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RESUMEN

El factor de trasncripcion-reparacion IIH (TFIIH) estd compuesto por 10 proteinas (XPD, XPB,
p44d, p34, p52, p62, p8, Cdk7, CycH y MAT1) y esta conservado desde levaduras hasta
humanos. Participa en la regulacion de la transcripcion, la reparacion del AND y en el control
del ciclo celular. Sabemos que las proteinas p8 y p52 interaccionan fisicamente, sin embargo, la
funcion de esta interccion dentro de TFIIH es desconocida. En estudios previos hemos
observado que organismos nulos para p8 presentan defectos en las divisiones mitoticas
embrionarias y la espermatogénesis se detiene en el estadio de espermatocitos primarios. De
manera similar, organismos que tienen niveles reducidos de p52 presentan los mismos defectos
durante la espermatogénesis. En este trabajo describimos por primera vez la dindmica in vivo
de p8 y p52 durante divisiones mitoticas que ocurren en el desarrollo embrionario temprano y
en la espermatogénesis de Drosophila melanogaster, usando moscas transgénicas que expresan
a p8 y p52 fusionadas a CFP y YFP respectivamente. En el estadio de blastodermo sincicial
observamos que ambas proteinas permanecen en el nucleo durante la profase y metafase, al
final de la anafase comienzan a dirigirse hacia el citoplasma, en la telofase son completamente
citoplasmicas y finalmente, al inicio de la interfase del siguiente ciclo mitético se localizan
nuevamente en el nicleo. Estos datos y los defectos mitéticos proviamente observados pueden
sugerir un posible papel de estas proteinas en la mitosis durante la embriogénesis. Sin embargo,
mas estudios son necesarios para confirmar ésta hipotesis. Por otra parte, en testiculos p8-CFP
y YFP-P52 se localizan en el nucleo y nucledlo de los espermatocitos primarios y parece
colocalizar con los cromosomas bivalentes durante la meiosis en estas células. En organismos
mutantes para p52, la localizacion de p8-CFP en testiculos se ve afectada y mediante ensayos
tipo western blot observamos que los niveles de otros componentes de TFIIH disminuyen. Sin
embargo, no ocurre lo mismo en oraganismos mutantes para p8. Esto sugiere que p52 es
importante para mantener la estabilidad de TFIIH en la mosca y no p8 como ha sido reportado

en células humanas.



1. INTRODUCCION

1.1 El Factor de transcripcion 11H

El factor de transcripcion IIH (TFIIH) es un complejo que consta de diez proteinas que
pueden ser divididas en dos subcomplejos: el “core” compuesto por p8, p34, p44, p52,
p62, XPB y XPD, y el subcomplejo “CAK” formado por Cdk7, CycH y MATL1 (Giglia-
Mari et al., 2004). TFIIH interviene en tres procesos fundamentales para la célula: 1)
Las proteinas del “core” intervienen en la reparacidn por escision de nucleétidos del
ADN (REN), 2) El subcomplejo “CAK” participa en el control del ciclo celular, 3)
Ambos subcomplejos participan junto con las ARN polimerasas Il y I en el inicio y
elongacion de la transcripcion (Nonnekens et al., 2013; Assafalg et al., 2011). Algunas
de las proteinas que componen a TFIIH tienen varias actividades enzimaticas, XPB y
XPD son helicasas/ATPasas de ADN y se ha descrito que la subunidad XPD
interacciona con MMS19 en el complejo MMXD, el cual es requerido para correcta
segregacion cromosomal (Ito et al.,2010), Cdk7 es una cinasa, mientras que se ha
reportado que la subunidad p44 tiene actividad, in vitro, de ligasa de ubiquitina (Takagi
et al., 2005). La subunidad p52 regula la actividad ATPasa de XPB, asi como su
ensamblaje al complejo. Por otra parte, a pesar de que no se le ha atribuido alguna
actividad enzimatica a la subunidad p8, se sabe que en células humanas, esta proteina
contribuye a la estabilidad de TFIIH en la célula (Cleaver, 2005) (Figura 1).

A B Actividad Enzimatica
. o
XPB — (WP “—
" ps2 i
p
o8 L. P4 3 Subunidades m
7 Subunidades CAK
CORE £ Ciclo Celular XE8 ATPasa

Reparacién ADN

XPD

p52 > 10 Subunidades
8 P TFIH
p3a Transcripcién 8 I ,‘;.;,.:s a’
& Estabilizadora

Figura 1. Componentes, funciones y actividades enzimaticas del factor de transcripcion 11
H. A) TFIIH estd compuesto por diez proteinas: p8, p34, p44, p52, p62, XPB y XPD
conforman el subcomplejo “core”, el cual participa en la reparacion del ADN. Por otra parte,
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Cdk7, CycH y MAT1 conforman el subcomplejo CAK, el cual participa en el control del ciclo
celular. En conjunto ambos subcomplejos participan en la regulacion de la transcripcién. B) A
cuatro de las subunidades de TFIIH se le han descrito actividades enziméticas: XPB y XPD son
son helicasas/ATPasas de ADN, Cdk7 es una cinasa y la subunidad p44 tiene actividad de
ligasa de ubiquitina. Finalmente a la subunidad p8 no se le ha descrito ninguna actividad
enzimatica pero se ha reportado que le confiere estabilidad a TFIIH. (Giglia-Mari et al.,
2004; Nonnekens et al., 2013; Assafalg et al., 2011).

1.2 El papel de TFIIH en la transcripcion

Para que la transcripcion pueda llevarse a cabo es necesario que se ensamble el
Complejo de Preiniciacion de la Transcripcion (PIC). Este complejo esta formado por
la ARN Polimerasa II (ARN Pol II) y los Factores Generales de Transcripcion (FGT’s)
que son TFIIA, TFIB, TFIID, TFIE, TFIIF y TFIIH (Rossignol et al., 1997). El primer
paso para el ensamblaje de PIC es el reconocimiento de la caja TATA por la “proteina
de union a la caja TATA” (TBP) la cual es parte del Factor de Transcripcion 11D. (Kim
et al., 2005). Una vez que el complejo TBP-ADN se ha formado, TFIIA y TFIIB son
reclutados; TFIIA estd compuesto por las subunidades a, B, y v, siendo el factor que
incrementa la probabilidad de que el promotor sea reconocido de manera precisa
(Coleman et al., 1999). TFIIB es un unico polipéptido de 316 residuos de aminoacidos
que incrementa la union de TBP a la caja TATA (Imbalzano et al., 1994).
Posteriormente, se une TFIIF, lo cual permite la union de la ARN Pol Il al PIC (Dvir et
al., 2001). El siguiente factor en unirse al complejo es TFIIE, el cual permite que TFIIH
sea reclutado. De esta manera queda completamente ensamblado el PIC. Tanto TFIIE
como TFIIH son requeridos para la formacion el complejo abierto necesario para la
formacion del primer enlace fosfodiester, el cual es el primer paso en la transcripcion.
Las actividades de helicasa/ATPasa de TFIIH, en sus subunidades XPB y XPD,
permiten que las cadenas de ADN se separen y Cdk7 fosforila el dominio carboxilo
terminal (CTD) de la subunidad mayor de la ARN pol Il, en particular las serinas
namero 5y 7 del heptapéptido que se encuentra repetido varias veces. Esta fosforilacion
es requerida para que la ARN pol Il se desprenda del promotor y comience la
elongacion, asi como para el reclutamiento de la maquinaria de splicing. (Rossignol et
al., 1997; Zurita and Merino, 2003; Dahmus, 1995) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de la regulacion del inicio de la transcripcion por la ARN polimerasa Il
1) Para que se inicie la transcripcion es necesario que TBP, un componente de TFIID, se una a
la caja TATA del gen que se va a transcribir. 2) Posteriormente se une TFIIB quien refuerza la
unién de TBP a la caja TATA. 3) TFIIF es reclutado y esto permite la incorporacion de la ARN
polimerasa. 4) Cuando TFIIE se incorpora, permite el reclutamiento de TFIIH quedando
completo el complejo de pre-iniciacion. 5y 6) TFIIH abre la cadena de ADN alrededor del
promotor y fosforila el CTD de la RNA polimerasa. Finalmente los factores de transcripcion de

desprenden del complejo permitiendo que comience la elongacion. (Tomado de Lodish,
2004.5th Ed.)



1.3 El papel de TFIIH en la reparacion por escision de nucleétidos

Uno de los mecanismos de reparacion del ADN gue tienen los organismos eucariotas es
la Reparacion por Escision de Nucledtidos (REN). Este mecanismo remueve lesiones
que afectan la estructura del ADN, como los dimeros ciclobutano de pirimidina (CPD’s)
y los 6-4 fotoproductos (6-4 PP’s) generados por agentes quimicos y por la luz
ultravioleta (Lindahl et al., 1997). REN ocurre en dos regiones diferentes del genoma:
en las regiones no transcritas, proceso denominado Reparacion Global del Genoma
(RGG), Yy en las regiones transcritas proceso conocido como Reparacion Acoplada a la
Transcripcién (RAT) (Hanawalt, 2002).

Un primer paso en ambos procesos es el reconocimiento del dafio al ADN. En las
regiones del genoma que no son transcritas, el complejo DDB y el complejo XPC-
HHR23B-centrina reconocen las distorsiones en la molécula de ADN (Sugasawa et al.,
2005). Enseguida XPC recluta a TFIIH y a XPG, las subunidades XPB y XPD de TFIIH
tienen la actividad de helicasa/ATPasa, por lo que, TFIIH se encarga de abrir las hebras
de ADN (Zurita and Merino, 2003). Una vez separadas las cadenas de ADN se favorece
la llegada de XPA y RPA, estas proteinas estabilizan la burbuja de ADN abierto
alrededor del dafio (Evans et al., 1997). Posteriormente, XPG y XPF, con actividad
endonucleasa, cortan en el sitio dafiando; XPG corta en sentido 3’ y XPF corta en
sentido 5° (Sijbers et al., 1996). El espacio generado por este corte es llenado por la
accion de PCNA, RFC y la ADN polimerasa; finalmente las cadenas de ADN son
unidas por una ADN ligasa (Lindhal et al., 1997). En las regiones del genoma que son
transcritas, el dafio causado al ADN por luz UV es reconocido por las proteinas CSA 'y
CSB las cuales reclutan a la maquinaria de reparacion. Después de esto ocurre un
mecanismo similar al de RGG como se ilustra en la figura 3 (Le Page et al., 2000). De
manera muy interesante, durante el proceso de reparacién el subcomplejo CAK de TIIH
se desprende del subcomplejo core. Este proceso es catalizado por XPA, una vez que el
dafio ha sido reparado el subcomplejo CAK se reincorpora a TFIIH. Este hecho se ha
observado en células humanas y en cromosomas politénicos de glandulas salivales de

Drosophila melanogaster (Coin et al., 2008; Juarez, datos no publicados).
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Figura 3. Modelo de la Reparacion por Escision de Nucleotidos (REN). El mecanismo de
reparacion por escision de nucledtidos ocurre en dos regiones diferentes del genoma: las
regiones transcripcionalmente inactivas, proceso denominado Reparacion Global del Genoma
(GGR) y en las regiones donde la transcripcion esta activa, proceso conocido como Reparacion
Acoplada a la Transcripcion (TCR). Estos mecanismos de reparacion remueven lesiones que
afectan la estructura del ADN, como los dimeros ciclobutano de pirimidina (CPD’s) y los 6-4
fotoproductos (6-4 PP’s) generados por agentes quimicos y por la luz ultravioleta. Durante la

GGR XPC y hHR23B reconocen una distorsion en la hélice de DNA, posteriormente XPC
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recluta a TFIIH y las subunidade XPB y XPD desenrollan el DNA alrededor de la lesion hasta
formar una burbuja estabilizada por RPA y XPA. Las endonucleasas XPG y XPF/ERCC1
liberan el fragmento que contiene el DNA dafiado, enseguida el espacio generado por este corte
es llenado por la accion de PCNA, RFC y la ADN polimerasa. Finalmente las cadenas de ADN
son unidas por una ADN ligasa. Durante la TCR las proteinas CSA y CSB, son las encargadas
de reconocer a la RNA pol Il incapaz de continuar con la elongacion y reclutan a la maquinaria
de reparacion, posteriormente ocurre un mecanismo similar al de GGR. (Modificado de
Kraemer et al., 2007).

1.4 El papel de TFIIH en el ciclo celular

El ciclo celular esta regulado por la accion sucesiva de diferentes cinasas dependientes
de ciclina (Cdks) (Nigg, 1995). La actividad de las Cdks estd regulada positiva y
negativamente por su asociacion con ciclinas, asi como, por eventos de fosforilacion y
defosforilacion (Morgan, 1995). La activacion completa de las Cdks requiere la
fosforilacion de un residuo conservado de treonina localizado en el “T-loop”, un
sustrato comun para todas las Cdks y muchas otras cinasas. En moléculas de Cdks
monoméricas inactivas, el “T-loop” bloquea el sitio catalitico y obstaculiza la union del
sustrato. El complejo activador de cinasas dependientes de ciclina (“cdk-activating
kinase” o CAK) fosforila a diferentes tipos de cinasas en su residuo de treonina durante

el ciclo celular (Matsuoka et al., 1994) (Figura 4).

CAK P
1 .T T AT T
— 8 8

@ ADP

P P
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Figura 4. Modelo esquematico del mecanismo de activacion de las cinasas dependientes de

ciclina (Cdks). 1) Union de una ciclina para formar un complejo inactivo precede a la
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fosforilacién del T loop por CAK. Este es el mecanismo seguido para la activacién del complejo
de CDK1-ciclinaB por CDK?7 en células animales. 2) CAK fosforila el T loop de CDK, el cual
se activa después de la union de una ciclina (Tomado de Fisher, 2005).

Interesantemente, experimentos recientes han demostrado que en D. Melanogaster las
subunidades p52 y XPB del subcomplejo “core” de TFIIH, en conjunto con la
subunidad Cdk7 del subcomplejo CAK, son requeridas para la transicion de la fase
G1/S del ciclo celular. Esto sugiere gque la integracion del subcomplejo “core” de TFIIH

es requerida para regular la progresion del ciclo celular (Matsuno et al., 2007).

1.5 Drosophila melanogaster como modelo de estudio

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es un organismo que se utiliza
frecuentemente en la investigacion cientifica debido a que presenta muchas ventajas. Es
un animal pequefio facil de manejar, produce en elevado nimero de descendientes, es
facil de cultivar en el laboratorio con un costo de mantenimiento relativamente bajo. Es
un modelo eucariota de alta complejidad con Unicamente 4 pares de cromosomas: los
cromosomas sexuales Y y X (1) y los cromosomas autosomales (11, 111, 1V) (Petitpierre,
1997). Las glandulas salivales de las larvas presentan cromosomas politénicos, que son
de gran utilidad en estudios citogenéticos. Se disponen de muchas técnicas y
herramientas para manipular la expresion genética, pudiéndose generar diversas
mutaciones en este organismo (Matthews et al., 2005). Su genoma estd muy bien
estudiado y su ciclo de vida es corto 20 dias a 25°C (Figura 5). Las caracteristicas
principales del ciclo de vida de D. melanogaster son un periodo muy rapido de
embriogénesis que se completa 24 horas después de la fertilizacidn, seguido por tres
periodos de crecimiento como larva antes de sufrir una metamorfosis y finalmente la

eclosion de un organismo adulto.
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Figura 5. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Tres horas después de la fertilizacion
del huevo comienza la celularizacion del embrion, durante este periodo comienza la
transcripcion global del embrion. Transcurridas 24 horas entra al primer estadio larvario, al que
le siguen otros dos, durante estos estadios la larva se alimente e incrementa su tamafio. En el
tercer estadio larvario se prepara para pupar y finalmente después de 10 dias eclosiona un

organismo adulto listo para poder reproducirse. (Tomado de Morgan, 1999).

1.6 Desarrollo embrionario temprano de Drosophila melanogaster

El desarrollo embrionario temprano de Drosophila melanogaster comprende las tres
primeras horas posteriores a la fecundacion del huevo. Como en otros organismos
durante este periodo no hay transcripcion cigotica global, de manera que las proteinas y
la mayor parte del ARNm que el embridn necesita para su desarrollo son depositados
por herencia materna. La embriogénesis comienza con 13 divisiones mitdticas sin
division celular, en donde los ciclos celulares Unicamente comprenden las etapas de
sintesis (S) y mitosis (M) y los ndcleos se dividen y mueven en un citoplasma comin. A
esta célula multinucleada se le conoce como sincicio. Las primeras nueve divisiones
mitoticas son sincronicas, a este estadio se le llama preblastodermo y en las divisiones
10, 11, 12 y 13 se pierde ésta sincronia, los ndcleos comienzan a dividirse desde los

polos hacia el ecuador del embridn, a este estadio se denomina blastodermo sincicial.
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Durante el ciclo diez se forman las células polares en el lado posterior del embrion,
estas células constituyen las lineas progenitoras germinales. También durante este ciclo
los nucleos comienzan a migrar del centro a la periferia del embrion. En el ciclo 14 la
membrana plasmatica incrementa su tamafio y se invagina entre los nucleos dando
origen a células independientes, a esta etapa se le conoce como celularizacion y es en
este estadio cuando comienza la trasncripcion cigética global del embrion (Foe et al.,
1993). Inmediatamente después de que el proceso de celularizacion termina comienza la
gastrulacion en donde se forman las tres capas germinales: endodermo, mesodermo y
hectodermo, las cuales van a dar origen a los érganos y tejidos del organismo adulto
(Browder et al., 1991).

1.8 Espermatogénesis en Drosophila melanogaster

La espermatogénesis inicia en el eje apical del testiculo, en esta zona se encuentran 8 o
9 células madre germinales que se encuentran rodeadas por 16 o 18 células progenitoras
del quiste, las cuales son derivadas somaticamente (Kiger et al., 2001). Las células
madre se dividen asimétricamente originando otra célula madre y a un espermatogonio
primario. De igual manera las células progenitoras del quiste se dividen
asimétricamente, generando dos células quiste que enquistan al espermatogonio
primario. El espermatogonio primario sufre una primera ronda de divisién mitotica en
donde se genera un espermatogonio secundario, el cual entra en 4 rondas de division
mitética generando 16 espermatocitos primarios, durante estas divisiones no ocurre la
citocinesis y por lo tanto se forma un sincicio (Giansanti et al., 2012). Los
espermatocitos primarios entran en una fase de crecimiento en donde aumentan su
tamafno 20-25 veces. Después de este periodo de crecimiento los 16 espermatocitos
primarios de cada quiste, se dividen dos veces meidticamente produciendo 64
espermatidas redondas. Durante la meiosis | y Il cada espermétida recibe el mismo
complemento de cromosoma haploide y la misma cantidad de mitocondrias (Fuller,
1993). Después de que la meiosis Il se completa las células entran en el estadio
denominado “onion stage”, durante este estadio las mitocondrias de los espermatocitos
se fusionan en dos derivados mitocondriales muy grandes los cuales se entrelazan
formando una estructura denominada cuerpo de Nebenkern (Tokuyasu et al., 1975).
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Durante los estadios finales de la espermatogénesis el cuerpo de Nebenkern y el nicleo
de las espermatidas en desarrollo sufren un remodelamiento drastico (Fabriozio et al.,
1998). El derivado mitocondrial empieza a desplegarse hacia abajo por el axonema y
Ilegaré a convertirse en el flajelo, este estadio se conoce como “comet stage” .Durante la
etapa tardia de elongacion del flagelo la forma esférica del nucleo de las espermatidas
también se transforma a una estructura que asemeja un gancho largo y delgado como
aguja, a este estadio se le conoce como “canoe stage”. En este estadio la cromatina se
condensa y el volumen del nicleo disminuye considerablemente (Rathke et al., 2007).
Finalmente, la individualizacion de cada célula espermatica comienza, el proceso de
individualizacion se inicia en la cabeza del quiste de espermaétidas, durante este proceso,
se elimina la mayor parte del citoplasma de la espermatida, se pierden las conexiones de
las espermatidas en un quiste y cada uno de los espermatozoides resultantes se envuelve

en su propia membrana plasmatica (Fuller, 1993). (Figura 6)
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Figura 6. Espermatogénesis de D. melanogaster. La espermatogénesis comienza con la
division de una célula madre germinal que produce otra célula madre y un espermatogonio
primario, el cual pasa por 4 rondas de division mitdtica sin citocinesis, generando un sincicio. El
resultado son 16 células denominadas espermatocitos primarios que posteriormente entran en
dos rondas meiosis para generar un quiste con 64 espermétidas haploides interconectadas unas
con otras. Las espermatidas sufren cambios morfolégicos draméticos. Para el final de la
espermatogénesis, las espermatidas completamente elongadas sufren un proceso de

individualizacion (Fuller, 1993).
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2. ANTECEDENTES

Drosophila melanogaster es un organismo que se utiliza frecuentemente como modelo
en estudios que se relacionan con enfermedades en humanos, esto es debido a que
aproximadamente el 70% de los genes relacionados con enfermedades humanas tienen

su homologo en el genoma de este organismo (Reiter et al., 2001).

Usando a Drosophila como modelo, en nuestro grupo se estan estudiando los procesos
de transcripcion y reparacion del ADN, asi como la relacion que hay entre los defectos
de estos procesos y algunas enfermedades en humanos. Hemos analizado la distribucion
sub-celular de algunas de las subunidades de TFIIH y se observd que es altamente
dindmica (Reynaud et al., 1999; Aguilar et al., 2006). Por ejemplo, las helicasas del
subcomplejo core, XPB y XPD, asi como las subunidades Cdk7 y MAT1 del
subcomplejo CAK se mantienen en el citoplasma hasta antes de que se active la
transcripcion cigotica en el embrién en el estadio de blastodermo sincicial. Cuando la
transcripcion se activa, durante el estadio de blastodermo celular, XPB y XPD se
localizan en el nucleo. Los componentes del subcomplejo CAK, Cdk7 y MAT1 se
mantienen en el citoplasma ain en el momento de la activacion de la transcripcion
cigética. Sin embargo, mediante ensayos de inmunoprecipitacion en fracciones
nucleares y citoplasmaticas de embriones tempranos observamos que aunque los
componentes del subcomplejo core son preferentemente nucleares en el estadio de
blastodermo celular, también estan en el citoplasma y que aunque los componentes del
subcomplejo CAK son preferentemente citoplasmaticos, también se encuentra en el
nacleo (Aguilar et al., 2006) (Figura 7). La dinamica del resto de las subunidades de

TFIIH durante la embriogénesis no ha sido descrita hasta el momento.
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Figura 7. Dinamica de los subcomplejos de TFIIH durante el desarrollo embrionario
temprano. A-B) Inmunotincién de embridnes en el estadio de blastodermo sincicial. En rojo se
muestra la sefial de los anticuerpos de XPB y Cdk7, que son componentes de los subcomplejos
core y CAK respectivamente. En verde se muestra la tincidn con sytox. Se observa que ambas
proteinas son citoplasmaticas en este estadio. C-D) Inmunotincion de embriones en el estadio de
blastodermo celular. En rojo se muestra la sefial de los anticuerpos de XPB y Cdk7. En verde se
muestra la tincion con sytox. Se observa que cuando la transcripcion cigética se activa durante
el estadio de blastodermo celular, XPB se localiza preferentemente en el nucleo, en contraparte
Cdk7 se mantiene en el citoplasma. La misma localizacion es observada para las proteinas XPD
y MATL, otros componentes de los subcomplejos core y CAK de TFIIH. (Modificado de
Aguilar et al., 2006).

En estudios recientes caracterizando a la subunidad DmP8 en Drosophila encontramos
que una mutacion nula en esta subunidad de TFIIH es semi-letal, es decir solo nacen
alrededor del 30% de los individuos esperados. Interesantemente, los machos son
estériles, las hembras son semi-fértiles y llegan a depositar algunos huevos de los cuales
una proporcion se desarrolla normal, mientras que otra proporciéon que avanza muy
poco en el desarrollo (Herrera et al., 2012). El hecho de que hembras nulas para DmP8
depositen huevos que inician el desarrollo es muy interesante ya que estos embriones no
contienen a DmP8 y el que Unicamente un bajo porcentaje se desarrolle normalmente
muestra que DmP8 es importante para la embriogénesis temprana (Cruz, datos no
publicados). El fenotipo que hemos podido detectar en los embriones es que durante las

divisiones mitdticas sincronizadas que ocurren en el blastodermo sincicial, los
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cromosomas no se segregan de manera adecuada, lo que genera regiones del embrion
que no tienen cromosomas. Ademas, hay una deformacion del huso acromético,
centrosomas aislados sin huso acromatico y por lo tanto sin cromosomas unidos a este.

También observamos defectos en la condensacion de los cromosomas (Figura 8).

Figura 8. Defectos en el desarrollo embrionario temprano en organismos nulos para

DmP8. En el panel izquierdo se muestra la inmunotincién de un embridn silvestre en el estadio
de blastodermo sincicial. En rojo se muestra la sefial del anticuerpo contra tubulina y en verde
se muestra la tincion de sytox. Durante este estadio del desarrollo las divisiones mitéticas son
sincronicas. En el panel derecho se muestra la misma inmunotincién pero en un embrién nulo
para la proteina DmP8, ademas de la pérdida de la sincronia en las divisiones mitéticas, se
observan otros defectos como ADN descondensado (flechas) y centrosomas aislados (cabezas

de flechas) (Cruz, datos no publicados).

Por otra parte, hemos detectado que a diferencia de las subunidades XPD, XPB, Cdk?7,
MAT1 y p34 de TFIIH, DmP8 se mantiene unida a los cromosomas durante la profase,
metafase y anafase de la mitosis (Figura 9). Todos los datos expuestos anteriormente
sugieren que la subunidad DmP8 es importante para la sincronia de las mitosis, el

ensamblaje del huso mitético y la correcta segregacion cromosomal.
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Figura 9. Localizacion de la proteina DmP8 durante la mitosis. A-C) Inmunotincion de un
embrion en el estadio de blastodermo sincicial, con los nucleos en profase. En verde se muestra
el ADN tefiido con sytox, en rojo se muestra la sefial del anticuerpo contra DmP8. Se observa
que la proteina DmP8 es nuclear en este estadio. D-G) Doble inmunotincién de un embrién en
el estadio de blastodermo sincicial, con los ndcleos en metafase. En verde se muestra el ADN
teflido con sytox, en azul se muestra la sefial del anticuerpo contra DmP8, en rojo se muestra la
sefial del anticuerpo contra tubulina. Se observa que la proteina DmP8 se localiza alrededor del
ADN en este estadio. H-1) Inmunotincion de un embrion en el estadio de blastodermo sincicial,
con los ndcleos en anafase. En verde se muestra el ADN tefiido con sytox, en rojo se muestra la
sefial del anticuerpo contra DmP8. Se observa una sobreposicion de la proteina DmP8 con el
ADN. (Cruz, datos no publicados).

Por otro lado, también hemos caracterizado los defectos que los machos nulos para
DmP8 presentan en la espermatogénesis. Observamos que la espermatogénesis se
detiene en el estadio de espermatocitos primarios, es decir justo cuando se inicia la
entrada a la meiosis (Figura 9). Interesantemente, DmP8 en estas células se localiza en

el nucléolo y ademas parece colocalizar con los cromosomas bivalentes.
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Figura 10. La espermatogénesis se detiene en el estadio de espermatocitos primarios en
organismos nulos para DmP8. Microscopia de contraste de fases de testiculos silvestres
(DmPS8 +/-) con un aumento 10X y 40X (A-B respectivamente). En la zona mas apical del
testiculo se muestran las siguientes estructuras: a. células madre; b. espermatocitos primarios; ¢
y d. espermatidas redondas en ‘“onion-stage”; e. espermatidas en elongacion temprana; f.
flagelos completamente elongados. Microscopia de contraste de fases de testiculos nulos para
DmP8 con un aumento 10X y 40X (C-D respectivamente). Se observa un tamafo reducido de
los testiculos y la detencidon de la espermatogénesis en el estadio de espermatocitos primarios.

(Cruz, datos no publicados).

Por otra parte, analizando a nivel genético, molecular y bioguimico a DmP52, se
encontrd que esta proteina es codificada por el gen marionette en Drosophila (DmP52)
y que defectos en DmP52 causan en las moscas sensibilidad a la luz UV y fenotipos
durante el desarrollo como infertilidad, organismos méas pequefios que los de tipo
silvestre, defectos en la cuticula, tumores melanoticos e inestabilidad cromosomal.
Estos defectos en la proteina DmP52 son debidos a tres mutaciones puntuales (mrnl,
mrn3 y mrn5) y a la insercion de un elemento P (EP3605). En la mutacion mrnl, se
cambia un aminoécido altamente conservado, acido glutamico por una lisina en la

posicion 340 (E340K). En las mutaciones mrn3 y mrn5, se generan dos proteinas
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truncas de 225 y 96 aminoacidos respectivamente. Finalmente, la insercion EP3605 esta
situada 20 nucledtidos rio arriba del inicio de la traduccién, lo cual reduce los niveles de
la proteina DmP52 (Fregoso et al., 2007). Para este proyecto usamos las moscas que

tienen a la insercion EP3605 y al alelo mrn5. (Figura 11).

También se han analizado los defectos producidos por mutaciones en la subunidad
DmP52 durante la espermatogénesis. En trabajos anteriores en el grupo, se encontr6 que
combinaciones heteroalélicas de las mutaciones en DmP52 (mrn5/EP3605), producen
machos estériles (Fregoso et al., 2007). Cuando analizamos los defectos en la
espermatogénesis, observamos que ésta se ve detenida en el estadio de espermatocitos
primarios, tal como ocurre en la mutante de DmP8. Asi mismo, durante el analisis de
los defectos producidos por mutaciones en DmP52, se encontr6 que en los neuroblastos,
los cromosomas en metafase no se compactan bien y en algunos casos se encuentran

fragmentados (Fregoso et al., 2007).
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Figura 11. Esquema de las mutaciones en la proteina DmP52 (EP3605 y mrn5). La proteina
DmP52 esta constituida por dos exones y un pequeiio intron, tiene 502 aminoacidos y pesa
aproximadamente 52 KDa. La insercién EP3605, que se nuestra como un triangulo invertido,
esta situada 20 nucledtidos rio arriba del inicio de la traduccion. Esta insercion reduce los
niveles de la proteina DmP52 (A). Por otra parte, en el alelo mrn5 el cambio de una C por una T
introduce un codén de paro en el aminoacido 96 (Q96/Stop), generando una proteina trunca de
96 aminoacidos (B). (Modificado de Fregoso et al., 2007).

17



Se ha demostrado que muchos de los fenotipos presentados en las mutantes para el gen
DmP52, incluidos defectos en el desarrollo, esterilidad e incluso letalidad, pueden ser
suprimidos con la sobreexpresion de DmP8, aunque en un bajo porcentaje: 4.4% para el
fenotipo de letalidad que se presenta en los alelos mrnl, 3 y 5 homocigos y hasta un
30% para el fenotipo de esterilidad que se presenta en combinaciones heteroalélicas de
la insercion EP3605 y los alelos mrnl, 3 y 5. También se ha observado que moscas
transgenicas que sobreexpresan DmP8 tienen una mayor resistencia a la radiacion UV,
esto aparentemente porque el mecanismo de reparacion se hace mas eficiente (Aguilar
et al., 2008).

Los datos obtenidos hasta el momento sugieren que DmP8 y DmP52 puede tener una
funcién diferente a las descritas para TFIIH, probablemente durante la mitosis. Esto nos
conduce a analizar la dinamica de otros componentes de TFIIH de los que ain no
tenemos datos. En particular analizaremos la distribucion de DmP8 y DmP52 en
organismos transgénicos que tienen a ambas proteinas fusionadas a la Cyan Fluorescent
Protein (CFP) y Yellow Fluorescent Protein (YFP) respectivamente. Nos enfocaremos
en estas proteinas porque, como se menciond, DmP52 es la proteina que interacciona
directamente con DmP8 en el contexto de TFIIH. La informacion que obtendremos con
estos experimentos nos permitird tener una vision mas amplia de la dinamica de TFIIH

en el desarrollo temprano.
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3. HIPPOTESIS

El patron de la localizacion de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP es
similar durante las primeras divisiones mitéticas que ocurren en el embridn, asi
como, en las glandulas salivales de las larvas de tercer instar y se comportan de

la misma manera en respuesta a dafio al ADN inducido por luz UV.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Describir la dinamica de la localizacion de las subunidades DmP8 y DmP52 de
TFIIH en respuesta a dafio al ADN y durante el desarrollo embrionario temprano en
Drosophila melanogaster.

Obijetivos especificos:

1. Verificar la funcionalidad de las proteinas de fusion YFP-DmP52 y DmP8-CFP
expresadas en moscas transgenicas para analizar la localizacion de YFP-DmP52
y DmP8-CFP durante el desarrollo embrionario temprano de Drosophila

melanogaster.
2. Determinar si las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP tienen el mismo

comportamiento después de haber causado dafio al ADN por luz UV en

glandulas salivales.

3. Analizar si existe una dependencia en la localizacién especifica de la proteina
DmP8-CFP en un fondo mutante de la proteina DmP52 en testiculos.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

++ Para el objetivo 1:

Se realizaron ensayos de complementacion o rescate de fenotipos en fondos mutantes
de DmP52 y DmP8 con los transgenes YFP-DmP52 y DmP8-CFP, respectivamente, a
través de cruzas. Se verifico la expresion de las proteinas de fusion mediante
microscopia de fluorescencia y a través de Western blot con anticuerpos especificos
contra las proteinas CFP, YFP, DmP52 y DmP8 en extractos de proteina de las lineas
transgenicas. De igual manera, se analiz6 in vivo, mediante microscopia confocal y de
fluorescencia, la localizacion de YFP-DmP52 y DmP8-CFP durante las tres primeras

horas de desarrollo del embrion.

+«+ Para el objetivo 2:

Se analizd la dinamica de YFP-DmP52 y DmP8-CFP in vivo en repuesta a dafio al
ADN, a través de microscopia confocal en preparaciones de glandulas salivales en

condiciones normales y después de irradiar con luz UV.

+«+ Para el objetivo 3:

Se analiz6 la localizacién de DmP8-CFP in vivo mediante microscopia confocal en
testiculos con un fondo mutante de Dmp52. Para ello se generd una linea que tuviera en
el cromosoma dos el transgen DmP8-CFP homacigo y en el cromosoma tres cada alelo
mutante de DmP52.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Rescate de los fenotipos de letalidad y semi-letalidad con el transgen YFP-
DmP52: El rescate de letalidad se realizé en un fondo mutante para la proteina DmP52,
que contiene una insercion de un elemento P (EP3605), localizada 20 nucleédtidos rio
arriba del sitio de inicio de la traduccion de DmP52, la cual es letal en condicion
homdciga. Este rescate se realizo mediante cruzas de organismos que llevan en el
cromosoma dos una copia del transgen YFP-DmP52 balanceado con CyO vy en el
cromosoma tres la insercion EP3605 balanceado con TM2 o MKRS (Fregoso et al.,
2007). El rescate de semi-letalidad se realizé en un fondo heteroalélico de DmP52 en
donde ademas de tener a la insercion EP3605, tiene al alelo mrn5. Se realizaron cruzas
con organismos que llevan en el cromosoma dos el transgen YFP-DmP52 en estado
homaocigo y en el cromosoma tres la insercion EP3605 y el alelo mrn5, balanceado con
TM6B. El porcentaje de supervivencia para cada genotipo se calculd dividiendo el
nimero de los organismos observados entre el numero de los organismos esperados,

tomando como 100% la clase méas sana para cada cruza (Fregoso et al., 2007).

La proteina de fusién YFP-DmP52 con la que se realizaron los rescates anteriores se
construyé de la siguiente manera: la secuencia de la proteina DmP52 se insert6 en el
plasmido pEYFP-C1, sin ATG y con un codon de paro, (Cat. 6005-1, CLONTECH)
entre los sitios Xhol/EcoRI. De esta manera la secuencia de la proteina YFP quedo en el
extremo amino de la proteina DmP52. Posteriormente la secuencia YFP-DmMP52 se
liber6 usando las enzimas Sall/EcoRI y se subclon6 en el plasmido que contiene al
promotor Hsp83, el cual es un promotor constitutivo suave, entre los sitios
Xhol/EcoRlI. Finalmente se hizo una ligacién y se confirm6 que la secuencia estuviera
completa y sin mutaciones mediante secuenciacion. La otra proteina de fusion que se
usé durante este trabajo, DmP8-CFP, se contruyé de la siguiente manera: la secuencia
de la proteina DmP8 se inserto en el plasmido pECFP-N1, con ATG y sin codon de
paro, (Cat. 6900-1, CLONTECH) entre los sitios Xhol/EcoRI. De esta manera la
secuencia de la proteina CFP quedd en el extremo carboxilo de la proteina DmP8.
Posteriormente, se subclond en el plasmido Hsp83 entre los sitios Xhol/Notl.
Finalmente se hizo una ligacion y se confirmé que la secuencia estuviera completa y sin

mutaciones mediante secuenciacién. EI ADN purificado, de ambas construcciones, se
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envid a la compafia Genetic Services, Inc. para la inyeccion de embriones silvestres que

generaron a los organismos transgénicos adultos.

6.2 Western blot: Se obtuvieron extractos de proteina total de organismos adultos
completos y de testiculos. Las moscas se homogeneizaron en “douncing buffer”
(250mM sacarosa, 50mM Tris pH 7.5, 25mM KCI, 5mM MgCl,, 5mM EDTA) con
inhibidores de proteasas (Complete, Cat. 11697498001, Roche) y se incubaron con SDS
al 1%. Posteriormente se centrifug6 a 10 000g hasta clarificar el extracto. Se corrieron
50ug de extracto en geles desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida (5-15%) y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.2um (Cat. 162-0112, Biorad). La
membrana se bloque6 12 horas a 4°C con leche semidescremada (Nestle, Cat. 273535,
Carnation) a una concentracion de 10-20% en PBST (PBS con Tween 20 al 0.1%).
Inmediato al bloqueo, la membrana se lavo brevemente con PBST y se incub6 durante
dos horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario en PBST con leche
semidescremada al 5%. Enseguida, se elimind con PBST el exceso de anticuerpo
primario y se incub6 con el anticuerpo secundario (1: 3000) acoplado a HRP
(Horseradish peroxidase, Invitrogen) durante 1 hora a temperatura ambiente. De igual
forma, se lavo con PBST el exceso de anticuerpo secundario. Finalmente la membrana
se lavo con PBS vy las proteinas se detectaron por quimioluminiscencia (Pearce, Cat.
34080, Thermoscientific). Los anticuerpos primarios que se usaron para este proyecto
fueron: rat a-XPB (Rh2;Aguilar et al., 2006) 1: 2000, rabbit a-GFP (ab290;Abcam) 1:
4500, mouse a-Ciclina A (A12.C;DSHB) 1: 1500, rat a-p52 (1D11; Fregoso et al.,
2007) 1: 2500, mouse a-Cdk7 (20H5;DSHB) 1: 750, mouse a-BTubulina (E7C;DSHB)
1: 1000, mouse o-Actina (JLA20;DSHB) 1: 1500. Para los extractos de testiculos se
siguio en mismo protocolo con 15 pares de testiculos por cada genotipo que se analizo,

la diseccion se realizd en PBS con complete 1X en frio.

6.3 Visualizacion de embriones trasnsgénicos in vivo: Se colectaron embriones de 0 a
3 horas y se decorionaron con una cinta de doble cara o con hipoclorito de sodio al
2,5%. Se lavaron con agua para quitar el exceso de cloro. Posteriormente, con la ayuda
de un pincel, se montaron en un cubreobjetos sobre una capa de pegamento hecho con
2mL de heptano y 4cm de cinta adhesiva de doble cara y se cubrieron con una capa fina
de aceite de halocarbono700 (Cat. H-8898, SIGMA) (Rothwell and Sullivan,1976).

Fueron observados in vivo mediante microscopia en el equipo confocal Olympus
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FV1000 Multi-fotonico Invertido, con un objetivo 40X.

6.4 Visualizacion de glandulas salivales transgenicas in vivo: Para la diseccion de
glandulas salivales, se seleccionaron larvas de tercer instar. Se colocaron en vidrio de
diseccion con una solucién de PBS1X (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM NazHPOQg,
1.8mM KH2POs, pH 7.4) y bajo el microscopio estereoscdpio, con la ayuda de unas
pinzas de diseccion se tomd la larva por los extremos y se extiendid ligeramente su
probdscide. Las glandulas se montaron en una camara con PBS1X y fueron visualizadas
mediante microscopia confocal en el equipo Olympus FV1000 Multi-foténico Invertido,

con un objetivo 40X.

6.5 Purificacion del anticuerpo DmP52 (vo397): En el laboratorio se mando hacer a la
a la compariia New England Pepetide un anticuerpo que reconociera al extremo amino
terminal de la proteina p52. Una vez que el anticuerpo liofilizado Ileg6 al laboratorio, se
corrieron extractos de proteina total de organismos adultos en geles desnaturalizantes de
acrilamida-bisacrilamida (5-10%) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de
0.2um (Biorad). A la membrana se le retird la region donde migra la proteina DmP52
(55 kDa), enseguida el resto de la membrana se incub6 en 1mL de suero con el
anticuerpo de DmP52 durante 14 horas a 4°C, se recuperé el anticuerpo y se diluyd en
1mL de agua. El anticuerpo diluido se incubé durantel14 horas a 4°C con otra membrana
de nitrocelulosa a la cual también se le retir6 la zona donde migra DmP52. Este
anticuerpo pre-absorbido se utiliz6 para una posterior purificacion con GST-DmP52. La
purificacion se realizd por afinidad, utilizando 2mg de la proteina de fusion GST-
DmP52, transferida a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubd con
100mM de glicina, pH 2.5 (1X5"), posteriormente se realizaron dos lavados (5 c/u) con
TBS (20mM de tris, 500mM NaCl y 0.05% tween 20) y se incubo durante 12-14 horas a
4°C con 1.5mL de anticuerpo “limpio” (rata vo397) diluido 1:2 con TBS, después de lo
cual la membrana se lavé con TBS (2X5°c/u) y posteriormente con PBS (2X5"c/u).
Finalmente, el anticuerpo se eluyo con 1mL de glicina 100mM, pH 2.5 y el pH se
neutraliz6 con 200uL de una solucion de Tris-HCI 1M, pH 8.0
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6.6 Inmunotincion de embriones: Se colectaron embriones de distintos estadios del
desarrollo (0 a 3h) y se decorionaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5%.
Se utilizaron tres diferentes métodos de fijado, en el primero los embriones fueron
fijados con una mezcla de metanol-heptano (1:1). Se mantuvieron en maxima agitacion
durante 15 segundos, se dejaron reposar por 1 minuto y los vitelos fueron removidos.
En el protocolo siguiente los embriones se incubaron en una solucion de fijado en
proporcién 1:1 con heptano y Engrailed buffer (140mM KCI, 40mM NaCl, 4mM
NasEGTA, 30mM PIPES, en el momento se le agrega paraformaldehido al 4%, 1mM de
espermidina y B-mercaptoetanol al 0.2%) y los embriones se devitelinizaron a mano
(Rothwell and Sullivan.,1976). En el ultimo protocolo los embriones se incubaron
durante 20 minutos, en una solucién de fijado en proporcion 1:1 con heptano y
Engrailed buffer con paraformaldehido al 4%, en el momento se le agregd 1mM de
espermidina y B-mercaptoetanol al 0.2%, para devitelinizar se elimind la fase acuosa de
la solucién de fijado y se agregd un volumen de metanol igual al que quedo de heptano
(chorro a presion), este paso se repitio hasta quedar s6lo con el metanol. Después de ser
fijados, los embriones se hidrataron durante 1hora en TBST (Tris-base 20mM, NaCl
150mM y tween 20 al 0.5%) y se trataron con 10pg/mL de RNAsa A en TBST, durante
lhora a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con TBST y se bloquearon 9
horas a temperatura ambiente con suero de cabra (Cat. 016201, Invitrogen) al 10% en
TBST. Después del blogueo, los embriones se lavaron nuevamente con TBST y se
incubaron 12-16 horas a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos en TBST con suero
de cabra al 5%. El exceso de anticuerpo primario se lavé con TBST y posteriormente se
incub6d durante dos horas a temperatura ambiente con los distintos anticuerpos
secundarios (Alexa Fluor, Cat. C11399, Invitrogen). De igual forma, el exceso de
anticuerpo secundario se lavd con TBST. Enseguida, para tefiir el DNA, los embriones
se incubaron con 15nM de Sytox Green (Cat. S7020, Molecular Probes) durante 20 min,
después de lo cual se lavaron con TBST. Finalmente, los embriones se montaron en
Citifluor y se observaron a través de microscopia con el equipo confocal Olympus

FV1000 multi-foténico Invertido, con un objetivo 40X.
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7. RESULTADOS

7.1 El transgen YFP-DmP52 rescata la condicion letal de la insercion EP3605
homaciga. Debido a nuestro interés en seguir la dindmica de DmP8 y DmP52 in vivo
durante el desarrollo embrionario temprano, en el laboratorio se generaron moscas
transgenicas que expresan a DmP8 y DmP52 fusionadas a las proteinas fluorescentes
CFP y YFP respectivamente (Cruz, datos no publicados). Para verificar la funcionalidad
de la proteina de fusion YFP-DmMP52 se realizé un ensayo de complementacion de una
mutante en el gen DmP52. Esta mutante contiene una insercién de un elemento P
(EP3605), localizada 20 nucledtidos rio arriba del sitio de inicio de la traduccion de
DmP52, la cual es letal en condicion homaciga (Fregoso et al., 2007). Para realizar este
ensayo, se utiliz6 una linea que tiene el transgen YFP-DmP52 insertado en el
cromosoma dos, balanceado con CyO y en el cromosoma tres tiene la insercion EP3605
balanceado con TM2 marcado con ultrabithorax. Es importante mencionar que la
pérdida de este marcador en el cromosoma tres indica ganancia de homocigocidad de la
insercion EP3605. La palabra “balanceado” se refiere que tiene la presencia de un
cromosoma “balanceador”, el cual, impide la recombinacion homologa, de manera que
nos aseguramos de no perder nuestra insercion o transgen en el cromosoma donde

deseamos que esté.

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de supervivencia de las diferentes clases
esperadas para este ensayo. En caso de que el transgen YFP-DmP52 complemente la
mutacion de DmP52 en la mosca se observarian cuatro genotipos en la progenie, dos de
los cuales corresponderian a organismos viables homocigos para la insercion EP3605
con una o dos copias del transgen. Por otra parte, si el transgen no complementa la
mutacion, se observarian solo los genotipos que corresponderian a la condicion
heterociga de la inserciébn EP3605. La presencia de los cuatro genotipos esperados
(Tabla 1) evidencia que el transgen YFP-DmP52 rescata el fenotipo de letalidad,
inducido por la condicion homociga de la insercion EP3605, hasta en un 79% con una

copia del transgen.
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Tabla 1. Porcentajes de supervivencia de las clases rescatadas con el transgen YFP-DmMP52
en la progenie de la cruza YFP-DmMP52/CyO; EP3605/TM2. El transgen YFP-DmP52 es
capaz de rescatar el fenotipo de letalidad de la condicion homdciga de la insercion EP3605, por
lo tanto el transgen genera una proteina funcional que estd compensando la falta de la proteina
DmP52 enddgena. Interesantemente el porcentaje de supervivencia es mayor con una copia del
trangén YFP-DmP52 (79%) que con dos copias del transgen (57%). Probablemente esto se
deba a que el sitio donde se insertd el transgen esté afectando la expresion de alguna
proteina que es importante para el correcto desarrollo del organismo o bien que un
exceso de DmP52 sea toxico para el organismo. Cy= Curly (alas rizadas), Ubx=

Ultrabithorax (queta larga en el alterio), Obs/Esp= (observados/esperados).

Porcentaje de
Supervivencia

(Obs/Esp)
YFP-DmP52 ; DmP52EPI605 5704 +53

Genotipo

YFP-DmP52 DmP525736%  (373/650)

YFP-DmP52 ; DmP52£F3605  79% £5.8

CyOoy DmP525736%5 1 (1035/1300)

YFP-DmP52 ; DmP52573505  77% £3.7

YFP-DmP52 TM2ubx (1020/1300)

YFP-DmP52 ; DmP52£93%95  100% =0

CyOc TM2Ubx  (2600/2600)

Esto nos indica que YFP-DmP52 genera una proteina que puede estar cumpliendo con
las funciones de DmP52 silvestre, por ende estas moscas podrian ser una herramienta
atil y confiable en la visualizacién de la dinamica de DmP52. Interesantemente, se
puede observar que hay mayor porcentaje de supervivencia con una copia (hasta 79%)
que con dos copias (hasta el 57%) del transgen. Esto puede tener al menos dos causas:
que el sitio donde se insertd el transgen esté afectando la expresion de alguna proteina
que es importante para el organismo, este interfiriendo con el correcto desarrollo de la
mosca en la condicién homaciga, o bien que un exceso de DmP52 sea toxico para el
organismo.
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7.2 La linea rescatada expresa la proteina de fusion YFP-DmMP52.

Para confirmar la expresion de la proteina YFP-DmP52 en la linea rescatada, se
analizaron extractos de proteina total de organismos adultos a través de Western blot,
utilizando un anticuerpo contra GFP que, por la similitud de sus secuencias, es capaz de
reconocer también a YFP (Donado por Dr. Paul Gaytan, IBT-UNAM). En la figura 12
se observa la expresion de la proteina de fusion YFP-DmP52, que tiene un peso
esperado aproximado de 78kDa, en la linea rescatada que tiene la insercién EP3605 en

condicion homaciga con una o dos copias del transgen (carriles 1 y 2, respectivamente).

- a-GFP

- Tub

Figura 12. YFP-DmP52 se expresa en la linea rescatada. Western blot de organismos
silvestres y rescatados con el transgen YFP-DmP52 usando un anticuerpo o-GFP. La
proteina Dmp52 pesa 52 KDa y la proteina YFP pesa 26 KDa, por lo tanto esperamos ver a
la proteina de fusién YFP-DmP52 en un peso aproximado de 78 KDa. Se observa que en la
condicion homdgica del transgen (carril 1) hay mas proteina de fusion YFP-DmP52 que en
la condicién heterdciga (carril 2). Los organismos silvestres carecen del transgen (carril 3).
Anticuerpo anti- § Tubulina (8 Tub) fue usado para el control de carga en este experimento.

T=YFP-DmP52. Oregon= Organismos silvestres.
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Por otra parte, al utilizar un anticuerpo que reconoce a DmP52 enddgena, que tiene un
peso esperado aproximado de 52kDa, sorprendentemente se observo la presencia de esta
proteina tanto en organismos silvestres como en mutantes (Figura 13). La insercion
EP3605 podria ser hipomorfa y de ser asi 1o que esperamos es tener bajos niveles de la
proteina DmP52, contrariamente a lo que se observa (Figura 13, carril 4). Una posible
causa del incremento de DmP52 en las lineas rescatadas es porque al ser TM2 dificil de
identificar, en algin momento pude haber confundido moscas que no tuvieran TM2
(homécigas) con moscas que si lo tengan (heterdcigas); con lo cual estaria teniendo
niveles normales de DmP52. Finalmente, observamos que el anticuerpo que reconoce a
DmP52 enddgena es capaz de reconocer a la proteina de fusion YFP-DmP52 tanto en
los extractos de la linea con el transgen como en los organismos rescatados (Figura 13,

carriles 3,4y 5).
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Figura 13. Expresion de DmP52 en las moscas de tipo silvestre y transgénicas. Western
blot de organismos adultos silvestres, mutantes y organismos rescatados con el transgen

YFP-DmP52 usando un anticuerpo a-DmP52. Se observa que la proteina DmP52 enddgena,
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de un peso aproximado de 52KDa, esta presente en la mosca silvestre (carril 1), en la mosca
transgénica (carril 3) y la mutante rescatada con una y con dos copias del trangen (carriles 4
y 5, respectivamente). Esté anticuerpo es capaz de reconocer también a la proteina de fusion
YFP-DmP52 que tienen los organismos transgénicos, como se observa en los carriles 3, 4y
5. Se esperaria que en éstos carriles no estuviera presente la proteina endégena DmP52,
porque DmP52 estd fusionada a YFP y Unicamente deberiamos ver a la proteina YFP-
DmP52, sin embargo, creemos que el transgén YFP-DmP52 esta estabilizando al complejo
de TFIIH que se esta sintetizando DmP52 enddgena en estos organismos y por este motivo
vemos también a la proteina DmP52. La proteina Cdk7 fue usada como control de carga
para este experimento. T=YFP-DmP52. Oregon= Organismos silvestres.

7.3 El transgen YFP-DmMP52 complementa la disminucién de DmP52 en un fondo
heteroalélico de DmP52. Para corroborar nuestros datos del rescate de la insercion
homdciga letal EP3605 con el transgen YFP-DmP52, decidimos hacer un segundo
rescate con este mismo transgen pero en un fondo heteroalélico de DmP52. Este fondo
heteroalélico contiene a la insercion EP3605 y al alelo de DmP52 llamado mrn5, ambos
en el cromosoma tres, en el alelo mrn5 se cambia una C por una T en la base 286,
generando un codén stop y originando una proteina trunca de 96 aminoacidos de
DmP52 (mrn5). En este rescate cambiamos el cromosoma balanceador TM2 por TM6B,
el cual tiene el marcador Drop que en los organismos adultos se visualiza en el ojo, el
cual es de tamafio muy reducido siendo mucho maés facil de identificar. En la tabla 2 se
muestran los porcentajes de supervivencia de organismos heteroalélicos sin el transgen
YFP-DmP52 y se observa que los organismos heteroalélicos son semi-viables en un
57%.
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Tabla 2. Porcentajes de supervivencia de organismos heteroalélicos de la cruza SP/Cyo;
EP3605/TM6B x SP/Cyo; mrn5/TM6B. Los organismos heteroalélicos (EP3605/mrn5) son
semi-viables en un 57%. Los organismos heterécigos (EP3605/TM6B) la clase mas sana con un
100% de supervivencia y los organismos heterocigos (mrn5/TM6B) sobreviven en un 85%. SP=
esternopleural (quetas laterales extras) Cy= Curly (alas rizadas), Dr=Drop (0jo pequefio),
Tb=Tubby (organismos pequefios), Obs/Esp= (observados/esperados).

Porcentaje de
Supervivencia

(Obs/Esp)
SP__; DmP525P%% | 5704 +2

Genotipo

CyOcy  Dmp52mmS (263/462)

SP__ ; DmP525%%% 1 100% 0

CyOcy  TMG6BDr,m (462/462)

SP_ ; DmP52™™ | 8506 +1

CyOcy TM6Bormo (400/462)

En la tabla 3 se muestran los porcentajes de supervivencia de organismos heteroalélicos
rescatados con el transgen y los datos muestran que en presencia de este los organismos

son 100% viables.

Tabla 3. Porcentajes de supervivencia de organismos heteroalélicos rescatados de la cruza
YFP-DmP52; EP3605/TM6B x YFP-DmMP52; mrn5/TM6B. El transgen YFP-DmP52 es capaz
de rescatar el fenotipo de semi-viabilidad de los organismos heteroalélicos (EP3605/mrn5) de
un 57% a un 100%. El porcentaje de supervivencia de los organismos heterdcigos se ve
disminuido de un 100% a un 51% en los organismos con la insersién EP3605 y de un 85% a un
38% en los organismos con el alelo mrn5. Esto se debe a una interaccion desfavorable entre el

trangén YFP-DmP52 y el cromosoma balanceador TM6B. SP= Esternopleural (quetas laterales
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extras) Cy= Curly (alas rizadas), Dr=Drop (ojo pequefio), Tb=Tubby (organismos pequefios),

Obs/Esp= (observados/esperados).

Porcentaje de
Supervivencia

(Obs/Esp)
YFP-DmP52 ; DmP52EP3605 | 10004 +0

Genotipo

YFP-DmP52 DmP52™™ | (468/468)

YFP-DmMP52 : DmP52EP3605 | 5104 +3

YFP-DmP52  TM6Bor | (242/468)

YFP-DmMP52 ; DmP52™™ | 3804 +4

YFP-DmP52  TM6Bor,m | (179/468)

Con la finalidad de verificar que efectivamente los niveles de la proteina DmP52 bajan
en el fondo heteroalélico realizamos un ensayo tipo western blot en organismos
heteroalélicos, silvestres y heteroalélicos rescatados con el transgen YFP-DmP52.
Como se observa en la figura 14, los niveles de la proteina DmP52 bajan en el fondo
heteroalélico con respecto a los niveles silvestres y son restablecidos con la presencia
del transgen YFP-Dmp52. También se observa que la proteina DmXPB se ve afectada
por la ausencia de DmP52. Ambas proteinas restablecen sus niveles normales con la
presencia del transgen YFP-DmP52.
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Figura 14. Restablecimiento de los niveles proteicos en un fondo mutante de DmP52 y
en un fondo rescatado con el transgen YFP-DmP52. Western blot de organismos
mutantes para DmP52, silvestres y rescatados con el transgen YFP-DmP52. Se observa que
ademas de la proteina DmP52, la proteina Dm XPB baja sus niveles de expresion en un
fondo mutante de DmP52. Estas proteinas restablecen sus niveles con el transgen YFP-
DmP52. También observamos la presencia de la proteina YFP-DmP52 Unicamente en los
organismos rescatados con el transgen YFP-DmP52. La proteina Cdk7 fue usada como

control de carga para este experimento.

7.4 La proteina YFP-DmP52 se expresa durante el desarrollo embrionario
temprano. Después de confirmar la presencia y funcionalidad de la proteina de fusion
YFP-DmP52, se observaron in vivo los embriones que expresan a esta proteina en el
estado homocigo, mediante microscopia confocal. En la figura 15 A, B y C se muestran
tres embriones en diferentes estadios del desarrollo y se observa que aparentemente la
proteina YFP-DmMP52 es nuclear en estos estadios. Para este trabajo, es importante
demostrar que el patron de la localizacion de la proteina YFP-DmP52 se define por la
proteina DmP52 y no por la proteina YFP. Para demostrar lo anterior usamos diferentes
controles: embriones con el mismo fondo genético que la linea transgénica,
denominados doble balancer (SP/Cyo;TM2/MKRS), pero que no expresan a la proteina
YFP-DmP52; embriones que expresan a la proteina RPS9, que es un constituyente

estructural de la subunidad 40S del ribosoma, fusionada a YFP y embriones que
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expresan a la proteina TONALLI (TnA), la cual es una proteina que podria estar
involucrada en procesos de sumoilacion, fusionada a YFP. En la figura 15-D, se observa
que la proteina de fusiébn RPS9-YFP se localiza, como esperdbamos, en el citoplasma.
En la figura 15-E observamos que la proteina TnA enddgena no se expresa en estadios
muy tempranos del desarrollo, sin embargo es importante mencionar que la expresion
de la proteina de fusion TnA-YFP esta regulada por el promotor de Hsp83, el cual es un
promotor constitutivo débil y es el mismo que el de la proteina YFP-DmP52. En la
figura 15-F se observa que los embriones de la mosca doble balancer no expresan a la
proteina YFP y solo es posible detectar la autofluorescencia del ““saco vitelino”, el cual
se encuentra compuesto principalmente por lipidos y células apoptoticas. Con las
observaciones anteriores podemos concluir que la localizacion de la proteina YFP-

DmP52 en el nucleo es debida a la proteina DmP52 y no a la proteina YFP.

TnA-YFP Doble balancer

Blastodermo sincicial | Blastodermo celular | Embrion en gastrulacion

Figura 15. La localizacion de la proteina YFP-DmP52 se debe a la proteina DmP52 y no a

la proteina YFP. Visualizacién in vivo de embriones que expresan a la proteina YFP-DmP52
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durante los estadios de blastodermo sincicial (A), blastodermo celular (B) y durante la
gastrulacion (C) se observa que la proteina YFP-DmP52 se localiza en lo que podrian ser los
nucleos del embrién. En contraste con la localizacion de la proteina YFP-DmP52 la localizacion
de otras proteinas fusionadas a YFP es diferente. La proteina YFP-RPS9 se localiza en el
citoplasma en el estadio de blastodermo sincical (D), la proteina TnA-YFP no se expresa en
estadios tempranos del desarrollo y por lo tanto no vemos la presencia de la proteina en el
embrion (E), finalmente observamos a un embrién doble balancer que tiene el mismo fondo
genético que tienen los embriones YFP-DmP52 y vemos que la autoflorescencia del embrién es
muy diferente a la sefial emitida por la proteina YFP-DmP52 (F). Microscopia confocal 20X.

7.5 La proteina YFP-DmP52 tiene una localizacién nuclear y citoplasmica durante
el desarrollo embrionario temprano. Con la finalidad de seguir la dindmica, in vivo,
de la proteina YFP-DmP52 durante el desarrollo embrionario temprano, se generd una
linea de moscas que, ademas de expresar a YFP-DmP52, también expresa a la proteina
H2AV (una variante de la histona H2A) fusionada a RFP. Esta linea nos permitio
determinar si la localizacion de la proteina YFP-DmMP52 es nuclear durante las
diferentes etapas de las mitosis que ocurren durante el desarrollo. Es importante
mencionar que antes de visualizar a ésta linea, que expresa a ambos transgenes, se
realizaron los controles correspondientes para verificar que no existiera interferencia de
la sefial de YFP con la sefial de RFP y visceversa, en las lineas que expresan Unicamente
uno de los trangenes. En todas nuestras construcciones no observamos ‘“‘sangrado” de
ninguna de las sefiales hacia otra, por lo que todo lo que observamos, in vivo, durante
este proyecto es producto de la sefial de cada proteina fluorescente que se analizo.
Encontramos que la proteina YFP-DmP52 se localiza en los nucleos en profase (Figura
16, A). Durante la metafase su localizacion sigue siendo nuclear pero parece comenzar a
desplazarse hacia el citoplasma (B), en la anafase comienza a estar en mayor
proporcion en el citoplasma y durante la telofase tardia se visualiza en el citoplasma
(C). En la interfase, la proteina YFP-DmMP52 comienza a localizarse huevamente en los
nucleos (D). Es importante notar que, cuando la sefial de la proteina YFP-DmP52 en el
nucleo es menor, la sefial en el citoplasma aumenta (C) y cuando hay una méaxima sefial
en el nucleo, la sefial en el citoplasma casi desaparece (A). Este comportamiento nos
podria sugerir que DmP52 podria estar participando de alguna manera, directa o

indirectamente, en la mitosis durante el desarrollo embrionario temprano, al igual que
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hemos observado mediante inmunotinciones para DmP8 (otra de las subunidades del
“core” de TFIIH).

A YFP-DmP52

Figura 16. Localizacion de la proteina YFP-DmMP52 durante el desarrollo embrionario
temprano. Visualizacion in vivo de la proteina YFP-DmP52 y la proteina H2AV-RFP durante
las diferentes etapas de la mitosis en un embrion en el estadio de blastodermo sincicial. Durante
la profase observamos que la proteina YFP-DmP52 se localiza en los nucleos (A). Durante la

metafase también se localiza en los nucleos pero parece comenzar a desplazarse hacia el
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citoplasma (B). En la anafase comienza a estar en mayor proporcion en el citoplasma (nucleos
superiores a la derecha) y durante la telofase tardia se visualiza completamente en el citoplasma
(nucleos inferiores a la izquierda) (C). Finalmente en la interfase, la proteina YFP-DmP52

comienza a localizarse nuevamente en los nucleos (D). Microscopia confocal 40X.

7.6 Inmunotinciones de embriones silvestres para visualizar a la proteina DmP52
enddgena. Para corroborar que la localizacion de la proteina YFP-DmP52 en el
desarrollo embrionario temprano fuera la misma que la proteina DmP52 enddgena, se
realizaron inmunotinciones de embriones silvestres de 0 a 3 horas usando un anticuerpo
contra DmP52 que reconoce el extremo carboxilo terminal (Fregoso et al., 2007) y
recientemente con un nuevo anticuerpo de DmP52 que reconoce el extremo amino
terminal. Se utilizaron al menos tres protocolos de fijado diferentes para cada
anticuerpo: uno de ellos con metanol, otro con paraformaldehido y otro méas con
metanol y paraformaldehido. Se intent6 realizar la inmunoticion devitelinizando a mano
y desafortunadamente no logramos, con ningin protocolo, observar en los embriones a

la proteina DmP52 endogena.

7.7 La proteina DmP8-CFP se expresa durante el desarrollo embrionario
temprano. Contamos con una linea que contiene una insercion de un elemento P en la
region codificante de DmP8 (P{lacW}I(2)SH1279). Estos organismos son heterdcigos
(DmP8+/-) viables y homdcigos semi-viables en un 26%; la adicion del transgen DmP8-
CFP aumenta la viabilidad de los ultimos a 93% (Cruz. Datos no publicados). Una vez
que se verifico la funcionalidad del transgen, el siguiente paso fue observar la expresion
de la proteina en los embriones transgénicos DmP8-CFP en estado homdcigo, los cuales
se observaron, in vivo, mediante microscopia confocal. En la figura 17 se observan tres
embriones en diferentes estadios del desarrollo, aparentemente la proteina DmP8-CFP

se localiza en los nucleos de los embriones durante estos estadios.
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Blastodermo sincicial Blastodermo celular Embrion gastrulado

Figura 17. Patron de localizacién de la proteina DmP8-CFP. Visualizacion in vivo de
embriones que expresan a la proteina DmP8-CFP durante los estadios de blastodermo sincicial,
blastodermo celular y durante la gastrulacién. Se observa que la proteina DmP8-CFP se localiza
en lo que podrian ser los nucleos del embrion en estos tres estadios del desarrollo. Microscopia
confocal 20X.

7.8 La proteina DmP8-CFP tiene una localizacion nuclear y citoplasmica durante
el desarrollo embrionario temprano. Al igual que con los organismos que expresan
la proteina YFP-DmP52 generamos una linea que expresa a los transgenes DmP8-CFP
y H2AV-RFP, esto con la finalidad de seguir la dinamica de la proteina DmP8-CFP
durante el desarrollo embrionario temprano. Lo que observamos fue que DmP8-CFP
tiene la misma localizacion que la proteina YFP-DmP52 durante el desarrollo
embrionario temprano. De igual manera, la proteina DmP8-CFP colocaliza con la
cromatina durante la profase (Figura 18 A). Durante la metafase se localiza en los
nacleos y parece comenzar a desplazarse al citoplasma (B), en la anafase comienza a
estar en mayor proporcion en el citoplasma y durante la telofase tardia se visualiza en el
citoplasma (C). En la interfase, la proteina DmP8-CFP comienza a localizarse
nuevamente en los nicleos (D). Los datos que obtuvimos durante la visualizacién de
esta proteina, in vivo, coinciden con observaciones previas de la localizacion de la
proteina Dmp8 endogena durante el desarrollo embrionario temprano mediante

inmunotinciones (Cruz, datos no publicados). El hecho de que ambas proteinas, YFP-
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DmP52 y DmP8-CFP, tengan el mismo comportamiento durante las divisiones
mitéticas en el embrion temprano podria sugerir que estdn participando de manera

directa o indirecta en la mitosis.

Figura 18. Localizacion de la proteina DmP8-CFP durante el desarrollo embrionario
temprano. Visualizacion in vivo de la proteina DmP8-CFP y la proteina H2AV-RFP durante las

diferentes etapas de la mitosis en un embrién en el estadio de blastodermo sincicial. Durante la
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profase observamos que la proteina DmP8-CFP se localiza en los nucleos (A). Durante la
metafase también se localiza en los nlcleos pero parece comenzar a desplazarse hacia el
citoplasma (B). En la anafase comienza a estar en mayor proporcion en el citoplasma (ndcleos
en el centro) y durante la telofase tardia se visualiza completamente en el citoplasma (ntcleos
en la periferia) (C). Finalmente en la interfase, la proteina DmP8-CFP comienza a localizarse
nuevamente en los nucleos (D). Microscopia confocal 40X.

7.9 Las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP tienen la misma localizacion durante
el desarrollo embrionario temprano. Después de describir la dinamica de ambas
proteinas por separado, lo siguiente que hicimos fue generar una linea que expresara a
los dos transgenes, con la finalidad de ver a ambas proteinas simultaneamente en el
desarrollo. Lo que observamos es que ambas proteinas tienen la misma localizacién
durante el desarrollo embrionario temprano (Figura 19). Estas proteinas se localizan en
los nucleos de los embriones, en las etapas en donde el material genético se replica y
condensa (interfase y profase) (A); en las etapas donde el material genético se alinea y
divide (metafase, anafase y telofase) ambas proteinas se dirigen hacia el citoplasma (B-
C) y finalmente se reincorporan a los nucleos cuando el ADN comienza a replicarse
nuevamente (D). Esta dinamica nos podria sugerir que DmP52 y DmP8 podrian estar
participando de alguna manera directa o indirectamente en la mitosis durante el

desarrollo embrionario temprano.

A  YFP-DmP52 DmP8-CFP Cc YFP-DmP52 DmP8-CFP

*

Figura 19. Dindmica de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP durante el desarrollo

embrionario temprano. Visualizaciéon in vivo de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP
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durante las primeras divisiones mitéticas de un embrion en el estadio de blastodermo sincicial.
Ambas proteinas se localizan en los nlcleos de los embriones en las etapas en donde el material
genético se replica y condensa (interfase y profase) (A). En las etapas donde el material
genético se alinea y divide (metafase, anafase y telofase) ambas proteinas se dirigen hacia el
citoplasma (B-C). Finalmente se reincorporan a los nucleos cuando el ADN comienza a
replicarse nuevamente (D). Microscopia confocal 60X.

7.10 La proteina DmP8-CFP pierde su localizacién particular en los
espermatocitos primarios en un fondo mutante de DmP52. Mediante datos previos
del laboratorio sabemos que organismos mutantes en las proteinas DmP8 y DmP52
presentan defectos muy similares en la espermatogénesis. Especificamente, la
diferenciacion se detiene en el estadio de espermatocitos primarios y los testiculos son
mas pequefos que los silvestres (Figura 9 y 10). Sabemos también que las proteinas
Dmp8-CFP y YFP-DmP52 tienen una localizacion muy particular en los espermatocitos
primarios: se encuentran en el nucleo, en la periferia del nucléolo y en los cromosomas
bivalentes. Con estos datos quisimos saber si la localizacion, en los espermatocitos
primarios, de las proteinas Dmp8-CFP y YFP-DmP52 se ve afectada en organismos
mutantes para DmP52 y DmP8 respectivamente. Un experimento previo realizado en el
laboratorio (Cruz, datos no publicados) demuestra que la localizacion de la proteina
YFP-DmP52 no se ve afectada por la ausencia de la proteina DmP8 (Figura 20-A, B).
En cambio, observamos una completa deslocalizacion de la proteina DmP8-CFP en un
fondo mutante de DmP52 (Figura 20- C,D).
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Testiculo YFP-DmP52

BB Testiculo YFP-DmP52
Silvestre be,

Mutante en DmP8

D mPS 2 EP3605/+

Testiculo DmP8-CFP

Testiculo DmP8-CFP
Mutante en DmP52

Silvestre

Figura 20. Localizacion de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP, en testiculos, con
fondos mutantes para DmP8 y DmP52. Las proteinas YFP-DmMP52 y DmP8-CFP se localizan
en el nacleo, en la periferia del nucléolo y en los cromosomas bivalentes de los espermatocitos
primarios de testiculos silvestres (A, C). La proteina YFP-DmP52 mantiene esta misma
localizacion en ausencia de la proteina DmP8 (B). De manera contraria la proteina DmP8-CFP
pierde su localizacion cuando la proteina DmP52 estd mutada. (Las imagenes A 'y B pertenecen

a Cruz, datos no publicados) .Microscopia confocal 40X.

Para verificar que la proteina se estuviera deslocalizando y no se estuviera degradando
se realiz6 un ensayo tipo Western blot de los testiculos mutantes para la proteina
DmP52, silvestres y mutantes para la proteina DmP52 con el transgen DmP8-CFP y lo
que observamos es que la proteina DmP8-CFP no se esta degradando, lo cual confirma
que ésta proteina se deslocaliza de los espermatocitos primarios cuando falta Dmp52
(Figura 21).
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Figura 21. La proteina DmP8-CFP no se degrada en testiculos mutantes para DmP52.
Western blot de testiculos mutantes para la proteina DmP52, testiculos silvestres y testiculos
mutantes para DmP52 con el transgen DmP8CFP. Se observa que con niveles bajos de la
proteina DmP52, los niveles de XPB también disminuyen, no hay tubulina en estos testiculos
por la ausencia de flagelos y el transgén DmP8CFP no rescata estas condiciones. También
observamos la prescencia de la proteina DmP8-CFP, lo cual nos indica que la proteina no se
esta degradando sino deslocalizando en los testiculos mutantes. Como control de carga se uso a

la proteina actina.

7.11 Las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP se localizan en los nucleos de
glandulas salivales de larvas de tercer instar. Las glandulas salivales de las larvas de
tercer instar poseen células en las que los cromosomas se replicaron muchas veces sin
separacion de los centromeros, el proceso de endoreplicacion da lugar a los cromosomas
politénicos. Las larvas de D. melanogaster usan esta estrategia para tener las proteinas
suficientes que requieren para pasar al estadio de pupa, los cromosomas tienen la
particularidad de ser de gran tamafo, ya que estdn constituidos por varios cientos o
miles de hebras de ADN. Poseen un patron de bandeo producido por regiones de alta y
baja compactacion de la cromatina; las interbandas corresponden a regiones de
eucromatina, donde la cromatina se encuentra relajada. Por otra parte, las bandas son

regiones de heterocromatina con un alto grado de compactacion de la cromatina. Uno de
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los objetivos de este proyecto fue seguir la dinamica in vivo de las proteinas YFP-
DmP52 y DmP8-CFP en respuesta al dafio al ADN causado por luz UV y dadas las
caracteristicas mencionadas anteriormente las glandulas salivales son un buen modelo
para. Lo primero que se realizé fue verificar la expresion de las proteinas de interés en
las glandulas salivales. Para definir mejor la localizacion de las proteinas YFP-DmP52 y
DmP8-CFP, se generaron dos lineas de mosca que expresan dichas proteinas, junto con
la proteina H2AV fusionada a RFP. En la figura 22 se muestra que las proteinas YFP-
DmP52 y DmP8-CFP se localizan en el nucleo de las células de glandulas salivales de
larvas de tercer instar y parecieran excluirse del nucléolo. De esta manera, tenemos las
herramientas para visualizar como se comportan las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-

CFP después de causar dafio al ADN al irradiar a las larvas con luz UV.

H2AV-RFP Empalme

H2AV-RFP Empalme

Figura 22. Las proteinas de fusién YFP-DmP52 y DmP8-CFP se localiza en los nucleos de
glandulas salivales de larvas de tercer instar. Visualizacion in vivo de las proteinas YFP-
DmP52 y DmP8-CFP mediante microscopia confocal 40X. En el panel de arriba observamos
que la proteina YFP-DmP52 se localiza en los nucleos de las glandulas salivales. En el panel de
abajo observamos que la proteina DmP8-CFP se localiza en el nucleo y en el citoplasma de las

glandulas salivales de larvas de tercer instar. Ambas proteina parecen excluirse del nucléolo.
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7.12 Dinamica de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP en respuesta a dafio al
DNA por luz UV. La propuesta inicial para abordar este objetivo fue determinar si las
proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP interaccionan en el nucleo de las glandulas
salivales cuando hay dafio por luz UV mediante una técnica de microscopia conocida
como FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). EI mecanismo de FRET es un
fendmeno que ocurre sélo a una distancia muy corta, menos de 10 nm, entre dos estados
de excitacion electronica de dos moléculas fluorescentes en la que la longitud de onda
de emision de una de ellas coincide con la de excitacion de la otra. El espectro de
emisién de un fluoréforo donador debe de sobrelapar con el espectro de excitacion del
fluoréforo aceptor, pero los dos espectros de excitacion deben de estar separados para
permitir la excitacion independiente. La longitud de excitacion de la proteina donadora
Cyan Fluorescent Protein (CFP) es de 440 nm y la longitud de emision de la proteina
aceptora Yellow Fluorescent Protein (YFP) es 527nm, por lo que usando estas dos
proteinas podriamos saber si las proteinas DmP8 y DmP52 estan interaccionando.
(Pitson and Kremers., 2007). Sin embargo, no tuvimos éxito con estos experimentos ya
que no logramos estandarizar las condiciones adecuadas para poder observar el

fendmeno de FRET y finalmente decidimos seguir otra estrategia experimental.

Lo siguiente que se realizd fue seguir la dinamica de estas proteinas, por separado, en
las lineas que expresan conjuntamente a los transgenes de interés y a la proteina H2AV-
RFP. Se siguio la dinamica de estas proteinas a las 2hrs, 4hrs, 8hrs y 16 hrs después de
haber irradiado con luz UV a 150 J/m?, la cual es la dosis letal media en donde
sobreviven la mitad de nuestros organismos (Rothwell and Sullivan,1976) . Lo que
observamos en el caso de la proteina YFP-DmP52 fue que la sefial incrementd
significativamente a las 2hrs y continu6é aumentando a las 4 hrs, comenzé a disminuir a
las 8 hrs y la observamos con menor intensidad a las 16 hrs (Figura 23). Estos datos son
muy interesantes porque de acuerdo a experimentos anteriores en el laboratorio,
sabemos que a las 2 horas después de haber irradiado con luz UV hay presencia de dafio
en el ADN, especificamente dimeros de pirimidina ciclobutano y 6-4 fotoproductos. El
dafio se mantiene en el ADN hasta las 4 hrs después haber irradiado y comienza a
disminuir a las 8hrs y para la 16hrs las lesiones en el ADN han sido reparadas casi en su
totalidad (Juarez, datos no publicados).
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Sin irradiar Irradiadas

Figura 23. Dindmica de la proteina YFP-DmMP52 en respuesta a dafio al ADN por luz UV.
Visualizacion in vivo de las proteinas YFP-DmP52 (amarillo) y H2AV-RFP (rojo) en glandulas
salivales de larvas de tercer instar después de irradiarlas con luz UV a 150 J/m?. Dos horas
después de haber irradiado se observa un incremento en la sefial de la proteina YFP-DmP52 con
respecto al control negativo de las glandulas sin irradiar (A). Cuatro horas después la sefial
continué aumentando en los ndcleos como en el citoplasma (B). Ocho horas después, la
intensidad de la sefial de la proteina YFP-DmP52 comenz6 a disminuir (C). Finalmente, a las
dieciseis horas la sefial se observa con menor intensidad (D). Los diferentes lapsos de tiempos
gue se usaron para este experimentos fueron sincronizados de tal manera que se pudieran tomar
todas las imagenes en un lapso de tres horas y todas las imagenes fueron tomadas con las

mismas condiciones mediante microscopia confocal 40X.
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En el caso de la proteina DmP8-CFP los resultados no fueron los mismos. Contrario a lo
que esperabamos, la intensidad de la proteina fue siempre igual a la del control sin
irradiar, incluso en los diferentes tiempos en los que monitoreamos su intensidad
(Figura 24). Para este experimento esperabamos observar, al igual que con la proteina
YFP-DmP52, un incremento significativo en la intensidad de la sefial durante las 2 y 4
hrs después de haber irradiado, y un descenso en la intensidad de la sefial a las 8 y 16
hrs, cuando el dafio ya ha sido reparado. Esto lo esperabamos asi porque se sabe que la
proteina DmPS tiene un “pool” citoplasmatico, el cual es reclutado al nticleo cuando hay

dafo al ADN por luz UV y regresa al citoplasma cuando el dafio ha sido reparado.

Sin irradiar Irradiadas
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Figura 24. Dinamica DmP8-CFP en respuesta al dafio al ADN por luz UV.
Visualizacion in vivo de las proteinas DmP8-CFP (cyan) y H2AV-RFP (rojo) en glandulas
salivales de larvas de tercer instar después de irradiarlas con luz UV a 150 J/m?. Dos horas
después de haber irradiado no se observa un incremento en la sefial de la proteina DmP8-
CFPcon respecto al control negativo de las glandulas sin irradiar (A). Lo mismo observamos a
las 4, 8 y 16 horas después de irradiar (B-C) respectivamente. Los diferentes lapsos de tiempos
gue se usaron para este experimentos fueron sincronizados de tal manera que se pudieran tomar
todas las imagenes en un lapso de tres horas y todas las imagenes fueron tomadas con las

mismas condiciones mediante microscopia confocal 40X.

8. DISCUSION

8.1 Los transgenes YFP-DmP52 y DmP8-CFP son completamente funcionales. Un
aspecto fundamental para este proyecto fue determinar si los transgenes YFP-DmP52 y
DmP8-CFP son funcionales, es decir, si se estan comportando como las proteinas
DmP52 y DmP8 enddgenas. Una de las ventajas tiene Drosophila melanogaster como
modelo de estudio es que se pueden realizar ensayos de rescate para saber si el transgen
con el que trabajamos complementa la falta de nuestra proteina de interés. En este caso
verificamos que los trangenes YFP-DmP52 y DmP8-CFP complementen la falta de las
proteinas DmP52 y DmP8, respectivamente. Para el caso del transgen YFP-DmP52 se
realizaron dos ensayos de rescate. El primero de ellos en un fondo hipomorfo de DmP52
el cual tiene la insercion EP3605 la cual es homdciga letal, y en presencia del transgen
el porcentaje de supervivencia es de 79% y 57% con una copia y dos copias del
transgen respectivamente (Tabla 1). Al comprobar la presencia del transgen mediante un
ensayo tipo western blot, observamos que en los organismos rescatados que tienen la
insercion EP3605 homdciga no disminuyen los niveles de DmP52. Incluso se observa
un incremento en la proteina DmP52 enddgena (Figura 13). Una posible explicacion de
este resultado es que la proteina YFP-DmP52 sufriera un corte proteolitico, provocando
que DmP52 se libere de la proteina YFP. Sin embargo, al realizar un western blot en

una membrana completa no observamos a la proteina YFP libre.
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Posteriormente se realizo un segundo ensayo de rescate cambiando el fondo hipomorfo
de DmP52 a un fondo heteroalélico que tiene la insercion EP3605 y el alelo mrn5. En
este ensayo la semi-viabilidad de los organismos heteroalélicos va de un 57% (Tabla 2)
hasta un 100% con dos copias del transgen (Tabla 3). Es importante mencionar que
debido al disefio de las cruzas en el segundo rescate solo obtuvimos organismos
homdcigos para el transgen y por lo tanto el porcentaje de superviviencia es del 100%
con dos copias del transgen. De haber tenido organismos con una sola copia del
transgen el porcentaje de supervivencia de los organismos homdcigos hubiera sido
menor, como sucedid en el primer rescate. Con estos datos nosotros creemos que existe
una interaccion desfavorable entre el transgen YFP-DmP52 y el cromosoma
blanaceador y por esta razon los organismos heter6cigos tienen mayor porcentaje de
supervivencia que los homdcigos. De igual manera que con el rescate anterior, se
realizd un ensayo tipo western blot y observamos que en los organismos heteroalélicos
sin rescatar los niveles de la proteina DmP52 bajan con respecto a los organismos
silvestres. Sin embargo en los organismos heteroalélicos rescatados con el transgen
YFP-DmP52 se observa, nuevamente, la presencia de la proteina DmP52 (Figura 14).
Este incremento en la proteina DmP52 puede deberse a que al estabilizarse el complejo

de TFIIH con el trangen, se comience a transcribir la proteina DmP52 enddgena.

En el caso del transgen DmP8-CFP en el laboratorio ya se habian realizado los ensayos
de rescate en una linea que contiene una insercion de un elemento P en la region
codificante de DmP8 (P{lacW}I(2)SH1279). Estos organismos son heterdcigos
(DmP8+/-) viables y homdcigos semi-viables en un 26% y sabemos que este transgen
rescata el fenotipo de semi-viabilidad de los organismos en un 93% con una copia del
trasngén y 58% con dos copias del transgen. Estos datos nos dan la certeza de que los
trangenes YFP-DmMP52 y DmP8-CFP estan funcionando como lo hacen normalmente
las proteinas DmP52 y DmP8 enddgenas. Ademas de los resultados que obtuvimos de la
dindmica que tienen los trangenes YFP-DmP52 y DmP8-CFP in vivo, comparandolos
con la localizacién que tiene la proteina DmP8 obtenida mediante inmunotinciones
(Figura 8) son una prueba mas de que estos trangenes son funcionales y se estan

localizando donde las proteinas endogenas lo hacen.
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8.2 Las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP tienen una localizacién nuclear y
citoplasmica durante el desarrollo embrionario temprano. Una vez que
comprobamos la funcionalidad de los transgenes y verificamos su expresion en los
organismos transgénicos, lo siguiente que se realizo fue seguir la dinamica de ambos
transgenes durante las primeras dos horas y media del desarrollo embrionario. Los
resultados que obtuvimos, en los cuales observamos que las proteinas YFP-DmP52 y
DmP8-CFP tienen la misma dinamica durante el desarrollo embrionario temprano son
muy interesantes por varias razones. Primero, DmP52 y DmP8 son parte del
subcomplejo “core” de TFIIH, el cual estd involucrado en la regulacion de la
transcripcion y en la reparacion del ADN. La transcripcion global cigética se activa tres
horas después de la fertilizacion, lo cual quiere decir que durante el tiempo en que
seguimos la dindmica de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP, (de 0 a 2.5 horas) no
hay transcripcién (Foe et al., 1993), y al encontrarse estas dos proteinas, con su patron
de localizacion particular sugiere que “algo” deben de estar haciendo durante las
divisiones mitdticas. Segundo, los organismos DmP8 nulos presentan defectos en la
mitosis, mientas que organismos DmP52 nulos ni siquiera llegan a nacer (Cruz, datos no
publicados) y en combinaciones heteroalélicas provocan aberraciones cromosomales en
los neuroblastos larvarios de la mosca (Fregoso et al., 2007). Tercero, sabemos que las
subunidades XPD y XPB, que también son componentes del subcomplejo “core” de
TFIIH tienen una localizacion diferente a la que observamos con las proteinas YFP-
DmP52 y Dmp8-CFP, ya que se localizan en el citoplasma en la primera hora y media
del desarrollo y posteriormente migran a los nucleos interfasicos (Aguilar et al., 2006).
Sin embargo, desconocemos cual es la dindmica de XPD y XPB en los ndcleos

mitéticos.

Ademas de estos datos, hay evidencias de que la proteina XPD forma parte del
complejo MMXD, el cual esta involucrado en la segregacion de los cromosomas
durante la mitosis en células humanas. Este complejo también incluye a las proteinas
MMS19 y MIP18 y se sabe que en el “ knockdown™ de alguna de estas proteinas,
incluida XPD, los cromosomas no se segregan correctamente y hay una acumulacién de
cromosomas anormales (Ito et al., 2010). También se sabe que la proteina XPB se
asocia a los centrosomas durante la mitosis por medio de la interaccion con la proteina
y-tubulina (Weber et al., 2010). Todos estos datos sugieren que el complejo “core”, o al

menos algunas de sus subunidades, tienen una funcién independiente a la transcripcion
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y a la reparacion, que puede ser en la mitosis, sin embargo, hacen falta mas

experimentos para comprobarlo.

8.3 La localizacion de la proteina DmP8-CFP en los espermatocitos primarios es
dependiente de DmP52. Se ha reportado que la proteina DmP8 le confiere estabilidad a
TFIIH en células de humanos (Cleaver, 2005). Sin embargo, por lo datos que hemos
obtenido, parece ser que en D. melanogaster DmP8 no confiere dicha estabilidad.
Sabemos que las proteinas YFP-Dmp52 y DmP8-CFP se localizan en el nucleo, en la
periferia del nucléolo y en los cromosomas bivalentes de los espermatocitos primarios.
Con anterioridad en el laboratorio se habia descrito que la localizcion de la proteina
YFP-Dmp52 no se ve afectada por la falta de la proteina DmP8 (Figura 20-B) (Cruz.
Datos no publicados). De manera contraria, la proteina DmP8-CFP cambia su
localizacion en un fondo mutante de DmP52 (Figura 21-D). Nosotros esperabamos que
el fenotipo de detencion de la espermatogénesis en el estadio de espermatocitos
primarios que presentan los organismos mutantes para DmP52 se rescatara con el
transgen DmP8-CFP, ya que previamente se reportd que las sobreexpresion de la
proteina DmP8 rescata fenotipos mutantes en DmP52 (Aguilar et al., 2008), pero no
esperabamos que su localizacién se viera afectada por la ausencia de DmP52. Ademas
sabemos que cuando no esta presente la proteina DmP52, los niveles de otros
componentes de TFIIH bajan, como XPB, y no sucede lo mismo en organismos
mutantes para DmP8. Estos datos nos sugieren que la proteina que es importante para

mantener la estabilidad del complejo de TFIIH, en la mosca, es DmP52.

8.4 Las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP tienen una dinamica distinta durante
la reparacion de ADN. El subcomplejo “core” de TFIIH participa en la reparacion del
ADN, por ese motivo decidimos ver como se comportan in vivo las proteinas YFP-
DmP52 y DmP8-CFP. Inicialmente, nosotros queriamos abordar este objetivo mediante
una técnica de microscopia denominada FRET, sin embargo, no logramos estandarizar
esta técnica que nos hubiera permitido saber si hay una mayor interaccion de las
proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP cuando hay dafio por luz UV. Es probable que no
lograramos dicho objetivo porque para que exista FRET se requiere que las proteinas se

encuentren a una distancia de 10nm. Nosotros sabemos que las proteinas DmP52 y
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DmP8 interaccionan fisicamente, sin embargo, no sabemos en qué orientaciones
quedaron las proteinas YFP y CFP y si la distancia era mayor que 10nm nunca ibamos a
observar el fendmeno de FRET.

Una segunda estrategia que se sigui6 fue ver la dindmica de ambas proteinas in vivo por
separado a diferentes tiempos en condiciones normales y después de haber irradiado con
luz UV. Lo que observamos fue un incremento en la sefial de la proteina YFP-DmP52
en las glandulas irradiadas. Una vez que el tiempo necesario para reparar el dafio
transcurrio, la intensidad de la sefial bajé. A las 16 hrs después de irradiar se espera que
el dafio haya sido completamente reparado por la maquinaria de REN en el que participa
el subcomplejo “core” de TFIIH (Zurita and Merino, 2003). Sorprendentemente, no
observamos cambios en la intensidad de la sefial de la proteina DmP8-CFP en las
glandulas irradiadas. Nosotros esperabamos que al igual que con la proteina YFP-
DmP52 hubiera un incremento considerable en la sefial de la proteina DmP8-CFP, ya
que se ha reportado que en células humanas hay un “pool” citoplasmatico de la proteina
DmP8 y cuando hay dafio en el ADN esta proteina libre en el citoplasma es reclutada al
nucleo (Giglia-Mari et al., 2006).

La explicacion del porqué no observamos comportamiento esperado, probablemente, es
debido a que no logramos obtener una linea que tuviera dos copias de la proteina
DmP8-CFP y dos copias de la proteina H2AV-RFP. En un estado homdcigo de ambas
proteinas existe una interaccion desfavorable entre ambos trangenes que da como
consecuencia que los organismos pongan huevos pero éstos no se desarrollan y por lo
tanto esta familia no puede ser fundada. La linea con la que trabajamos tiene una copia
de cada transgen y en la progenie tenemos una combinacion de organismos homaocigos
y heterdcigos para cada transgen. Entonces, cuando se realizo el experimento se tomo
una mezcla de organismos homdcigos y heterocigos para cada transgen. Es importante
mencionar que la expresion del transgen fué mayor en los organismos homaocigos que
en los organismos heterdcigos. Este hecho impide decir con exactitud si es que
realmente no hay cambios en la sefial del transgen después de haber causado dafio o si el
comportamiento observado es producto de la mezcla de organismos homdcigos y

heterocigos que tenemos. Para resolver este problema en el laboratorio se esta
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trabajando con una nueva linea que lleva el transgen DmP8-CFP en el cromosoma tres,
a diferencia de la linea anterior que tiene al transgen en el cromosoma dos, sabemos que
tiene el mismo patrén de localizacion en los testiculos y en los embriones que la linea
anterior y estamos en la espera de tener la familia homdéciga en combinacion con la

proteina H2AV-RFP para poder repetir este experimento.
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9. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

El transgen YFP-DmP52 rescata la condicion homociga letal de la insercion
EP3605 y el fenotipo de semi-letalidad en los organismos heteroalélicos
(EP3605/mrn5) de DmP52. El transgen DmP8-CFP rescata la condicion de
semi-letalidad en los organismos DmP8 nulos. Estos resultados demuestran que

estas proteinas son funcionales.

La localizacion de las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP tienen la misma
dindmica durante la mitosis, se encuentran en los nucleos en interfase, profase y
metafase. Durante la anafase comienzan a dirigirse hacia el citoplasma y en la
telofase se localizan en el citoplasma y finalmente regresan a los nucleos en la

interfase del siguiente ciclo.

La localizacion de YFP-P52 en los espermatocitos primarios es independiente de
la presencia de DmP8 en estas células. Por el contrario, la proteina DmP8-CFP
se deslocaliza de los nacleos en los espermatocitos primarios en un fondo
mutante de DmP52, lo que sugiere que su localizacion es dependiente de
DmP52.

Las proteinas YFP-DmP52 y DmP8-CFP se localizan en el ndcleo de las células
de glandulas salivales de larvas de tercer instar y parecen excluirse del nucléolo.

La proteina YFP-DmP52 incrementa su expresion en las glandulas salivales que
han sido irradiadas con luz UV. Por otra parte pareciera que la proteina DmP8-

CFP se mantiene constante en las glandulas irradiadas con luz UV.
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10.

X/
L X4

X/
L X4

PERSPECTIVAS

Determinar si realmente no hay un cambio en la distribucion de las proteinas
DmP8-CFP y H2AV-RFP en las glandulas salivales después de irradiarlas con

luz UV en una nueva linea que sea homdciga viable.

Visualizar cual es la dinamica, in vivo, de otras subunidades de TFIIH como
XPB y XPD. Asi como de otros componentes de la maquinaria basal de

transcripcion, como la ARNPolll durante el desarrollo embrionario temprano.

Determinar si todo el complejo de TFIIH estad ensamblado durante las primeras

divisiones mitdticas antes de que comience la transcripcion cigética.

Determinar si el complejo de TFIIH co-inmunoprecipita con otros componentes
de la maquinaria basal de transcripcion antes de comience la trascripcion
cigotica.

Determinar si la ARNPolll se encuentra activa (fosforilada) en la primeras

divisiones mitéticas.

Determinar si TFIIH realmente esta interaccionando con la cromatina durante las

divisiones mitdticas tempranas y analizar sobre que promotores se localiza.
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