), OreR irradiada a 150J/m? (naranja),
Dmp53™ sin irradiar (amarillo) y Dmp53™ irradiada a 150J/m? (verde).

Al analizar la acetilacion de la K14 de la H3 con respecto a la frecuencia del pixel 255 se
observan cambios diferentes a la acetilacion de la K9 (Figura 23).

Tanto en la K9 como en la K14 existe una aumento en la acetilacién en OreR al irradiar
con luz UV. Este efecto se observa en el andlisis de las distribuciones, asi como en el analisis
del pixel 255. Sin embargo, la ausencia de Dmp53 en la mosca mutante provoca un cambio
en la acetilacién de la K14 diferente al cambio en la K9. Al analizar sélo la frecuencia del pixel
255, los cromosomas obtenidos de Dmp53” tiene un aumento significativo en la acetilacién
en comparacion con OreR en condiciones de no irradiaciéon. Sin embargo al irradiar con UV
este pico de acetilacion disminuye y es menor al valor de la mosca silvestre en condiciones

normales (Figura 23). Los valores de acetilacion de Dmp53” en condiciones de no irradiacion
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y de irradiacion, se acercan mucho al valor constitutivo de OreR. Para poder determinar si
estos valores son realmente significativos, es necesario aumentar el nimero de muestra en

estas condiciones y asi poder estar seguros de este resultado.

Ac. H3K14 pixel 255

Promedio de frecuencias

MOreR  @OreR 150 DmpS53-/-  “Dmp53-/- 150

Figura 23
Histograma del promedio de las frecuencias del valor del pixel 255, para la
acetilacion de la K14 de la H3. OreR sin irradiar (rojo), OreR irradiada a 150J/m? (naranja),
Dmp53” sin irradiar (amarillo) y Dmp53™ irradiada a 150J/m? (verde).
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DISCUSION

El patrén de acetilacién de la histona H3 en cromosomas politénicos de Drosophila
melanogaster _

Al analizar el patron de acetilacién de la histona H3 a partir de los resultados con los tres
anticuerpos utilizados, se pudo observar que en cromosomas politénicos de Drosophila, existe
un patron caracteristico de acetilacion en esta histona (al menos en los dos residuos
analizados). Con base en evidencias previas en otros modelos, tanto la acetilacién de la K9
como la de la K14 son importantes en la transcripcién génica (Strahl y Allis, 2000). Sin
embargo, los reportes recientes en cromosomas politénicos de Drosophila han cuestionado
esta propuesta. En condiciones normales tanto la K9 como la K14 de la H3 se encuentran tanto
en zonas de transcripcion activa como de inactiva. Al inducir estrés por un choque térmico, la
acetilacion de ambos residuos parece no cambiar en su distribucion y por lo mismo ninguna se
concentra en las zonas de transcripcién de genes por choque térmico (Nowak y Corces, 2000).
Estos datos son contrarios al hecho de que diversos factores transcripcionales involucrados en
activacion, tales como Gen5 y TAFII250 (Revisado en Grant, 2001), tienen una actividad
intrinseca de acetilacion de histonas. Sin embargo, estas evidencias se han encontrado en
modelos como levadura y mamifero y no en Drosophila. En estudios posteriores, se corrobord
el dato de que la K14 de la H3 en Drosophila, no esta acetilada en promotores de genes en
transcripcion activa, independientemente del tipo de promotor del que se trate (Labrador y
Corces, 2003). Es claro que tanto la acetilacion de la K9 como la de la K14 de la H3 son parte
constitutiva del cédigo histonico en cromosomas politénicos de Drosophila, sin embargo, no se
sabe de manera clara cual es el papel de estas acetilaciones en este modelo. Por lo mismo, los
resultados de este trabajo dan indicios de la posible funcién de estas acetilaciéon en D.

Melanogaster.

La acetilacion de la K9 y K14 de la H3 como componentes de la respuesta a dafio al
DNA

Se sabe que en respuesta a dafio al DNA por luz UV, la acetilacién global de las histonas
aumenta de forma significativa en células humanas en cultivo (Ramanathan y Smerdon, 1986).
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Existen evidencias de que tanto la acetilacion de la K9 como de la K14 aumentan
Significativament'e al irradiar cultivos de células humanas con luz UV (Allison y Milner, 2003).
Con base en los resultados presentados en esta tesis, podemos concluir que también en
cromosomas politénicos de Drosophila, existe un aumento en la acetilacién de estos residuos
al inducir dafio al DNA por luz UV.

En el andlisis inicial, con el anticuerpo de acetilacion simultdnea de la K9 y K14 en la H3
(Figura 17A), observamos un aumento significativo en la acetilacién al irradiar con luz UV que
(Figura 21). Este aumento se reflejaba como un pico en la frecuencia del pixel 255, mientras
que la distribucion general se mantiene practicamente igual (Figura 17A). Si el aumento en la
acetilacion fuera un aumento global a lo largo del genoma observariamos un corrimiento en la
grafica hacia la derecha. La ausencia de este resultado nos indica que deben existir puntos
especificos del genoma que se enriquecen con la acetilacion de estos dos residuos.

El cambio en la acetilacion que observamos con el anticuerpo simultaneo de K9 y K14,
fue analizado d e manera individual con el analisis d e cada residuo (Figuras 18Ay 19A). Al
irradiar con luz UV, la acetilacion de la K9 y de la K14 aumentaron de manera significativa,
como se observa en la distribucion de los pixeles (Figura 18A y 19A respectivamente y
Anexo2), asi como en el analisis del pixel 255 (Figuras 22 y 23 respectivamente). Sin embargo,
el cambio en la distribucion de la acetilacién la K9 es distinto al de la K14. La acetilacion de la
K9 aumenta de una manera mas global, ya que aumenta la frecuencia de los pixeles de mayor
valor mientras que disminuye en |os pixeles de menor valor (Figura 18A). Porotraparte, la
acetilacion de la lisina 14 parece tener el mismo comportamiento que observamos en el andlisis
del anticuerpo simultaneo de K9 y K14. Es decir que la distribucién general de la K14 en
condiciones de no irradiacion (o constitutivas) es practicamente la misma que irradiar con luz
UV, exceptopor el picoenel pixel 2 55 (Figura 19A). E sto nos indica que p osiblemente el
aumento en la acetilacion de la K14 se de en sitios especificos del genoma a diferencia de la
acetilacion de la K9.

Con base en las evidencias previas y en nuestros resultados, podemos proponer que la
acetilacién de la K9 y K14 de la histona H3 son parte de la respuesta al dafio al DNA inducido
por luz UV en eucariontes, y en especifico en cromosomas politénicos de Drosophila
melanogaster. Ademas, la respuesta en cada uno de los residuos es diferencial, y por lo tanto
probablemente estos cambios tengan papeles distintos durante la respuesta al dafio al DNA.
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Es importante mencionar que a diferencia de los estudios previos en mamiferos, en este
trabajo obtuvimos evidencias in vivo de los cambios en la acetilacion de la histona H3 y de una
manera cuantitativa, gracias a las ventajas de los cromosomas politénicos de Drosophila como
modelo de estudio.

¢Cual es la funcion de la acetilacion de la K9 y K14 de la histona H3 en la respuesta a
dano al DNA por luz UV?

Una posibilidad es que estos cambios en la acetilacién provoquen una relajacién global de
la cromatina que permita la reparacién global del genoma (GGR) por NER. Esto podria estar
sucediendo en el caso de la acetilacion de la K9, ya que en respuesta a la luz UV se da un
aumento global a todo lo largo del genoma. Si esto es asi, es muy probable que la acetilacion
en este residuo no sea la Unica en aumentar, sino que exista una acetilacion de otros residuos
en la histona H3 o en cualquier otra. Se sabe que, al igual que durante la transcripcion, las
altas concentraciones de residuos acetilados en los nucleosomas, alteran sus propiedades de
exposicion, asi como las estructuras altamente condensadas de la cromatina. La relajacién de
la cromatina por el aumento en la acetilacién de lisinas, permitiria la entrada de la maquinaria
de NER, en especifico de las moléculas encargadas de detectar los dafios a lo largo del
genoma. Sin embargo una relajacion global aumentaria el riesgo de exposicion del DNA a los
agentes del dafio.

La otra posibilidad es que acetilaciones como la de la K14 se enriquezcan en sitios
especificos del genoma. Esto podria constituir una marca para el reclutamiento de complejos
remodeladores o incluso de la maquinaria misma de reparacion, en zonas donde la cromatina
necesita ser remodelada para reparar el dafio al DNA inducido por la luz UV. Una posibilidad,
es que las zonas ricamente acetiladas de la cromatina, sean aquellas en donde se generé dafio
at DNA por luz UV.

Dmp53 es importante para el aumento en la acetilacion de la lisina 9 de la H3 en
respuesta a daio al DNA por luz UV

Al analizar el patron de acetilacion de la K9 en la mosca silvestre, se encontré un aumento

significativo en la acetilacion en respuesta a la irradiacion, tanto a lo largo de la distribucion
como en el pixel 255 (Figuras 18A y 22 respectivamente). Al evaluar el patrén de la acetilacion
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de este residuo en la Dmp53”, se observan dos cosas. En primer lugar, el patrén de acetilacion
en cromosomas no irradiados de Dmp53"', es practicamente igual al patrén de los cromosomas
silvestres en las mismas condiciones. Es decir, que en condiciones constitutivas, la presencia
de Dmp53 no altera de manera significativa el patrén de acetilacién de histonas. En segundo
lugar, el patrén de acetilacion de los cromosomas Dmp53"' no cambia al irradiar con luz UV, es
decir los cromosomas sin irradiar presentan el mismo patrén que los irradiados (Figura 18B y
22). Con base en estos resultados, podemos decir que la presencia de Dmp53 es importante
para el aumento en la acetilacién de la K9 como parte de la respuesta a dafio al DNA generado
por luz UV, ya que en su ausencia (es decir en Dmp53™ ) no se da el aumento en la acetilacién

que observamos en los cromosomas obtenidos de la linea silvestre.

¢ Porqué Dmp53 es importante para la acetilacion en este residuo?

Al inducir dafio al DNA en mamifero, diversos procesos antes mencionados culminan en
la activacion de p53 . Una vez activado, p53 es capaz de recultar a diversas HATs entre las
que se encuentran CBP/p300 (Barlev et al., 2001 y Kusch et al., 2003). Esta ultima es capaz de
acetilar diversos residuos de la H3 y H4, y es reclutada por p53 a los sitios del dafio al DNA en
respuesta a luz UV en células humanas (Rubbi et al., 2003). Con base en estas evidencias y en
los resultados de este trabajo, podemos proponer que en respuesta a dafio al DNA por luz UV,
Dmp53 podria reclutar HATs como CBP/p300 y asi propiciar la acetilacién de histonas y por
ende se provocaria la relajacion de la cromatina. Es factible pensar que la acetilacion de la K9
de la H3 es una de tantas acetilaciones en las histonas necesaria para la relajacion de la
cromatina. Esta relajaciéon permite entonces la entrada a la maquinaria de reparacién por NER.
La actividad de p53 en mamifero parece ser importante, sino indispensable, en el este evento.
Sin embargo es necesario realizar estudios posteriores que comprueben la interaccion de CBP
con Dmp53 en Drosophila melanogaster en respuesta a dafio al DNA por luz UV y evaluen si

Dmp53 esta funcionando como p53 de mamifero.

Dmp53 es importante para mantener los niveles constitutivos de acetilacion de la
K14 de la histona H3

En condiciones de no irradiacion, el patrén de la acetilacion simultanea de K9 y K14 de la
mosca Dmp53” disminuye significativamente con respecto a la mosca silvestre (Figura 17C y
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Anexo2). Esto nos llevé a evaluar cudl de los dos residuos estudiados se afectaba
especificamente por la ausencia de Dmp53. La acetilacion de la K9 en los cromosomas de
Dmp53”, no presenta ninguna diferencia significativa con respecto al patrén de OreR en
condiciones constitutivas (Figura 18C). Esto difiere de las evidencias en células de carcinoma
humano, en donde la linea nula para p53 carece por completo de esta acetilacion en las
mismas condiciones (Allison y Milner, 2003).

Sin embargo, al analizar los cambios en la acetilacion de la K14, se observd una
diferencia dramatica entre el patrén silvestre y el de la mutante en Dmp53. En condiciones de
no irradiacion, la ausencia de Dmp53 en Dmp53” conlleva a una drastica disminucién de la
acetilacion en esta lisina (Figura 19C), efecto que se distingue incluso en las mismas fotos de
los cromosomas politénicos (Figura 20A y 20B). Este resultado también difiere de lo observado
en células de carcinoma humano, ya que en estas ultimas los niveles constitutivos de
acetilacion de la K14 son idénticos entre la linea deficiente en p53 y la linea que si presenta
p53.

¢ Porqué nuestros resultados son distintos a los obtenidos en células de carcinoma
humano en cultivo?

Por un lado, es importante sefialar que el estudio en células humanas, es un estudio in
vitro a partir de clonas isogénicas p53+/+ y p53-/- derivadas de carcinomas humanos. Los
efectos reales de la ausencia de p53 pueden estar enmascarados por efectos colaterales
provenientes de la misma naturaleza de estas células. Es decir, que una célula cancerigena
puede presentar numerosas alteraciones mas alla de la presencia o ausencia de p53, y por
ende, no podemos estar completamente seguros de que este efecto en la acetilacién de
histonas se deba Unicamente al efecto de la deficiencia en p53.

La acetilacion de histonas juega un papel crucial en la activacién transcripcional en los
humanos y en la levadura, pero aparentemente es distinto al que tiene en Drosophila y por lo
tanto es factible pensar que la acetilacion de la K9 y la de la K14 tengan también implicaciones

diferentes.
Al irradiar Dmp53” se observé un efecto en la acetilacion de la K14. El pico de maxima

frecuencia se recorre hacia la derecha pero, a diferencia de lo observado en OreR, no
observamos un pico en el valor de mayor intensidad. Esto nos indica que la mosca mutante si
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responde a la irradiacién, pero esta respuesta es diferente a la respuesta silvestre debido a la
ausencia de DmpS53. Para entender qué es lo que estd cambiando con respecto la respuesta a
darfio al DNA es necesario realizar estudios mas profundos.

¢ Por qué la ausencia de Dmp53 en nuestro modelo altera drasticamente la acetilacion de
un residuo especifico en las colas de histonas?

En estudios previos en mamifero, se ha demostrado que p53 al activarse, tiene la
capacidad de reclutar tanto a CBP/p300 como a TRRAP a promotores de genes como p27 en
(Barlev et al., 2001). TRRAP es una proteina que forma parte de los complejos PCAF/hGen5 y
Tip60 en humanos. El reclutamiento de estos complejos a la cromatina, culmina en la
acetilacion de histonas y en la consecuente activacién transcripcional (Agalioti et al., 2002).
Tanto TRRAP como CBP tienen sus homdélogos en Drosophila melanogaster, al igual que en
otros e ucariontes (Kusch et al.,, 2003), y es de esperar, que D mp53 pueda también reclutar
HATs a sitios especificos del genoma, y tener como consecuencia la acetilacién de histonas.

Pero ¢ por qué se afecta la acetilacion de la K14 y no de la 97

Muy recientemente, estudios en Drosophila comprobaron que Dmp53 interactda con
dGcn5 (homdlogo de hGen5) y con dAda2b (Kusch et al., 2003). Estas dos proteinas, junto con
PCAF, forman parte de complejos como SAGA (Spt-Ada-Gen5 acetilasa), que pueden acetilar
histonas y modular la activacién transcripcional. En estudios en levadura, se ha mostrado que,
a pesar de tener la capacidad de acetilar diversos residuos de las colas de histonas, Gen5 y
PCAF son HATs que acetilan preferentemente la K14 de la H3 (Revisado en Grant, 2001).

Con base en lo anterior, podriamos especular que Dmp53 tiene la capacidad de reclutar a
la cromatina a complejos como SAGA, para asi acetilar de manera especifica la K14 de la H3.
Bajo la suposicion de que Dmp53 fuera un componente esencial para el reclutamiento de estas
HATs, es posible explicar el porqué de nuestros resultados. En ausenciade Dmp53, no se
reclutarian complejos como dGcn5 y PCAF a la cromatina y por lo tanto disminuiria de manera
clara la acetilacién de la K14 de la H3.

. Cudles son las implicaciones funcionales de la acetilacién de la K14 de la histona H3?

Estudios muy recientes en S.cerevisiae han descrito la existencia de una proteina llamada
Rsc4 que se une especificamente a la acetilacion de la K14 de la H3 (Kasten et al., 2004).
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Rsc4 es una proteina con dos bromodominios en tandem, que forma parte del complejo
remodelador RSC en levadura. Este complejo remodelador esta involucrado tanto en la
activacién como en la represién de genes. Sin embargo en este estudio sugieren que cuando
Rsc4 forma parte del complejo, RSC tiene una funcién sélo en la activacion génica. Es
interesante que mutantes en Rsc4 son letales al interactuar con mutantes deficientes en Gen5
(Kasten et al., 2004). Esto sugiere que el complejo RSC, por medio de Rsc4, reconoce la
acetilacion de la K14 de la H3, previamente modificada por Gen5, y que este proceso es
esencial para la sobrevivencia del organismo.

Las consecuencias directas de la disminucion de la acetilacion de laK 14 de la H3 en
Drosophila no se conocen. Sin embargo este residuo podria ser reconocido por ciertos
complejos remodeladores con el objetivo de remodelar ciertas regiones de los cromosomas, y
probablemente exista también una proteina capaz de reconocer de manera especifica esta
modificacion. La disminucion drastica de la acetilacion en este residuo, debe tener
consecuencias claras en la dinamica celular, que sin lugar a dudas requieren de estudios

mucho mas profundos al respecto.

En ausencia de estrés celular, p53 se mantiene en niveles muy bajos en la célula de
mamifero (Mazan-Mamczarz et al., 2003), ya que se encuentra regulada negativamente por la
proteina Mdm2 (Oren, 2003). En Drosophila no existe un homdlogo de Mdm2, como se
menciond en la introduccion, y se desconoce algin mecanismo de regulacién de Dmp53. Si
DmpS53 tuviera un mecanismo de regulacion negativa como en mamifero , los resultados de
este trabajo darian pauta a diversas preguntas. Si Dmp53 se encuentra inactivo y en niveles
constitutivos b ajos en la célula, al igual que e n mamifero, en condiciones de no irradiacién,
porqué la ausencia de Dmp53 causa cambios detectables e incluso drasticos en las
modificaciones histonas (en especifico K9 y K14 de la H3).

Con respecto a los resultados obtenidos en esta tesis, una posibilidad es que las
condiciones en que realizamos los experimentos hayan generado el estrés suficiente para
desencadenar una respuesta celular y propiciar la activacién y traduccion de Dmp53. Sin
embargo, es dificil pensar qué factor durante el desarrollo de los experimentos pudo haber
causado este efecto, ya que las condiciones ambientales en las que mantuvimos a las moscas
estan consideradas como condiciones favorables para el desarrollo de este organismo.
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Otra posibilidad es que los bajos niveles de p53 en la célula, sean mas que suficientes
para ejercer una funcion celular que culmine en la correcta acetilacion de histonas.

Es importante considerar que, a pesar de las evidencias que vinculan a p53 con la
remodelacion de cromatina y con la reparacion del DNA, los efectos en la acetilacion de
histonas que observamos en este trabajo, pueden ser consecuencia de una desregulacion
global por la ausencia de Dmp53. Dicho de otra forma, debido a que p53 es un factor
transcripcional importante para la regulacidon de una gran cantidad de genes, no es dificil
pensar que el efecto que vemos en las histonas en ausencia de Dmp53 sea un efecto colateral.
Para descartar esta posibilidad es necesario realizar experimentos posteriores que vinculen de
manera directa la funcién de Dmp53 con la acetilacion de histonas en Drosophila y el
mecanismo de reparacion por NER.

Con base en los resultados obtenidos, tanto de la acetilacion de la K9 como de la K14 de,
podemos especular que Dmp53 ejerce una funcién diferencial al nivel de la cromatina
dependiendo del estado en el que se encuentra la célula. Esto implica que en distintas
condiciones Dmp53 tendria la capacidad de interactuar con diferentes proteinas ejerciendo
respuestas celulares diferenciales dependiendo del contexto celular. La proteina p53 en
mamifero, sufre distintas modificaciones postraduccionales mencionadas previamente en la
introduccién, que modulan su funcién y determinan su afinidad a distintas proteinas. Este
codigo de modificaciones sobre p53 determina si ésta activara vias apoptéticas o de detencion
celular o favorecera la reparacién del DNA, dependiendo de las condiciones en las que la
célula se encuentre (Brooks y Gu, 2003). Con base en lo anterior, podemos pensar que este
codigo de modificaciones postraduccionales, es también capaz de modular la interaccion de
p53 con distintas HATs dependiendo del contexto celular. En especifico, p53 podria interactuar
con HATs como dGcn5 en condiciones celulares en equilibrio, y modificar su afinidad
aumentando su interaccién con CBP/p300 en respuesta a dafio al DNA por luz UV.
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CONCLUSIONES

La acetilacion de la lisina 9 y de la lisina 14 de la histona H3 son parte constitutiva del
codigo histonico en cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster, presentando un
patrén especifico en la cromatina, corroborando los datos obtenidos previamente por Corces et
al.

La acetilacion de la lisina 9 y 14 de la histona H3 son parte de la respuesta a dafio al DNA
inducido por luz UV en eucariontes. En especifico, la acetilacién de ambos residuos aumenta
en respuesta a dafio al DNA por luz UV en cromosomas politénicos de Drosophila
melanogaster. Esta respuesta es diferencial y por lo tanto podrian participan de manera distinta
en el proceso de reparacion del DNA.

Dmp53 es importante para el aumento en la acetilacion de la lisina 9 como parte de la
respuesta a dafo al DNA por luz UV, ya que en su ausencia no existe la respuesta que
observamos en la condicién silvestre.

Dmp53 es esencial para mantener los niveles constitutivos de acetilacion de la lisina 14
de la histona H3. La deficiencia en Dmp53 causa una disminucidon dramatica en la acetilaciéon
de este residuo, y esto debe tener una implicacidn directa en el funcionamiento celular de la

mosca Dmp53”.
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PERSPECTIVAS

La acetilacion de la lisina 9 y 14 de la H3 como componentes de la respuesta a
dano al DNA en D.melanogaster

En nuestros resultados observamos que el aumento en la acetilacion de estos
residuos son parte de la respuesta a dafio al DNA generado por luz UV. Seria interesante
evaluar si existen sitios especificos del genoma que se enriquecen en estas acetilaciones.
Si evaluamos el enriquecimiento en la acetilacion a partir de distintos eventos de
irradiacion, podemos decir si el aumento en la acetilacion se localiza siempre en las

mismas zonas o dependen de cada evento de irradiacion.

Si los sitios en donde la acetilacibn aumenta son diferentes en cada evento de
irradiacion, es posible que estas acumulaciones funcionen para sefialar los sitios en donde
se generaron lesiones en el DNA, y entonces, seria interesante evaluar qué complejos
remodeladores son los responsable de reconocer estas acetilaciones en Drosophila.

Si los sitios en donde la acetilacion aumenta son los mismos a lo largo del genoma, es
posible analizar que genes son los que sufren e stas acetilaciones. P or medio de CHIPs
(inmunoprecipitaciones de cromatina) y de mapeo de cromosomas politénicos, es posible
determinar qué genes se encuentran en los nucleosomas acetilados y si alguno de ellos
tiene un papel especifico en la reparacién por NER. Si esto sucede, podriamos evaluar
mediante northerns y westerns, si estos genes estan siendo transcritos y traducidos,
respectivamente. Los resultados de este andlisis podrian darnos indicios de la posible

funcion de estas acetilaciones en Drosophila.

La importancia de Dmp53 en la respuesta a dafio al DNA por luz UV en
D.melanogaster

Debido a los resultados obtenidos en esta tesis, es interesante evaluar el papel de Dmp53

al nivel de la cromatina en respuesta al dafio al DNA. Una de las formas de abordarlo de

manera directa es la inmunolocalizacién de Dmp53 en la cromatina en cromosomas politénicos.
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La localizacion de esta proteina antes y después de la irradiacion nos puede dar pistas de la
funcién directa en la reparacion del DNA por NER.

Por otro lado, al colocalizar Dmp53 con las distintas acetilaciones de histonas podriamos
fortalecer la hipétesis de que p53 es capaz de reclutar diversas acetilasas a los sitios del DNA
a los que esta proteina se une. La capacidad de p53 de reclutar acetilasas al DNA y por ende
inducir la acetilacién de histonas es un proceso mas estudiado en el contexto de las otras
funciones de p53. En espeéifico. se han analizado las acetilaciones de histonas en genes
involucrados en la detencion del ciclo celular dependientes de p53 (Barlev et al., 2001). Sin
embargo, inicialmente DmpS53 parece no tener implicaciones en el ciclo celular, pero seria
interesante evaluar esta capacidad de reclutamiento de HATs en el contexto del dafio al DNA
por luz UV.

p53 y HATs

p53 es capaz de interactuar con diversas acetilasas, entre las que se encuentra
CBP/p300, Gen5 entre otras. En D.melanogaster existen mutantes hipomoérficas para CBP que
presentan defectos en el desarrollo embrionario. Una manera de evaluar la interaccion de
Dmp53 con CBP es a partir de la genética. Si la cruza de ambas mutantes genera una progenie
E:on fenotipos claros que pueden causar hasta letalidad podemos saber que existe una
interaccion genética entre estas dos proteinas.

El observar un fendtipo en las moscas a partir de la cruza mencionada nos habla de que
existe una interaccién entre estas dos moléculas, sin embargo no nos dice a que nivel se esta
darnos esta interaccién. CBP/p300 no solo es reclutada por p53 a la cromatina (Rubbi ef al.,
2003) sino también es |a acetilasa e ncargada de acetilar a p53 y e stabilizarla (Revisado en
Brooks y Gu, 2003), por lo que seria interesante evaluar la funcién de estas dos proteinas al
nivel de la cromatina.

Utilizando como modelo los cromosomas politénicos de Drosophila, podemos realizar
colocalizaciones de Dmp53 con CBP en condiciones normales y al irradiar con luz UV. Si estas
dos proteinas colocalizan al irradiar las larvas con luz UV podemos suponer que la interaccién
se da al nivel de la cromatina.
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ANEXO 1

A continuacién se presentan los valores de p al realizar la prueba de Xi’ al comparar los
patrones mostrados en las graficas anteriores. El * indica que existe una diferencia significativa

entre las distribuciones comparadas.

Anticuerpo Condiciones comparadas Valor de p
Wt Vs WHUV 150) 1.75980 E-06 *
Wt Vs WUV 200) 4.76453 E-19*
‘ WUV 150) Vs WUV 200) 0.874932
| Dmp53™ Vs Dmp53™ (UV 150) 0.000014 *
Ac. H3 K9 y K14 Dmp53™ Vs Wt 0.000015 *
Wt Vs WHUV 150) 2.09636 E-12*
Dmp53” Vs Dmp53™ (UV 150) 0.319714
Ac.K9H3 Dmp53™ Vs Wt 0.953097
Wt Vs WHUV 150) 0.000059 *
Dmp53™ Vs Dmp53™ (UV 150) 7.34474 E-14*
Ac K14H3 Dmp53™ Vs Wt 1.48027 E-139 *
Tabla 4

Analizar los resultados de la prueba de Xi? nos permitié sustentar varias observaciones.
En el andlisis del patron de acetilacion de la K9 y K14 de la H3 se observa una diferencia
significativa entre OreR sin irradiar y el irradiado tanto a 150J/m? como a 200J/m?. Sin embargo
no hay diferencia significativa entre la irradiacion a 150J/m?y a 200J/m?. De igual forma, en
Dmp53” también se observa una diferencia significativa al irradiar a 150J/m? asi como al
comparar el patron Dmp53”" con el silvestre.
Al comparar los tratamientos con respecto a la acetilacion de la K9 pudimos verificar lo que
observabamos en las graficas, es decir, que la Unica diferencia significativa se observa entre el
patrén de OreR si irradiar y la irradiada a la dosis letal media. Por lo anterior, podemos decir
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que el patron de Dmp53” es extremadamente parecido al silvestre y que no existe una
respuesta a la irradiaciéon por UV en ausencia de Dmp53, al menos en la acetilacion de la K9.

Por otra parte, al evaluar el efecto sobre la acetilacién de la K14, observamos que al irradiar
con UV se da un cambio significativo tanto en OreR como en Dmp53”, sin embargo al
comparar el patrén del silvestre con el mutante obtuvimos el valor mas bajo de p en toda la
prueba. Lo anterior nos permite corroborar que la mutante en Dmp53 sufre una disminucién
dramatica en la acetilacién de la K14 que se refleja de manera contundente tanto en las

graficas como en el valor de p al realizar la prueba de Xi.
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ANEXO 2

Fotos de cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster de los distintos

tratamientos analizados.
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FIGURA 1

Cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster inmunotefidos con el anticuerpo
Anti-Acetilacion que reconoce de manera simultanea la acetilacion de la K9 y K14 de la
histona H3. (A) mosca silvestre (OreR) sin irradiar. (B) mosca silvestre irradiada a 150J/m’
(C) mosca silvestre irradiada a 200J/m? (D) mosca Dmp53™ sin irradiar. (E) mosca Dmp53™

irradiada a 150J/m?.
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FIGURA 2

Cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster inmunotenidos con el
Anticuerpo Anti-Acetilacion de la K9 de la histona H3. (A) mosca silvestre
(OreR) sin irradiar. (B) mosca silvestre irradiada a 150J/m? (C) mosca
Dmp53” sin irradiar (D) mosca Dmp53™ irradiada a 150J/m>.
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