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RESUMEN

En Drosophila melanogaster las primeras rondas de transcripcién cigotica
suceden en el estadio de blastodermo sincicial, conformado por 13 divisiones
nucleares que en promedio duran 9 minutos y desde el ciclo 8 se transcriben ya
poco mas de 100 genes. Una forma de estudiar la transcripcién en esta etapa es
mediante la observacién de la localizacion y dinamica de elementos de la
maquinaria basal de transcripcién. Uno de ellos, el factor de transcripcion Il H
(TFIIH), es uno de los factores de transcripcidn mas extensamente estudiados
pero poco se sabe de su participacion en la activaciéon de la transcripcion cigética.
Este trabajo se centré en uno de sus sub-complejos, la Cinasa activadora de
CDKs (CAK, por sus siglas en inglés); uno de sus componentes, la cinasa Cdk7,
es responsable de la fosforilacién del dominio carboxilo terminal (CTD) de la ARN
polimerasa Il. Para estudiar la distribucion y dinamica de CAK se generaron
moscas transgénicas que expresan a los componentes de CAK (CDK7, MAT1 y
Ciclina H) etiquetados con proteinas fluorescentes y se observo la dinamica in
vivo de estas proteinas utilizando microscopia confocal. Se encontré que la senal
fluorescente de CAK esta enriquecida en los ndcleos del blastodermo sincicial
desde la division nuclear 8, coincidiendo con la primera oleada de transcritos del
embrién, y ademas, se observa un traslape aparente con la sefal fluorescente
de los cromosomas mitéticos incluso durante anafase, apuntando a una posible
funcién de Bookmarking de TFIIH. Por otro lado la disminucién de CDK7 en el
embrién, utilizando un sistema ARN interferente, genera un incremento en el
porcentaje de embriones con defectos mitéticos, afectando severamente la
viabilidad de dicha linea de moscas. Estos resultados fueron consistentes con
datos obtenidos previamente en nuestro grupo sobre la distribucion y dinamica,

asi como efecto de mutaciones de proteinas del Core.



1. INTRODUCCION

1.1 La activacion de la transcripcion cigotica en Drosophila

melanogaster

En animales, el control inicial del desarrollo embrionario depende enteramente
de la maquinaria proteica y de los transcritos de origen materno, cargados en el
citoplasma durante la oogénesis [1], hasta que ocurre la activacion
transcripcional del genoma en un evento conocido como transicién de control
materno a cigoético [2], donde los transcritos maternos son degradados y el
cigoto comienza la produccion de su propio ARN [3]. Embriones mutantes de
Drosophila melanogaster que carecen de brazos o cromosomas completos se
desarrollan de manera relativamente normal hasta el ciclo 14, donde comienzan
a mostrar los defectos caracteristicos de las regiones cromosomales ausentes,

una vez que se han degradado los transcritos maternos [4].

Las primeras etapas del desarrollo embrionario de D. melanogaster, ocurren en
un sincicio formado por 13 ciclos sincréonicos de replicacion y division nuclear en
la ausencia de citocinesis [5]. A partir del ciclo de division 9 los nlcleos migran
a la periferia del embridén y es hasta el ciclo 14 que estos son rodeados por una
membrana, dando lugar al proceso de celularizacion [6]. Al finalizar el ciclo 13
ocurre una pausa (conocida como gap) que marca el inicio de la transicién a
blastula media (MBT, por mid-blastula transition). Esta interrupcion de la mitosis
permite la invaginacion de la membrana plasmatica entre los nucleos sinciciales
para formar el blastodermo celular y, posteriormente, continuar con la
gastrulacion (Figura 1) [1]. El embridon logra completar estos 14 ciclos en menos
de 1.5 horas, gracias a la omisidon de pausas entre replicacion y mitosis (Solo
fases Sy M) y a la replicacion sincronica del genoma completo en menos de 3.4
minutos, los ciclos de divisidon nuclear duran en promedio 9 minutos (hasta ciclo

10) y se extienden hasta 14 minutos en el ciclo 13 [7].



Durante estos rapidos ciclos de division nuclear ocurre la activacion de la
transcripcion cigética (ATC), donde el embrién incrementa gradualmente la
produccién de sus propios transcritos gradualmente. Algunos reportes indican
que los primeros transcritos pueden detectarse desde el ciclo de divisién 6 [8,9],
y que la total activacion del genoma ocurre durante el ciclo 14 [7]. Es
ampliamente aceptado que la aparicion de transcritos durante la ATC se puede
dividir en una ola menor (desde el ciclo 8) a una ola mayor de transcripciéon (en

el ciclo 14) como se puede observar en la Figura 1. [1,3]
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Figura 1. Progresion del desarrollo del embrién temprano de Drosophila
melanogaster (Modificado de [3,6]). En la etapa conocida como blastodermo
sincicial, se observa que menos de 200 transcritos producidos por el embridn
son detectados entre los ciclos de division 8 y 13 (ola menor), y es hasta el
ciclo 14 que ocurre una activaciéon masiva de la transcripcion (ola mayor), con

mas de 3000 transcritos detectados. En el panel inferior se observa la
distribucion los nucleos de un embridn entre los ciclos 8 y 14.



Antes de la oleada de transcripcion masiva del genoma del embriéon durante la
MBT ya se comienzan a transcribir genes pequefos, sin intrones, que usan sitios
de inicio que resultan en el menor transcrito posible y que aun asi, cumplen con
importantes funciones en el embrién temprano como el establecimiento de los
patrones antero-posterior y dorso-ventral, la diferenciacion sexual y la
celularizacion; a estos 117 transcritos identificados hasta la fecha, se les conoce

como genes pre-MBT [10].

1.2 Regulacion de la activacion de la transcripcion y la transiciéon a

blastula media en embriones de D. melanogaster

Son varios los mecanismos que se han propuesto como responsables de la
coordinacion de la transicion a blastula media en D. melanogaster. Uno de ellos
monitorea la relacion nucleo-citoplasma (N:C) y el otro es independiente de N:C
y mas bien esta relacionado con la prolongacién consecutiva de cada division
nuclear [11]. La relacion N:C indica que al incrementar el material nuclear en un
mismo volumen citoplasmico los factores maternos que reprimen la transcripcion
se diluyen y se facilita a transcripcion [9]. Otro modelo sugiere que el incremento
en la relacion N:C retarda el ciclo celular permitiendo la transcripcion de factores
necesarios para desencadenar la MBT [7]. La dilucién de represores de la
transcripcion (asi como su posterior degradacion), prolongacion del tiempo
disponible para producir transcritos asi como el incremento de ADN templado
disponible para transcribir contribuyen al inicio de la MBT [9]. Se ha sefialado
que la ganancia de accesibilidad a promotores es el factor limitante para el inicio
de la oleada mayor de transcripcion, aunque falta determinar qué proteinas

controlan este proceso [11].



En D.melanogaster, se ha planteado que el incremento de la relacién N:C
promueve la degradacion de Twine (una fosfatasa de tirosina encargada de
defosforilar a Cdk1) durante el ciclo 14 mediante (aunque el mecanismo que lo
regula no se ha descrito), la fosforilacion inhibitoria de Cdkl se mantiene, los
nucleos no entran a mitosis y gracias a esta pausa la transcripciéon generalizada

puede llevarse a cabo [7], tal como se observa en la Figura 2a.

Poco se conoce sobre los factores transcripcionales que median el inicio de la
activacion del genoma cigoético, aunque dos factores, el Factor de estabilidad
Bicoid (BSF, Bicoid Stability Factor) y Zelda (ZLD) se unen a elementos cis
llamados TAGteam que se encuentran a 500pb de los transcritos de la primera
ola de transcripcion [1]. En el blastodermo celular, ademas de BSF y ZLD,
numerosos factores de transcripcion, polimerasas (principalmente ARN
polimerasa Il) y otras proteinas que median su actividad, estan unidas a las

regiones cromosémicas transcripcionalmente activas [3,10].

Una caracteristica de la MBT es que la mayoria de transcritos maternos ya fueron
degradados en esta etapa. En D. melanogaster, posterior a la activacion del
huevo, la serina/treonina cinasa Pan gu (PNG) promueve la traduccion de una
proteina de uniéon a RNA, Smaug (SMG) que se une a transcritos maternos que
contienen las secuencias de reconocimiento para SMG. Smaug recluta al
complejo de deadenilacion CCR4/POP2/NOT que remueve la cola poli A de los
transcritos maternos iniciando su degradacidn. Esto es de particular importancia
para los transcritos maternos inestables. Otras dos proteinas en D. melanogaster
han sido sefialadas como participes de la desestabilizacion de transcritos
maternos: Pumilio (PUM) y las proteinas de unién a AREs (AU-rich elements,
elementos ricos en adenilato-uridilato), pero ain no se confirma su papel en este
proceso. Se sabe también que los miRNAs de la familia miR-309 participan en la
desestabilizacion de cientos de mRNAs maternos en D. melanogaster [1], y como
se puede observar en la Figura 2b, su regulacion esta bajo el control de Smaug,

aungue se desconoce a los componentes de esta via.
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Figura 2. La regulaciéon de la entrada a la MBT depende de la activacion de la
transcripcion y la degradacion de transcritos maternos. a) Prolongacion de la
mitosis permite transcribir genes mas largos y obtener mas transcritos. b)
Destruccion de transcritos maternos: en D. melanogaster, Zelda propicia la
expresion del genoma del cigoto y activa a miR-309, lo que provoca la
destruccion de los transcritos maternos. Smaug tiene la misma funcién y activa
a miR-309, muy posiblemente, a través de la degradacion de factores que
afectan su stabilidad y/o sintesis, aunque dichos blancos no han sido
completamente identificados (Modificado de [9]).

1.3 La maquinaria basal de transcripcion: El complejo de Pre-iniciacion

Para que la transcripcion pueda llevarse a cabo requiere del ensamble previo y
ordenado de los factores generales de la transcripcibn en una estructura de
aproximadamente 2 MDa llamada Complejo de Pre-iniciacion (PIC) que asegura
el posicionamiento correcto de la RNA polimerasa Il (Figura 3a). Los estudios
para reconstruir el proceso de ensamblaje del PIC se han llevado a cabo in vitro,

basandose en datos de cristalografia, crio-microscopia electréonica y datos
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bioquimicos de cada proteina involucrada [12], por lo que los modelos como el

mostrado en la Figura 3b son el resultados de la combinacién de varias técnicas.

TFIH
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Figura 3. El complejo de pre-iniciacién de la ARN polimerasa Il. a) Secuencia
del ensamble ordenado de los factores de transcripcidn basales, la ARN
polimerasa Il no se muestra pero es llevada al sitio del promotor por TBP y las
TAFs, en un complejo llamado TFIID. b) Modelo de PIC Humano, obtenido con
crio-microscopia electrénica (transparente) y modelado molecular (diagrama
de cintas) donde se muestra a la RNA polimerasa Il en cintas grises (Tomado
de [14]).

Todos los PICs en eucariontes requieren de una ARN polimerasa, TBP (TATA
binding protein) y los factores de transcripcion basales TFIIB, TFIIE y TFIIF (en
el caso de la polimerasa IlI) o proteinas funcional o estructuralmente

relacionadas (en el caso de las polimerasas | y 111 [13].

Como se ilustra en la figura 3a, el primer complejo en unirse al DNA es Pol 1l-
TFIIB-TBP; TBP es parte del factor TFIID, que ademdas contiene factores
asociados a TBP (TAFs, por sus siglas en inglés). Mientras que TBP se requiere

en la unidn a la mayoria de los promotores, las TAFs poseen funciones especificas



de promotor, por lo que su participacion en el PIC es variable. Posteriormente
se unen TFIIA (estabiliza el complejo aunque no es esencial para la transcripcion
basal), TFIIF (previene interacciones inespecificas de la polimerasa con el ADN),
TFIIE y TFIIH. Los factores generales de la transcripcidn poseen dominios
estructurales que llevan a cabo su funcidon una vez en el complejo (Figura 3b)
[14].

Aungue TFIIH es el dltimo en unirse a PIC (Figura 3a), su actividad helicasa y
translocasa es esencial para la apertura de la horquilla de transcripcion; por una
parte abriendo el ADN y por otro lado acomodando la hebra con la secuencia
promotora en la ranura de la polimerasa [15]. La subunidad CAK de TFIIH posee
la capacidad de fosforilar la serina 5 del dominio carboxilo terminal (CTD) de la
ARN polimerasa Il [16]. El CTD en Drosophila melanogaster consiste en un
tAndem de 44 repeticiones del heptapéptido Y1S2P3T4SsPsS7 [78] v la fosforilacion
de los residuos de serina 5, junto con la fosforilacién de la serina 2 (por Cdk9),
permiten la salida de la polimerasa de la burbuja para dar inicio a la transcripcién
[16]. Aun queda por determinar si la fosforilacion de serina 2 y serina 5 ocurre
simultaneamente en el mismo repetido de heptapéptido del CTD [17]. Se ha
sugerido que combinaciones de fosforilaciones en las serinas 2 (por Cdk9), 5
(por Cdk7, Cdk8 y Cdk9) y 7 (por Cdk7), asi como la isomerizacion de prolinas
contituyen el “Cddigo del CTD”, que coordina la transcripcién con el
procesamiento del pre-mRNA, modificacion de histonas y arreglos de las sub-

unidades del spliceosoma [17].
1.4 El factor de Transcripcion IT H

TFIIH (Transcription Factor Il H) es uno de los factores de transcripcién mas
extensamente caracterizado y hasta la fecha se sabe que, como complejo o sus
sub-unidades, esta implicado en transcripcion, reparacion del ADN, regulacion
del ciclo celular y segregacion de los cromosomas (Figura 4) [18,19]. Este
complejo proteico de 500kD esta formado por 10 sub-unidades que en conjunto
resultan tan grandes como la ARN Polimerasa Il [19,20,21] y, aunque
inicialmente fue identificado como un factor transcripcional especifico de esta

ultima, actualmente se sabe que también media la transcripcion de ADN



ribosomal por la RNA polimerasa I, donde funciona como un factor de elongacion
[22,23]. Adicionalmente, TFIIH participa en el sistema de reparacién por escision
de nucledétidos (REN) [19,24,25].

TFIIH se subdivide en dos complejos (Figura 4): El Core, formado por 7 proteinas
(p8, p34, p44, p52, p62, XPD y XPB) vy la cinasa activadora de CDKs o CAK (por
Cdk activating kinase) formado por 3 proteinas (CDK7, Ciclina H y MAT1)
[20,26,27]; De manera interesante, la proteina XPD se puede encontrar en
ambos complejos y funciona como un puente entre el Core y CAK [28,29].
Incluso se ha sugerido a XPG (una endonucleasa del sistema de reparacion del
ADN por escision de nucleétidos) como la unidad numero 11 de TFIIH [30],

aungue en el presente trabajo solo se consideran las 10 sub-unidades candnicas.

TFIIH posee multiples actividades enziméaticas (Tabla 1); XPB y XPD son
ATPasas/helicasas de DNA, CDK7 es una cinasa y la unidad p44 es una ubiquitin-
ligasa [15]. Mutaciones en tres subunidades de TFIIH (XPD, XPB y p8/TTD)
llevan al desarrollo de tres distintos desérdenes genéticos: xeroderma
pigmentoso (XP), Sindrome de Cockayne (CS) y Tricotiodistrofia (TTD) [19,30].
Ya que la actividad de CAK puede ser modulada por TFIIE (recluta a TFIIH al PIC
y modula su actividad cinasa), CDK8 (fosforila a ciclina H interrumpiendo el
ensamblaje de CAK), y mutaciones de XPD que afecten su anclaje al Core, no se
descarta que mutaciones en TFIIE o en el Complejo Mediador (del cual es parte
CDK®8) afecten la actividad de CAK [31].



Ciclo celular

opRoaPNU
9p uolsIos] Jod uopeleday

Transcripcion

Holo-TFIIH

CGX

Segregacion de cromosomas

Figura 4. TFIIH: funciones del complejo y sus sub-unidades. El complejo TFIIH
es altamente dinamico y sus subunidades pueden disociarse para cumplir
funciones esenciales para el desarrollo. El complejo de 10 unidades participa
en la transcripcion, donde XPB y XPD abren la cadena de ADN mientras CDK7
fosforila al CTD. La actividad cinasa no es requerida en REN y el CAK es
separado del Core, donde este puede desenrollar al DNA dafiado y permitir la
reparacion. Por otro lado, CAK es la cinasa activadora de CDKs que junto con
las ciclinas correspondientes regulan la progresion del ciclo celular. XPD regula
negativamente a CAK, y separado de cualquier otra subunidad de TFIIH, se
une a los complejos CGX y MMXD para controlar la segregacion de
cromosomas. Imagen modificada de [31].



Sub-
Complejo

Humano| Mosca Funcion

Helicasa dependiente de ATP con
XPB haywire actividad 3” a 57. En levadura (Ssl2)
actividad translocasa.
Estructura. Interacciona con factores
de transcripcion y REN

p62

p52 marionette Regula la actividad ATPasa de XPB

Core

En levadura (Ssl1) Ubiquitin ligasa de

p44 E3

p34 Estructura. Interacciona con p44

p8 TFB5 Regula la actividad ATPasa de XPB

Helicasa dependiente de ATP con
actividad 5° a 37, forma un puente
entre Core y CAK. Participa en
segregacion de cromosomas
CDK7 CDK7 Cinasa de residups de serinay

treonina

Ciclina H Modula la actividad cinasa de CDK7

XPD XPD XPD

CAK

Estabiliza a CAK. En levadura (Tfb3)

MAT1 MAT1 o .
regula la nedilacion de culina

Tabla 1. Nombre y funciéon de las proteinas que componen a TFIIH.
Mosca=Drosophila melanogaster. CAK=Cinasa Activadora de CDKs. Se
menciona la funcién en levadura cuando no se conoce su funcibn en Humano o
en mosca (Modificado de [26]).

1.5 Core

El sub-complejo Core depende de su unién a CAK a través de XPD para integrar
a TFIIH y asi participar en la transcripcion. En la Figura 4 se aprecia que el Core
forma una especie de estructura de anillo, que le permite acomodar al ADN
dentro de ella [20]. Las subunidades XPD y XPB son helicasas/ATPasas que
participan en la apertura del ADN para iniciar la transcripcion y la reparacion
[15,32,33]. Experimentos en levadura han demostrado que Ssl2 (XPB) tiene una
actividad translocasa y no helicasa convencional y su procesividad es de una
vuelta de ADN, consistente con la longitud de la apertura de la cadena durante
el inicio de la transcripcion [15]. Interesantemente, XPD posee un papel

independiente de TFIIH, pues se ha identificado en los complejos MMXD
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(MMS19-MIP18-XPD) y CGX (Crumbs-Galla-XPD) implicados en segregacion de

los cromosomas [34,35].

El sub-complejo Core no siempre requiere estar unido al CAK; por ejemplo
durante el mecanismo de reparaciéon por escision de nucledtidos (REN), CAK
interfiere y debe ser removido para dar inicio a la reparacion [24]. En REN, una
vez que se ha dado el reconocimiento del dafio en el ADN (por XPC y la ARN
polimerasa Il) se recluta a XPA, RPA, XPG y TFIIH. Es hasta que CAK se separa
de Core que XPB con su polaridad 3" -5" y XPD con su polaridad 5 -3” abren
una horquilla de alrededor de 27 nucledtidos que flanquea el dafio para permitir

la incision de la hebra dafiada y su posterior reparacion (Figura 5) [24,33].

Se considera que no hay un sistema REN en funcionamiento durante los rapidos
ciclos de division nuclear en el embrion temprano de D. melanogaster, y de
hecho es hasta después de la MBT que los puntos de control de replicacién y

dafno al ADN del ciclo celular son eficientes [36].

—— TFlIHe—
XPB

;&/ XPD 5'-3'

a)

Figura 5. Modelo de apertura del ADN de doble cadena en REN. a) Cuando
TFIIH se une, XPD se acomoda en una apertura de al menos 10 pb corriente
abajo del sitio de dafio (reconocido por hr23b-XPC). b) XPB se une hasta que
existe DNA de cadena sencilla y XPD entonces puede abrir la burbuja sobre la

lesion mientras XPB la extiende, esto podria suceder en direcciones opuestas o
en la misma direccion. Modificado de [37].
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1.6 CAK: Cinasa Activadora de CDKs.

N-term
helix

Cyclin box

cocr TTTIVMviais wari [ Ring [ Coiled-coil JffFydrophobic] CyclinH

1 - % 114 175 309 1 50 153 164 261 323

CDK7 contiene 12 motivos, donde el ~ MAT1 tiene un dominio RING, un Ciclina H contiene dos repetido con
motivo | contiene al dominio de dominio coiled-coil requerido para  cinco hélices cada uno que
unién a ATP, el motivo Ill contiene a interaccionar con XPD y un domino constituyen la caja de ciclina ( aprox.
la secuencia de interaccion con  hidrofébico en el extremo c-terminal 100 pb homdlogas entre ciclinas) .
Ciclina H y en el motivo VIl se que interaccionacon CDK7-Ciclina H. HN y HC son hélices adicionales.
encuentra el sitio de fosofrilacion

necesario para activar a CDK7

Figura 6. Sub-unidades de CAK y su estructura. Hasta la fecha no existe una
estructura cristalizada de CAK ensamblado. Las estructuras mostradas
corresponden a las proteinas de humano. Las estructuras de CDK7 y Ciclina H
corresponden a datos de critalografia acompafiados de espectrometria de
masas. El dominio N-terminal de MAT1 se obtuvo con espectroscopia de
resonancia magnética nuclear. Imagen ensamblada a partir de [31,38,39,40].

1.6.1 El papel de CAK en la transcripcion

Cuando CAK esta unido al Core de TFIIH, la actividad cinasa de CDK7 le permite
fosforilar al CTD de la ARN polimerasa Il en el residuo de serina 5 para iniciar la
transcripcion [16,19] y se ha demostrado que también puede fosforilar a la
serina 7 del CTD [17,41]. Ambas modificaciones se han relacionado con la
transcripcion de ARNs pequefos nucleares (snRNA) (el Complejo Integrador
reconoce a la marca de serina 7 fosofrilada; este complejo participa en el
procesamiento de los snRNA) [42], y el reclutamiento de la maquinaria del
capping [43]. p-TEFb (positive transcription elongation factor), que media la
transicion de Iniciacién a Elongacion de pre-mRNAs, tiene preferencia por
heptapéptidos pre-fosforilados en serina 7 [17]. La actividad de CDK7 y de otras

cinasas del CTD establece un patréon de fosforilaciéon que influencia la asociacion
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de numerosos factores nucleares con RNA Pol Il, y por lo tanto, regulan la

transcripcion en distintos contextos celulares [44].

CDK7 también es capaz de regular la pausa de la ARN pol Il modulando el
desplazamiento de TFIIE y el reclutamiento a DSIF (DRB sensitivity-inducing
factor) en el sitio de pausa de la ARN Polimerasa Il, préximo al promotor, lo que
podria explicar por qué la inhibicibn de CDK7 in vivo (en células de colon
humano) lleva a la disminucion de la pausa que hace la ARN Polimerasa Il. Por
otro lado, CDK7 fosforila el T-loop de Cdk9 en cromatina in vivo, con lo que
también puede liberar a la RNA Pol Il de su pausa, ya que Cdk9 fosforila a la
serina 2 del CTD, marcando asi la etapa de elongaciéon [45]. CDK7 es capaz de
fosforilar a la serina 515 del receptor de andrégenos, promover su
poliubiquitinacién y su consecuente protedlisis y afectar asi el proceso de
transactivacion del promotor de PSA (prostate-specific antigene) uno de los

genes responsivos a andrégenos mas estudiado [46].

Los ejemplos anteriores demuestran la gran relevancia de la sub-unidad CAK

durante la transcripcion.

1.6.2 El papel de CAK en el control del ciclo celular

Separado de Core, CAK esta involucrado en la regulacion de la progresiéon del
ciclo celular; fosforila residuos especificos de treonina de las cinasas
dependientes de Ciclina Cdkl, Cdk2, Cdk4 y Cdké6, y esta modificacion determina
la unidbn a sus respectivas ciclinas [47,48]. En metazoarios CAK, es la Unica
cinasa activadora de CDKs que se ha identificado [49], mientras que en levadura
no es capaz de llevar a cabo esta funcién, donde el papel le corresponde a Cdkl
[50]. La actividad de CAK es regulada negativamente al unirse a XPD, y la
degradacion de esta proteina se ha planteado como un mecanismo de liberacion
de Cdk7 para la progresion de la mitosis. XPD parece mediar la capacidad de
CAK para intervenir en el ciclo celular o de integrarse para formar TFIIH en la
transcripcion. Los niveles de XPD disminuyen en la mitosis, lo que incrementa la

actividad de CAK y promueve la progresion del ciclo celular. Por otro lado, la
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sobreexpresiéon de XPD puede secuestrar a CAK generando un retraso en la
entrada a la mitosis y segun lo observado en embriones en el ciclo 13, causa un

menor nimero de divisiones [52].

La deficiencia en CDK7 tiene como resultado severos defectos mitéticos en C.
elegans y D. melanogaster, sin embargo estos datos son controversiales. En el
caso de ratones, la deficiencia de cualquiera de estas tres proteinas (CDK7, MAT1
y Ciclina H) deriva en letalidad durante etapas embrionarias tempranas [49]. En
levaduras, mutaciones en mcs6 y pmh1 (homologos de Cdk7 y MAT1) impiden
completar la divisién celular a temperaturas restrictivas y entran en arresto,

acompafado de fosforilaciéon disminuida del CTD [53].

La participacion de CAK en la regulacion de la transcripcion por RNA polimerasa
Il y su papel en la activacién de las Cdks apunta a la existencia de un sistema
que coordina simultaneamente a los ciclos de division celular y a la expresion de

genes [48].

1.6.3 Efectos de la alteracion de las subunidades de CAK en el desarrollo

embrionario

Larochelle y Leclerc publicaron en 1998 y 2000, respectivamente, trabajos sobre
la relevancia de CDKZ7, identificandola como la cinasa responsable de la
activacion de los complejos Cdc2/Ciclina A y Cdc2/Ciclina B en Drosophila y
mostraron gque la disminucién de su expresion [54], asi como la expresion de
alelos dominantes negativos [55], repercuten de manera importante en la

progresion del ciclo celular [54] y la activacion de la transcripcion cigoética [55].

En un trabajo de Qing Yun Liu (2007), la expresiéon de una forma dominante
negativa de la Ciclina H retrasé la activacion de la transcripcidon cigodtica en
embrines de pez cebra, con lo que la apoptosis sucedié 5 horas después de la
fertilizacion, y llevo a severos defectos en tejidos que normalmente expresan
altos niveles de ciclina H. El 48% de los embriones inyectados con la forma
dominante negativa de la Ciclina H mostraron retraso en el desarrollo y severos

defectos. El 36% de los embriones detuvieron su desarrollo en la etapa de
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blastula media. La supervivencia observada parece deberse a que la Ciclina A
también puede activar a CDK7, pero este estudio representa una importante
evidencia de la relevancia de la Ciclina H para el correcto inicio de la transcripcion
[56].

Por otra parte, la alteraciéon del gen MAT1 en ratones lleva a letalidad antes de
la implantacién, coincidiendo con la deplecién de MAT1 materno (tanto de las
proteinas como el ARN mensajero). En un modelo de células trofoblasticas
gigantes de raton las células MAT17- son incapaces de entrar a la fase S, tienen
niveles de CDK7 notablemente disminuidos (no asi de los elementos de Core) y
presentan defectos en la fosforilacion del CTD (Tanto ser5 como ser2 del repetido
heptapéptido); sin embargo los niveles de transcripcidon no parecen disminuirse
en estas células. Esto se comprobé evaluando la transcripcion de novo con un
plasmido reportero microinyectado y adicionalmente se monitorearon los niveles

de varias proteinas (incluso ciclinas) [57].

De manera consistente, la remocion del gen MAT1 en células de Schwann de
ratén no causa problemas fisiolégicos o morfolégicos durante el desarrollo ni la
juventud, pero comienzan a degenerar apenas alcanzan los tres meses de edad,

con lo que se evidencia el caracter regulatorio, mas no esencial de MAT1 [58].

1.7 Antecedentes

Queda claro gque al abatir las funciones de cada elemento de CAK se afecta el
desarrollo temprano, siempre con caracteristicas que apuntan a fallas en el ciclo
celular y transcripcién, por lo que se vuelve necesario discernir su influencia en
dichos aspectos del desarrollo embrionario temprano. El embriéon temprano de
D. melanogaster, presenta varias ventajas sobre otros modelos animales como
un modelo de activacion de la transcripcion cigética, principalmente la rapidez
con la que se desarrollan, la facilidad de su manejo y las multiples técnicas
disponibles para estudiar eventos de su desarrollo temprano. Por estas razones

ha sido el modelo de estudio predilecto de este laboratorio.

15



En un trabajo de Javier Aguilar Fuentes (2006) se observd, utilizando técnicas
de inmunotincién, que componentes de TFIIH tienen una distribucibn muy
distinta durante el establecimiento de la transcripcién embrionaria: las unidades
del Core se encuentran en el citoplasma del embridn sincicial, y desde la division
10 hasta la etapa de blastodermo celular se encuentra preferentemente nuclear,
excluyéndose de los nucleos en mitosis durante la gastrulacion. CAK es
principalmente citoplasmatico durante la celularizacion y la gastrulacion pero en

etapas posteriores del desarrollo se localiza en el nucleo junto con los otros

componentes de TFIIH [59].

Cdk7

Combinado

Gastrulado Celularizado

Figura 7. La distribucién de Cdk7 y XPD es distinta en el blastodermo celular.
Co-inmunotincién de Cdk7 (rojo) y XPD (verde). Panel superior: periferia de un
embrién celularizado, donde XPD (verde) se encuentra mayoritariamente
localizado en la regién nuclear y Cdk7 (rojo) en el citoplasma. Panel inferior:
superficie de un embrién gastrulado, se observa que la localizaciéon de las
proteinas no se traslapa notablemente, con XPD en la regién nuclear y Cdk7 en
el citoplasma. Tomado de [59].

Interesantemente, en experimentos de inmunoprecipitacibn se observé que
tanto el CAK como el Core se encuentran posicionados en promotores de genes
gue se activan en el inicio de la transcripcion cigotica (hunchback (hb) y la
histona H3); esto indica que bajo las condiciones utilizadas para preparar y
observar las inmunotinciones, no es posible observar la presencia de CAK en el
nucleo pero si se encuentra ahi junto con el Core de TFIIH. Co-
inmunoprecipitaciones con anticuerpo anti-XPB y anti-CDK7 demostraron que

CDK7 y MAT1 se encuentran en fracciones nucleares junto con XPD y XPB, pero
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no co-inmunoprecipitan en fracciones del citoplasma, donde solo se observa a
XPD con XPB, lo que sugiere gue el ensamblaje de TFIIH sucede en el ndcleo
cuando se encuentran en la transicion de blastula media, durante el inicio de la

transcripcion de los genes cigoéticos [59].

En el afio 2010, Xiaoming Li et al publicaron un articulo en el que plantean la
existencia de CAK como un tetrAmero que incluye a XPD; este ultimo encargado
de regular la presencia del complejo en compartimentos sub-celulares
especificos durante el ciclo celular. En este trabajo indican que la localizacion de
CAK lejos de los cromosomas y de Cdkl es lo que permite la salida sincrénica
de la mitosis en el blastodermo sincicial. En sus inmunotinciones de embriones
de entre 10 y 14 ciclos de divisiones nucleares se observa que la sefal de CDK7
se pierde ciclicamente durante la mitosis, aunque se acumula en el nucleo
durante la interfase, especificamente en la eucromatina, y excluido de la
heterocromatina. En su trabajo indican que este resultado difiere con lo descrito
por Aguilar-Fuentes (2006) debido a diferencias de afinidad del anticuerpo.
Observan que cuando el embrién carece de XPD, CDK7 incrementa su
localizacidon en los cromosomas durante la anafase, cuando en los embriones
silvestres la sefial de CDK7 es mucho menor que la del citoplasma que rodea al

nucleo [60].

Como antecedente mas reciente a este proyecto esta el trabajo realizado por
Grisel L. Cruz Becerra en su proyecto de doctorado [61], en el cual demostrd
que la localizacion de las subunidades del Core de TFIIH p8, p52 y XPB durante
la embriogénesis temprana es altamente dinamica. Estas proteinas se
mantienen principalmente nucleares durante la fase de sintesis y la profase y
una fraccion continla en los cromosomas durante la metafase, anafase y
telofase, enriqueciéndose nuevamente en nucleo en el ciclo siguiente. Aunque el
trabajo de Cruz se centré en componentes del Core, un ensayo de inmunotincion
de embriones demostré que Ciclina H tiene un patrén de localizacion similar al
Core durante la mitosis, especificamente entre los ciclos 10 y 11

correspondientes al inicio de la transcripcion cigotica (Figura 8), lo que contrasta
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con los resultados obtenidos por Aguilar-Fuentes en el 2006 y por Li en el 2010.
No se conocen funciones de la Ciclina H independientes de CAK, por lo que

deberia tener una localizacion y dindmica semejante a CDK7 y MAT1.

Figura 8. Ciclina H (en rojo) muestra un patrén de localizacion similar al ADN
(en verde) durante la mitosis en embriones tempranos. Inmunotincion de
embriones fijados. En la amplificacion de ambas fases (recuadros) se observa
gue en metafase, anafase, y telofase la sefial de ciclina H se traslapa con la del
ADN (semejante a lo que se habia observado previamente con componentes
del Core, pero no para CDK7 o MAT1). Imagen cortesia de Grisel Cruz Becerra,
dato sin publicar.
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2. JUSTIFICACION

La maquinaria basal de la transcripcion se ha estudiado ampliamente y adn asi,
poco se sabe sobre su funcionamiento y composicion durante la activacion de la
transcripcion cigoética. Los embriones de mosca Drosophila melanogaster
resultan un interesante modelo de estudio debido a que las primeras rondas de
transcripcion ocurren entre ciclos de division nuclear de entre 9 y 10 minutos,
en lugar de horas como en las células de adultos. Estudiar la distribucion de los
componentes de dicha maquinaria durante el desarrollo temprano ayudara a
comprender parte de los complejos mecanismos que orquestan la activacion de
la transcripcion cigoética, paso esencial en el desarrollo embrionario. Los reportes
previos sobre la localizacién de estas proteinas en el embridén temprano vienen
de ensayos de inmunotincion de muestras fijadas, por lo que obtener un modelo
que permita observar a CAK (como un complejo independiente y como parte de
TFIIH) in vivo permitird obtener datos mas confiables respecto a su distribucion

y dinamica.
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3. HIPOTESIS

Ya que la participacién del CAK es importante durante las primeras rondas de
transcripcion del embrion, se requerird que al menos una pequefia porcion
permanezca unida a la cromatina mitética, y por lo tanto, cambios en la cantidad

de este complejo impactaran en la viabilidad del embrién temprano.

4. OBJETIVOS

Objetivo General:

Conocer la dinamica asi como el impacto de la disminucion del sub-complejo
CAK del factor de transcripcién TFIIH durante la activacién de la transcripcion

embrionaria in vivo.

Objetivos Particulares:

1) Obtener la dinamica de los tres componentes del sub-complejo CAK

utilizando microscopia confocal de embriones vivos.

2) Evaluar los efectos de la disminuciéon de los componentes del sub-

complejo CAK en el desarrollo del embrién temprano.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

O

Para determinar la dindmica del CAK durante la activacion de la
transcripcion cigotica usando microscopia confocal, se generaron lineas
de moscas transgénicas que expresan a las proteinas CDK7, MAT1 y

Ciclina H fusionadas a proteinas fluorescentes.

Para determinar si las proteinas recombinantes pueden cumplir la funcién
biolégica de las proteinas silvestres, se realizaron ensayos de rescate de

fenotipo con lineas mutantes de CDK7 y MATL1.

Para evaluar el papel de CDK7 en el desarrollo embrionario se expreso
RNA interferente durante la ovogénesis con un sistema UAS-GAL4. Se
comprobé la disminucién de CDK7 en embriones tempranos mediante
ensayos de western blot, y se evalu6 el efecto de dicha disminucién en la
mitosis mediante inmunotinciones. Adicionalmente, se realizaron ensayos

de oviposicién y supervivencia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Generacion de moscas transgénicas

Debido a que se desconoce la estructura de CAK y por lo tanto la posible

interferencia de

las proteinas

fluorescentes,

S€ generaron

proteinas

recombinantes marcadas en el extremo carboxilo o amino terminal. En la Figura

9 se muestran las 6 posibles proteinas recombinantes de CAK.
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6.1.1 Obtencion de cDNA

La extraccion de ARN se realizé utilizando el protocolo descrito en el instructivo
de TRIzol® Reagent: Se homogenizaron 100 mg de moscas de menos de 24
horas de edad, de fenotipo silvestre (Oregon-R) en 1mL de trizol seguido de
centrifugacién a 12000 x g por 10 min a 4°C. Se recuperoé el sobrenadante y se
dejo6 incubar por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se agregaron 0.2 mL de
cloroformo y se agité a mano por 15 s, incubando después durante 3 min a TA.
Se centrifugdé a 12000 x g por 15 min a 4°C. Se recuperd la fase acuosa
(superior, incolora) y se le agregaron 0.5 mL de isopropanol, se dejé incubar por
10 min a TA y se centrifugd de nuevo a 12000 x g por 10 min a 4°C. Después
de eliminar el sobrenadante se agregé 1 mL de etanol al 75%, se agité en vortex
brevemente y se centrifugd a 7500 x g por 5 min a 4°C. Se elimin6 el

sobrenadante y se dejo secar para luego resuspender en 100 uL de agua libre
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RNAsas, seguido de 15 min de incubacion a 60°C. EI RNA se cuantific6 por
NanoDrop, se corrié un gel para comprobar que no estuviera degradado y se

almaceno6 a -70°C.

Se generd el cDNA utilizando el Kit M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) de
Invitrogen™, con el siguiente protocolo: Se mezclaron 1 pg de RNA, 1 ul de
dNTPs a 10 mM, 0.5 pL de Oligo-dT, 0.5 pL de Random primers y se llevo a 13
ML con agua libre de RNAsas, se calenté a 65°C por 5 min, seguido de un paso
por hielo, para agregar 4 pL de buffer 5X, 2 pL de DTT 0.1 My 0.5 pL de RNAse
Out, después de mezclar se incub6 a 37°C por 2 min para agregar finalmente 1
ML de transcriptasa reversa e incubar 1 h a 37°C seguido de un paso de
desactivacion de 15 min a 65°C. Se realiz6 una PCR de punto final con
oligonucledétidos para amplificar Rp49, usando ADN gendmico como control
(Rp49 es 100pb méas grande en gADN) y el cDNA resulté libre de gDNA.

6.1.2 Obtencion de amplicones para las construcciones fluorescentes

Con dicho stock de cDNA se amplificaron las secuencias complementarias de
ARN mensajero de los genes CDK7, MAT1 y CycH, a las cuales se agregaron
sitios de restriccion en ambos extremos, como se indica en la Figura 9, con el
fin de poder introducirlos a los vectores de amplificacion. Los oligonucleétidos

utilizados para dichas amplificaciones se muestran en la Tabla 2.

Adicionalmente se disefaron oligonucleétidos para amplificar EYFP y mCherry
(Tabla 3), con los sitios de restriccién indicados en la Figura 9. y se amplificaron

a partir de vectores disponibles en el laboratorio.
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Oligo Clave Secuencia (5'-=>3")

181 | EcoRI-Cdk7 | AGA CTT GAA TTC CTG CCC AAT GCG AAT GAC AAA
182 Cdk7-Notl GAT TCA GCG GCC GCC TAG AAC TGC AGC CGC TTC
183 | EcoRI-CycH | AGA CTT GAA TTC TAT CCT GTG AGC TCG CAA AAG
184 CycH-Notl GAT TCA GCG GCC GCC TAT TGG CTG ATG TTC ATA
185 Xhol-CycH AGA CTT CTC GAG ATG TAT CCT GTG AGC TCG CAA
186 | CycH-Xmal | AGA CTT CCC GGG TTG GCT GAT GTT CAT AGC AGA
187 Xhol-MAT1 | AGA CTT CTC GAG ATG GAC GAC CAG GCG TGC CCG
188 | MAT1-Xmal | AGA CTT CCC GGG GGT GCC AGA TAC CAC ACC CGT
189 Xhol-Cdk7 AGA CTT CTC GAG ATG CTG CCC AAT GCG AAT GAC
190 | Cdk7-BamHI | AGA CTT GGA TCC CGG AAC TGC AGC CGC TTC TTC
193 | Hindl11-MAT1 | GAT TCA AAG CTT GAC GAC CAG GCG TGC CCG CGG
194 MAT1-Notl | GAT TCA GCG GCC GCC TAG GTG CCA GAT ACC ACA

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para amplificar a los
componentes del CAK con secuencias para enzimas de restriccion en los
extremos, al indicar el afio 2015 mas el No. de Oligo, se puede acceder a los

datos de sintesis desde el buscador de oligos del IBt.

Oligo Clave Secuencia (5'-=3")

191 Xhol-EYFP AGA CTT CTC GAG ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG
192 | EYFP-Hindlll GAT TCA AAG CTT CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC
4424 Xmal- AGA CTT CCC GGG GTG AGC AAG GGC GAG GAG GAT

mCherry
6023 | 3"mCherry- AGT TCA GCG GCC GCT TAC TTG TAC AGC TCG TC
Not |

Tabla 3. Oligonucleétidos especificos para las proteinas fluorescentes. El
Oligonucledtido numero 6023 fue sintetizado en 2012, a diferencia de todos los
demas, que fueron sintetizados en 2015.

Se utilizaron dos protocolos para generar los amplicones, y tres enzimas

polimerasa distintas (Tabla 4). Los productos de PCR se corrieron en geles de

agarosa al 0.8% disuelta en TBE 0.5X (Preparacion en Anexo V) con 0.1 pL/mL

de bromuro de etidio 5 mg/mL, en TBE 0.5X a 80-100 V. Se utilizé el marcador

de peso O” Gene Ruler de Thermo Scientific y se corté la banda del tamafio

esperado para cada amplicén (Aprox. 1Kb para componentes de CAK y 750pb

para las proteinas fluorescentes) para luego realizar la extraccion de ADN con el
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Kit QIAEX Il Gel Extraction de QIAGEN. En promedio utilizamos el producto de
5 reacciones de cada juego de oligonucleétidos para reunir la cantidad suficiente
de amplicon para llevar a cabo las digestiones. Para una revision detallada de

las reacciones de amplificacién realizadas, ver Anexo I.

Taq Pol
Reactivo /E?(E;—rljdacl—l::gh Taq DNA Polymerase€
Fidelity®
Agua 17.5 15.5
Buffer 10X 2.5 2.5
MgClz (25mM) NA 2
dNTP s (10mM) 0.5 0.5
Oligonucleétido 57 (10uM) 1.5 1.5
Oligonucleétido 37 (10uM) 1.5 1.5
Enzima (1 U/pL) 0.5 0.5
ADN (100 ng/pL) 1 1
Volumen final (uL) 25 25

Tabla 4. Volumenes de reactivo necesarios para una reaccion de PCR. Las
condiciones del termociclador fueron: inicio 94°C x 3 min, desnaturalizacién 94°C
X 30 s, alineamiento 55°C x 30 s, elongacion 72°C x 1 min y terminacién de 72°C

X 7 min, por 35 ciclos. a) Roche, Taq Pol dNTPack Prod. No. 04728866001 (Lote

14398221), b) Roche, Expand High Fidelity Enzyme Mix Prod. No. 04738250001

(Lote 11075538 y 13434020), c) Thermo Scientific, Taqg DNA polymerase EP0404
(Lote 00197145).

6.1.3 Construcciones fluorescentes de los componentes de CAK

La generacion de las lineas transgénicas en Drosophila requiere transformacion
por elemento P, que consiste en inyectar embriones en pre-blastodermo con una
construccion basada en un elemento transponible no autbnomo, que se integrara
en las células germinales del embridn gracias a la co-inyeccidon con otro plasmido
que codifica a la transposasa, la cual no se integra al genoma. La especificidad
se logra inyectando el polo posterior del blastodermo sincicial, donde se

encuentran las células polares que daran lugar a las células germinales en la
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mosca adulta [63]. El vector elegido para introducir las construcciones, pCaSpeR
Hsp83, contiene un elemento P y al gen white como reportero, permite la
expresion constitutiva pero moderada del gen introducido, gracias a su promotor
de Heat Shock Protein 83. En contraste a la mayoria de las proteinas Heat Shock,
esta también se expresa a temperaturas normales de crecimiento, durante el

desarrollo y la ovogénesis (http://www.uniprot.org/uniprot/P02828).

pCaSper Hsp83 no es un vector comercial y no conocemos todos sus sitios de
restriccion. Debido a esto, la introduccion de los amplicones no siempre pudo
ser directa y requerimos de clonacién en vectores auxiliares. La purificacion de
ADN plasmidico a partir de cultivos de E. coli (DH5a) se realiz6 con el Kit QlAprep
Miniprep de QIAGEN y se cuantificé utilizando NanoDrop. En la Figura 10 se
muestran los pasos a seguir para lograr introducir los amplicones en la

construccion final.

a) Restriccion.

Las enzimas de restriccion son endonucleasas que cortan el ADN en secuencias
especificas cortas de entre 4 y 8 pares de bases, casi siempre palindrémicas,
dejando extremos que pueden ser romos o0 escalonados, estos ultimos también
llamados extremos cohesivos [62]. Las enzimas utilizadas en este trabajo solo
dejan extremos cohesivos. Los productos de PCR de Cdk”7, MAT1, CycH, EYFPy
mCherry fueron amplificados con oligonucleétidos que afiaden los sitos de
restriccion pero también 6 pares de bases adicionales a los extremos, que
facilitan la unién de las enzimas de restriccion y son eliminados al realizar la

digestion de los productos.

Para una reaccidn de restriccion de amplicones se mezclé el buffer especial para
la enzima (3 pL de un stock 10X), de 5 a 10 unidades de la enzima, BSA (si asi
lo requiere la enzima), 1 pg de producto de PCR purificado y se llevé a 30 pL
con agua estéril. Se incub6 a 37°C por 12 h y después se inactivo la reaccion a
65°C por 20 min.

Los pldsmidos comerciales usados fueron pBluescript Il SK+ (2.9Kb) y pEYFP-

N1 (4.7KDb) y los plasmidos ya previamente modificados (por Grisel Cruz) fueron

pHsp83 con el inserto EGFP-XPD (11.6Kb), y pEGFP-N1 con el inserto XPB-
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mCherry (6.9Kb). Para cada reaccion de digestion se mezclé el buffer especial
para la enzima (4 pL de un stock 10X), de 5 a 10 unidades de enzima, BSA (si
asi lo requiere la enzima), 2 pg de pladsmido purificado y se llevé a 40 pL con

agua estéril. Se incub6 a 37°C por 12 h y después se inactivo la reaccién a 65°C

por 20 min.
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. EGFP-XPDx Restriccion Ligacion GFP-Cdk GFP-Cyc,
2 EcoRI/Notl A conel i
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Figura 10. Esquema de la estrategia utilizada para la construccion de los genes
recombinantes. Los insertos tienen sitios para enzimas de restriccion en los
extremos que deben ser digeridos también con las respectivas enzimas, antes
de poder realizar una reacciéon de ligacion.

Tanto las digestiones de los productos de PCR como de los plasmidos se corrieron

en geles de agarosa al 0.8% con 0.1 pL/mL de bromuro de etidio a una
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concentracion de 5 mg/mL, en TBE 0.5X, a 80-100 V. Se utilizé el marcador de
peso O Gene Ruler de Thermo-Scientific y se corté la banda del tamaro
indicado, para luego realizar extraccion de ADN con el Kit QIAEX 1l Gel Extraction

de QIAGEN. Los productos purificados se cuantificaron por NanoDrop.
b) Ligacion.

Una ligasa del fago T4 cataliza la formaciéon de un enlace fosfodiéster entre un
grupo hidroxilo libre en el extremo 3"y un grupo fosforilo en el extremo 5~ entre
cadenas de ADN con extremos discontinuos, utilizando ATP como cofactor [62],
tal como los extremos dejados por las enzimas de restriccion. Para una reaccion
de ligacién se utilizaron 100 ng del vector, inserto (cuanto fuera necesario segun
la ecuacion de abajo), 2 pL de buffer 10X, 1 uL de la enzima T4 DNA ligase 1
U/uL de Thermo Scientific, y agua estéril suficiente para 20 uL totales. Para

determinar la cantidad de inserto necesario calculamos con:

(ng de vector)(Tamaiio del inserto)

3= de i t
(Tamaiio del vector) X3 =ng deinserto

Se incub6 a 22°c por 30 min, seguido de 18°C por toda la noche, y nuevamente
a 22°C por 30 min, finalmente se desactivo la reaccion a 65°C por 10 min. Se

almacenaron a -20°C.
c¢) Purificacion.

Antes de transformar por electroporacion, es muy importante purificar las
reacciones de ligacion para eliminar las sales. La muestra se llevé a 100 uL con
agua inyectable. Se agregaron 100 pL de butanol, se agitdé en voértex por 5sy
se centrifugé a 15000 xg por 1 min. Se eliminé la fase superior (butanol) y se
repitié la extraccién con butanol 2 o 3 veces mas, la fase inferior es agua y su
volumen disminuy6 consecutivamente hasta desaparecer y permitir observar un
pellet. Se eliminé el butanol sin perturbar el pellet y se agregaron 200 uL de
etanol absoluto frio, se agitd en vortex por 5 s y se centrifugé a 15000 xg por 3
min. Se repitidé el lavado pero con etanol al 70% frio. El pellet se dejo secando
por 10-15 min y se resuspendio en 10 pL de agua inyectable. Estas alicuotas se

almacenan a -20°C.
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d) Transformacion.

La electroporacién permite introducir ADN foraneo en bacterias (como E. coli) al
formar poros microscopicos transitorios en la membrana externa de las células,
mediante la aplicaciéon de campos eléctricos intensos por tiempos cortos [64].
Se descongelaron células electrocompetentes (aproximadamente 40 pL), se
mezclaron con 10-30 ng de ADN plasmidico purificado y se colocaron en una
celda de electroporacion fria (evitar formar burbujas). Se electroporaron a 1.8
mV durante 5 ms (predeterminado en el aparato) y se resuspendieron las células
en medio de recuperacion (840 uL de medio SOB, 30 pL de glucosa 2M, 30 uL
de MgCl, 2M), se pasaron a un tubo de ensaye y se incubaron a 37°C, en
agitacion a 250 rpm durante 1 h. Después de la recuperacién se sembraron 25,
50 y 100 pL del cultivo en placas de agar Luria Bertani (LB) con antibidtico
(pBluescript Il SK+ y pHsp83 en ampicilina 100 pg/mL, pEYFP-N1 y pEGFP-N1
en kanamicina 30 pg/mL). Se esparcié con perlas de vidrio. Las placas se
incubaron a 37°C por un maximo de 16 h y se eligi6 a las colonias transformadas

por PCR de colonia.
e) PCR de colonia.

Se eligieron entre 10 y 12 colonias de cada construccion, se utilizé la enzima
Tag DNA polymerase EP0404 de Thermo Scientific, con las condiciones descritas
en Tabla 4, y los oligonucleétidos necesarios, segun cada construccion. Cada
muestra se tomé con una punta de pipeta estéril, tocando ligeramente la
superficie de la colonia, y se resuspendié en la mezcla para la reaccion. Esta
misma colonia se resembré por separado y en caso de resultar positiva para el
inserto, se amplific6 en 5mL de medio LB liquido con el antibidtico
correspondiente para extraer el plasmido con el Kit QlAprep Miniprep de QIAGEN

y se cuantifico utilizando NanoDrop.
f) Secuenciacion.

Después de cada paso de insercion en un nuevo plasmido y de la seleccion de
las colonias positivas, las muestras de plasmido purificado se enviaron a la

Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, con las condiciones
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indicadas en su manual. Los oligonucledétidos utilizados para secuenciar fueron
tanto aquellos mencionados en la Tabla 2 como los de la Tabla 5, dependiendo
de la regidon que queriamos observar. Las secuencias resultantes se analizaron
con el programa FinchTV, alineando contra las secuencias obtenidas en la base
de datos de NCBI y en la hoja técnica de los plasmidos comerciales. Se eligio

una colonia libre de mutaciones de cada construccion para extraer ADN

plasmidico.
Oligo | Clave Secuencia (5'-=>3") Regidn observable
, Primeras 400 pares de bases de
5007 | 3' XFPseq GAC GTT GTG GCT GTT GTA EGEP y EYFP
Fwrd EGFP- Cdk7, segunda mitad del gen
2367 cdk7 TAT ATT AAC GCA GGC GAA (Aprox. 650pb)
Rvso EGFP- Cdk7, primera mitad del gen
2368 Cdk7 CGC CAA TCT TTA GGA TGC (Aprox. 400pb).
Fwrd EGFP- CycH, segunda mitad del gen
TT CTA TCT GAA CAA CT
2369 CycH GTTC CT GAA CAA CTC (Aprox. 650pb)
Rvso EGFP- CycH, primera mitad del gen
2370 CycH ACT ATG TCG GTG GCC TTG (Aprox. 350pb).
- mCherry, casi todo el gen (Aprox.
2371 W GGG ATG GTG AGC AAG GGC | 650pb), excepto por los primeros
mCherry
70-80pb.
F MAT1- MAT1, segunda mitad del gen
2372 mCherry ATC GAG ACA AAC AAG CGT (Aprox. 580pb)
Cdk7, toda la secuencia del gen
2374 | Fwrd EYFP | TTG GCC CAG AAG AAG cGG | C1 P (720pb) Su secuencia es
complementaria a las ultimas bases
de Cdk7.
CycH, segunda mitad del gen
2906 | IntF CycH AGA TCG TCT GCG GCC ACA (Aprox. 400pb)

Tabla 5. Oligonucleétidos para secuenciar construcciones de proteinas
fluorescentes. 3' XFPseq es del afio 2009, mientras que los demas fueron
sintetizados en 2015. Para mas detalles ir a la Tabla 1 del Anexo I.
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6.1.4 Micro-inyeccion de embriones

Se utilizé el servicio de microinyeccion de embriones de Drosophila, BestGene,
para el cual requerimos enviar por correo al menos 50 ug de plamido purificado.
Se realiz6 la extracciéon de ADN plasmidico con el kit Midiprep de QIAGEN y se
envid por correo disuelto en agua, a una concentracion de entre 0.5y 0.8 pg/pL.
Después de aproximadamente 3 meses, BestGene nos envié las moscas

transgénicas, entre 4 y 9 lineas, dependiendo del inserto.

6.2 Seleccion de las lineas de moscas fluorescentes

Las lineas de moscas transgénicas enviadas por BestGene eran positivas para la
insercion de la construccién en el genoma, mas no para la produccion de la
proteina recombinante, por lo que se seleccionaron lineas de moscas
fluorescentes y posteriormente se realizd western blot para comprobar que dicha

fluorescencia se debiera a las proteinas recombinantes.

6.2.1 Diseccion de ovarios y testiculos

Para la diseccién de ovarios se seleccionaron moscas de entre 3 y 5 dias de edad,
la cuales fueron sedadas con CO- y colocadas en pozos de diseccion con PBS 1X
(Preparacion en Anexo V) frio, sobre una cama de hielo. Utilizando pinzas de
diseccion de punta delgada y un microscopio estereoscOpico se extrajeron los
ovarios como se indica en la Figura 11 (a-d). Las camaras de huevos se colocaron
en una gota de PBS 1X entre dos cubreobjetos y se comprobé su fluorescencia
utilizando un microscopio de fluorescencia convencional, comparando con la
linea mutante W??!¥ como control (Figura 11 e-f). Se seleccionaron aquellas
lineas que presentaron mayor fluorescencia para su amplificacion. Se evaluaron
las lineas con construcciones para EGFP-Cdk7, EYFP-MAT1, MAT1-mCherry,
EGFP-CycH y CycH-mCherry.
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En el caso de los testiculos se siguidé practicamente el mismo protocolo, con las
diferencias que los machos deben tener una edad de entre O y 24 horas y en
lugar de PBS se utilizé Testis Buffer (TB, Preparacion en Anexo V). Los testiculos
son mucho mas pequefios que los ovarios pero tienen una forma de espiral

caracteristica.
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Figura 11. a-d) Técnica de extraccion de ovarios (imagen tomada de [79]) las
moscas y ovarios se mantienen sumergidos en PBS. En a-b) los ovarios se
sacan pinchando el ultimo segmento abdominal y halando con un unico
movimiento, en ¢) se muestran ambos ovarios y resaltado en gris, una
ovariola. d) Las ovariolas se separan para su observacion. e) Micrografia de
una ovariola fluorescente de una mosca transgénica EGFP-Cdk?7 vista bajo
iluminacion para epifluorescencia; la sefial se observa principalmente en los
nucleos de las células nodriza; a la derecha, morfologia de la ovariola, en
campo claro. f) Control de fenotipo silvestre con la linea w!!’é, no hay nucleos
fluorescentes y solo se observa auto-fluorescencia esperada para las células
del foliculo (flecha blanca); a la derecha, morfologia de la ovariola, en campo
claro. Objetivo 20X, Microscopio Nikon E600.
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6.2.2 Ensayo de Western Blot para comprobar la expresion de las

proteinas transgénicas

a) Extracto total de proteina

Se realiz6 un extracto de proteinas totales a partir de moscas de 1 a 2 dias de
edad. Se homogeneizaron 100 mg de moscas completas en tubos de
microcentrifuga con 500 pL buffer de homogeneizado (BH, preparacion en Anexo
V) adicionado con inhibidor de proteasas Complete™ (Sigma-Aldrich), al cual se
agrego6 SDS hasta obtener una concentracion final de 1% y se centrifugd a 10000
xg durante 20 min a 4°C de 3 a 4 veces (hasta obtener un sobrenadante

clarificado).

b) Cuantificacién de proteinas mediante Bradford

Se prepar6 una curva estandar con 0, 4, 8, 12 y 16 pL de un stock de 1 pg/pL
de BSA en 800 pL finales de agua, para las muestras se us6 1 yL de extracto en
800 pL finales. Se mezclaron en vortex y se agregaron 200 pL de reactivo de
Bradford, seguido de 15 min de incubacibn a TA. Se cuantific6 en un

espectrofotbmetro en celdillas de 1 mL en espectrofotébmetro.

c) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para la separacion de las proteinas por gel desnaturalizante se requiere preparar
dos capas de gel. El primero es un gel separador al 10%, se mezclaron 2.334
mL de agua, 3.28 mL de Tris 1M pH 8.8, 87.5 pL de SDS al 10%, 2.917 mL de
acrilamida-bisacrilamida al 30% (Preparacion en Anexo V), 35 uL de persulfato
de amonio (PSA) al 10% vy 7.3 pL de TEMED. El segundo, un gel concentrador al
5%, se preparé mezclando 1.7 mL de agua, 315 pL de Tris 1M pH 6.8, 25 pL de
SDS al 10%, 415 pL de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 25 pyL de PSA al 10%
y 2.5 pL de TEMED. Se utilizaron vidrios para geles de 1.5 mm y peines para 10

pozos para la camara Mini PROTEAN 3 Cell de Bio-Rad. Para preparar las
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muestras se mezclé un volumen de Laemli 2X (Preparacién en Anexo V) por un
volumen de muestra de 50 ug de proteina por carril y se puso a hervir en bafo
Maria por 10 min. Las muestras se corrieron a 80V en el buffer de corrida
(Preparacion en Anexo V) hasta que las muestras entraron al gel separador y se
subidé a 120V. Se utilizé 1.5 pL del marcador de peso Precision Plus Protein Dual
Color Standards de Bio-Rad.

d) Transferencia

El gel se colocé en un sandwich de transferencia como se indica a continuacién:
reja, esponja, tres laminas de papel filtro, membrana de nitrocelulosa
(previamente hidratada en agua por 5 min y buffer de transferencia por 5 min
mas), gel, tres laminas de papel filtro, esponja y reja, manteniendo todo en
buffer de transferencia (Preparaciéon en Anexo V) frio . Se colocdé en un mini
tanque de transferencia TE 22 de Amersham Biosciences y se transfirié por 12 h
a 80 mA y luego 2 h a 200 mA. Una vez listo la membrana se enjuagd con agua,
se tind con Ponceau por 10-15 min y se enjuagd con agua hasta eliminar el

exceso de colorante. Se dej6 secar para cortar las bandas deseadas.

e) Western Blot

Los fragmentos de membrana se rehidrataron con agua y posteriormente PBST
(PBS 1X y Tween 20 al 0.1%). Se bloqued6 la membrana con PBST con leche al
10% por 2 h a TA. El anticuerpo primario se agregé a PBST con leche al 5% y
se dejé en agitacion muy suave por toda la noche a 4°C (0o 3 h a TA) y
posteriormente se realizaron 6 enjuagues de 10 min cada uno con PBST. Las
diluciones variaron para cada anticuerpo (Tabla 6). El anticuerpo secundario
correspondiente se diluyd también en PBST con leche al 5% y se dejo en
agitacion suave por 3 h a TA, seguido de 6 enjuagues de 10 min cada uno con
PBST. Al final se realizO un enjuague con PBS y se revel6 por

quimioluminiscencia.
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Anticuerpos primarios

Anticuerpo Origen Marca Dilucion
a-CDK7 ds-17 Cabra Santa Cruz 1:1000
a-MAT1 FL-309 Conejo Santa Cruz 1:1000
a-GFP A01704 Conejo Genscript 1:3000
a-Actina JLA20 Raton DSHB 1:4000
a-Tubulina E7 Raton DSHB 1:3000

Anticuerpos secundarios
Anticuerpo Origen Marca Dilucién
a-Cabra-HRP Conejo Invitrogen 1:3000
a-Conejo-HRP 656120 | Cabra Invitrogen 1:3000
a-Ratén-HRP A10668 | Cabra | Life Technologies | 1:3000

Tabla 6. Anticuerpos y diluciones utilizadas en los ensayos de Western Blot. a-
Tubulina E7 y a-CDK7 ds-17 también se utilizaron en los ensayos de ARN
interferente.

6.2.3 Balanceo de los cromosomas de las moscas transgénicas y cruza

con marcadores nucleares

Un cromosoma balanceador tiene secuencias invertidas que no le permiten
aparearse con su homoélogo durante la profase meidtica. Su presencia se
identifica por la expresion de marcadores (mutaciones dominantes) y se puede
rastrear su segregacion a lo largo de las generaciones, asi que si la progenie no
presenta el marcador distintivo del cromosoma balanceador, sabemos que
tenemos un organismo homocigoto para el cromosoma homadlogo [65]. Por lo
tanto la presencia o ausencia de un cromosoma balanceador nos permite elegir
genotipos intermedios durante las cruzas. Esto es de particular relevancia ya
que para comprobar que los componentes de CAK se encuentran en el nucleo,
es necesario obtener una linea de moscas que exprese tanto proteinas de CAK
fluorescentes como un marcador nuclear in vivo. Los marcadores elegidos

fueron:
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H2Av-RFP. Drosophila tiene una uUnica variante de H2A que cumple las
funciones de H2A.Z en humano y tiene un motivo c-terminal como H2A.X.
Comparte un 55% de semejanza con H2A y funciona en la forma activa de
algunos promotores, como base de heterocromatina y como sensor de dafio al
DNA [66], ademas de ser depositada en el embrion de forma materna y se

encuentra en niveles casi constantes en todos los estadios evaluados [67].

Jupiter-GFP. Jupiter es una proteina de Drosophila que se asocia a los
microtubulos y fusionada a GFP constituye un excelente marcador de la dindmica
de los microtubulos in vivo. La proteina transgénica Jupiter-GFP se encuentra en
concentraciones particularmente altas en el embrion temprano, el sistema
nervioso larvario, precursores de los fotorreceptores del ojo y en los ovarios de
adultos [68].

Balancear un cromosoma es una expresion que se utiliza para indicar que se ha
agregado un cromosoma balanceador para evitar perder un genotipo deseado a
lo largo de varias generaciones, mantener viable una linea con una mutacién
letal, o bien, en el contexto de estas cruzas, marcar los cromosomas que
deseamos intercambiar por aquellos que contienen los genes de las proteinas
recombinantes. En el laboratorio existe una linea que utiliza tres cromosomas
balanceadores (a la que llamamos doble balanceador, ya que permite balancear

a los cromosomas 2 y 3):

1118.S_p.@.i

"Cy0’ TM6 '+
Estas moscas tienen ojos blancos (por la mutaciéon w8, alas curveadas en
lugar de planas (por el marcador del cromosoma CyO), pelos cortos y gruesos
(por el marcador de MKRS) y son mas pequefias que una mosca silvestre (por
el marcador de TM6). Sp no es un cromosoma balanceador, es un alelo letal
recesivo cuyo fenotipo es la presencia de quetas (o cerdas) extras en el area
esternopleural a 25°C (http://flybase.org/reports/FBal0015984.html). La
planeacién de las cruzas para obtener una linea transgénica balanceada requiere
Unicamente hacer un cuadro de Punnett y tener en mente el fenotipo final

deseado:
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l l

H2Av — RFP EGFP — Cdk7 % H2Av — RFP EGFP — Cdk7
cyo ' TMé6 cyo ' TM6
| |

|
! }

usggg;ggﬁg H2Av — RFP EGFP — Cdk7 ~H2Av — RFP EGFP — Cdk7
H2Av — RFP’ EGFP — Cdk7 Cy0  'EGFP —Cdk7

dinamicas en
confocal

Figura 12. Diagrama general que ejemplifica las cruzas necesarias para
obtener una linea que expresa ambas proteinas fluorescentes. Se sigui6 este
esquema para lograr las cruzas de EYFP-MAT1 con H2Av-RFP y Jupiter-GFP con
MATI1-mCherry y CycH-mCherry.

6.3 Obtencion de la dinamica de localizacion de los componentes de CAK
6.3.1 Amplificacion de lineas y tratamiento de embriones

Una vez elegidas las lineas de moscas transgénicas que expresan a un
componente de CAK fluorescente y un marcador nuclear, se amplificé la
poblaciéon de estas moscas realizando pases de adultos en botellas con medio de
maiz y pasaron alrededor de 12 dias para la eclosion de las nuevas generaciones.
Los adultos jovenes (aproximadamente 500 individuos de entre 3 y 5 dias de

edad) se colocaron en contenedores especiales (Figura 13) a los que llamamos
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“cages”. La tapa contiene medio de agar con jugo de manzana (Preparacién en
Anexo V) y se cubre con un poco de levadura disuelta en agua para alimentar a
las moscas y promover que ovipositen en el medio. Se dejaron comiendo
levadura al menos un dia previo a la colecta y posteriormente se realizaron
cambios de medio cada dos horas para promover la sincronizacion de las

oviposiciones.

Para colectar, dejamos que las moscas

|

ovipositaran en el medio con levadura durante

1 h 30 min y transferimos los embriones a un
fitro de tela (nytex) (Figura 13, bordes
naranja), removiendo los embriones del
medio con suficiente agua y un pincel suave.
Se lavaron con agua destilada hasta eliminar
cualquier residuo de levadura. Para decorionar
a los embriones, se coloco el filtro dentro de

un contenedor con hipoclorito de sodio al

2.5% suficiente para cubrir los embriones y se

incubé por 90 s a TA. Los embriones se Figura 13. “Cage” utilizado
para recolectar embriones.
Los filtros con tela nytex se
fabrican cortando tubos de
importante mantenerlos humedos). Con centrifuga.

lavaron con suficiente agua, hasta eliminar el

olor a cloro, y se secaron ligeramente (es

ayuda de un pincel de punta fina, los embriones decorionados se colocaron sobre
portaobjetos de 24x60 mm (Corning) previamente tratados con heptaglue
(sobrenadante de 6 cm de cinta adhesiva agitada toda la noche en 2 mL de
heptano) y finalmente se agregé una pequefia gota de aceite de halocarbono

700 (Sigma-Aldrich) sobre cada uno.
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6.3.2 Adquisicion de la dinamica de localizacion de los componentes de

CAK con microscopia confocal

Las laminillas montadas como se describe en la seccion 6.3.1 fueron llevadas al
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada (LNMA) del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM para ser observadas utilizando microscopia confocal
con las condiciones descritas en la Tabla No. 7. Para el Microscopio Confocal de
disco giratorio 31 Marianas el programa de adquisicion de imagenes fue
SlideBook 6 mientras que para el Microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-
foténico fue FV10-ASW Viewer Software. El analisis de imagenes se realiz6
utilizando el programa Fiji. Como resultado se obtuvieron secuencias de
imagenes a lo largo del tiempo (time lapse series) de embriones jovenes (antes
de la transicion a blastula media) capturando un mismo plano del embrién
completo cada 20-30 s durante 15-20 min (Ver Figuras 19 a 23), siguiendo la
dinamica de los componentes de CAK durante dos a tres ciclos de division
nuclear. En este trabajo se hace referencia como dinamica (o dinamica de
localizacién) a esta serie de imagenes que describen la localizacién de las

proteinas fluorescentes a lo largo del tiempo.

Microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-foténico

Tipo de microscopio: 1X81 Invertido

Condiciéon | Fluoroforo(s) Descripcion
H
1 EGFP e Objetivo UPLSAPO 20X NA: 0.75, aire

e Excitacibn a una longitud de onda de
488 nm, con un laser Multi-line Ar

e Espejos dicroicos DM405/488/543 y
SDM560

e Filtro pasa bandas BA505-525

o Detector: PTM (Tubo Fotomultiplicador)

e Tamafo del pixel: 0.397x0.397x1 pum

e Tamarfo de la imagen 800x800 pixeles

e Usado para Figura 19

2 EGFP/GFP con ¢ Objetivo UPLSAPO 20X NA: 0.75, aire
RFP/mCherry e Excitaciéon a una longitud de onda de
488 nm con un laser Multi-line Ar para
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EGFP y 543 nm con un laser HeNeG para

RFP

e Espejos dicroicos DM405/488/543 vy
SDM560

e Filtro pasa bandas BA505-525 y BA560-
660

e Detector: PTM (Tubo Fotomultiplicador)
e Tamarfo del pixel: 0.397x0.397x1 pum

¢ Tamafo de la imagen 800x800 pixeles
e Usado para Figuras 20y 22

3 EGFP con RFP o Objetivo UPLFL 40X NA: 0.75, aire

¢ Excitacibn a una longitud de onda de
488 nm con un laser Multi-line Ar para
EGFP y 543 nm con un laser HeNeG para

RFP

e Espejos dicroicos DM405/488/543 vy
SDM560

e Filtro pasa bandas BA505-525 y BA560-
660

e Detector: PTM (Tubo Fotomultiplicador)
e Tamarfo del pixel: 0.397x0.397x1 pum

e Tamarfo de la imagen 800x800 pixeles
e Usado para figura 23

Microscopio Confocal de disco giratorio 31 Marianas

Tipo: Zeiss Observer Z.1 Invertido

Condiciéon | Fluoréforo(s) Descripciéon
#
4 EYFP con RFP e Objetivo 20X NA: 0.8, aire

e Excitaciéon a una longitud de onda de
488 nm para EYFP y 543 nm para RFP

e Detector: CAmara EMCCD Andor Ixon

e Tamafo del pixel 0.8x0.8X3 pm

e Tamarfo de la imagen 512x512 pixeles

e Usado para Figura 21

Tabla 7. Microscopios y condiciones de adquisicion para visualizar la dindmica
de los componentes de CAK. Las muestras se observaron a la temperatura de
la habitaciéon (18°C-22°C).
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Figura 14. Esquema en el que se muestra el funcionamiento béasico de dos
tipos de microscopios confocales. El principio basico es el mismo en ambos
microscopios; la luz del laser de la longitud de onda adecuada pasa primero
por un filtro de excitacién, después por un espejo dicroico y llega a la muestra,
donde la luz emitida por el fluoréforo excitado pasa de nuevo por el espejo
dicroico hacia un filtro de emision y un pinhole para finalmente ser detectado.
Solo luz proveniente del plano focal puede pasar por el pinhole. En un a)
Microscopio confocal de barrido laser (como el Olympus FV1000) la sefial es
detectada por un fotomultiplicador y la imagen se genera conforme el laser
recorre la muestra una linea a la vez. En b) Microscopio confocal de disco
giratorio (Como el 31 Marianas), existen multiples pinholes asi que varios
puntos de la muestra son escaneados al mismo tiempo, y dicha sefal es
detectada por una camara CCD (Charge Couple Device).

La microscopia confocal (Figura 14) permite eliminar la luz desenfocada
proveniente de un determinado plano, ya que la luz fluorescente proveniente de
la muestra debe pasar por un pinhole (en espafiol, colimador de orificio
delimitante), que discrimina la luz fuera de foco, y el tamafio ajustable de este
permite determinar el grosor de la seccidon de la cual se esta obteniendo una
imagen [69]. Gracias a la eliminaciéon de la luz fuera de foco, la resolucién de
las imagenes (es decir, la capacidad de discernir a dos objetos) es mejorada con
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respecto a la obtenida con un microscopio de fluorescencia de campo amplio
[80]. La resolucién depende Unicamente de la longitud de onda emitida por un
objeto y la apertura numérica del objetivo (NA), y en el caso de las condiciones
utilizadas (Tabla 7), podemos distinguir (idealmente) dos puntos que se
encuentren a —~400 nm; esto resulta importante ya que el ndcleo de un embrion
temprano de Drosophila melanogaster mide mas de 4 um [81]. En microscopia,
para que una imagen digital represente fielmente lo que se esta observando en
el microscopio el tamafio del pixel necesita ser al menos 2.3 veces mas pequefo
que el objeto que esta siendo observado, a esto se le conoce como criterio de
Nyquist [80], y ya que el tamafio de pixel de los microscopios utilizados es entre

0.4 a 1 um, podemos decir que se cumple esta condicion.

Una gran limitante de esta técnica es que solo funciona bien para muestras
delgadas y transparentes y aunque el limite de penetracion en tejidos es
normalmente de 100 a 150 um esta cifra se reduce de manera importante con
factores como el fluoréforo usado, el objetivo, la intensidad de laser, el grosor
del cubreobjetos y el tipo de muestra, entre otros. Aunque un embriéon de D.
melanogaster mide poco mas de 150 um, en la practica no obtuvimos buenas

imagenes de la region central de un embrién.

6.4 Ensayos de rescate

Para comprobar que las proteinas transgénicas cumplen con la funcién biolégica
de las proteinas endégenas realizamos ensayos de rescate de tres lineas con

mutaciones letales.

6.4.1 Lineas mutantes

Las lineas mutantes utilizadas para los rescates (Tabla 8) fueron monitoreadas
durante varias generaciones desde junio de 2015 a julio de 2016, en busqueda

de individuos homocigotos y nunca se encontraron. Las lineas fueron
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balanceadas y tampoco se encontraron individuos homocigotos para la mutacion

después de cruzar con la linea doble balanceador.

Nombre Bloomington Sitio de la Tipo de mutacion Fenotipo
Stock No. mutacioén
Cdk7A 57067 X:5,308,622 Mutacion puntual Cambio de
G5308622A un
aminoacido
E68K, letal
Cdk78 57068 X:5,308,225 Mutacion puntual Cambio de
G5308225A un
aminoacido
G200D, letal
MAT1EY16870 22334 2R:10,739,743 | Insercion de 10.908Kb, Letalidad y
[-1 MAT1 se encuentra en esterilidad
2R:
10,738,617..10,739,829
[-]
MAT1M!103948 36950 2R:10,738,966 | Insercion de 7.267Kb, Letalidad y
[+1] MAT1 se encuentra en esterilidad
2R:
10,738,617..10,739,829
[-]

Tabla 8. Lineas mutantes para Cdk7 y MAT1. Fuentes: Cdk7*

http://flybase.org/reports/FBal0298876.html, Cdk7®

http://flybase.org/reports/FBal0298877.html, MAT1EY16870
http://flybase.org/reports/FBti0O075831.html, y MAT1MI03948
http://flybase.org/reports/FBti0145306.html.

6.4.2 Cruzas de rescate
a) Para rescates de las mutantes de cdk”.

Ambas lineas mutantes fueron cruzadas con dos lineas transgénicas diferentes,
la linea 4, con EGFP-cdk7 en el cromosoma 2, y la linea 8, con EGFP-cdk7 en el

cromosoma 3. En la Figura 15 se ejemplifica solo el caso de la linea 4.
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Figura 15. Fenotipos posibles para la cruza de rescate de mutantes de CDKY.
Genotipo marcado en naranja indica un rescate por EGFP-Cdk7, ya que los
machos con la mutaciéon no son viables.

B) Para rescates con mutantes de MAT1.

Ambas lineas mutantes fueron cruzadas con dos lineas transgénicas diferentes,
la linea 1 de EYFP-MATL1, y la linea 4 de MAT1-mCherry, ambas en el cromosoma
3. En la Figura 16 se ejemplifica solo el caso de la linea EYFP-MAT1 y el rescate
de la mutante MAT1EY16870 pero se siguié el mismo esquema para las otras

cruzas.

Ambos vienen de
cruza con doble J Sp EYFP - Mat1 X Maﬂmesm. MKRS
Cy0 ' TMé6

balanceador I Cy0 "EYFP — Mat1

Recolectar y cruzar hermanos con el mismo
genotipo, ya sean TM6 o MKRS, pero siempre CyO

|

Mat16Y16870 EYFP — Mat1 Mat16¥16870 EYFP — Mat1
cyo ' TM6 x cyo '’ TM6

| |
' ! } !

Mat1F"i870 EYFP — Matl | | Mat1£1%870 EYFP — Matl| | Mat1€V6870 EYFP — Matl | | Mat1V16870 EYFP — Mat1
Mat 1616870 EYFP — Matl | | Mat1Evies7o’ TMé Cy0 'EYFP—Matl cyo ' TM6

Figura 16. Rescate de mutante de MAT1. Genotipo marcado en naranja indica
un rescate por EYFP-MAT1, ya que los homocigotos para la mutacién no son
viables.
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c) Calculo del porcentaje de supervivencia.

Para presentar este dato se definen todas las posibles combinaciones de
genotipos de la progenie con un cuadro de Punnett y se anota cuantas veces es
representada cada combinacion (nX). El numero de individuos que nacen de
cada genotipo se divide entre nX correspondiente y el genotipo con mayor
numero de individuos se convierte en el 100% (Individuos esperados), a partir
del cual se puede determinar el porcentaje de supervivencia (Individuos

observados/Individuos esperados).

Cabe resaltar que no se utilizé6 exactamente el mismo nimero de hembras y
machos en cada experimento, debido a que no todas las hembras de fenotipo
deseado eclosionaron al mismo tiempo, aunque siempre se cruzaron entre 10 y
15 hembras con la mitad de machos y se mantuvieron constantes la

temperatura y el medio de alimentacion.

6.5 Ensayo de interferencia de la expresion de CDK7

Un método para silenciar genes es la interferencia por ARN, donde la expresion
de ARN de doble cadena (shRNA, por short hairpin RNA) causa la degradacion
del ARN mensajero cuando es complementario a una secuencia blanco [65]. En
moscas, la interferencia por ARN puede ser acoplada a un sistema GAL4: el gen
de este factor de transcripcion de levadura se inserta en el genoma de la mosca
junto con una secuencia promotora endbégena para tener una expresion
especifica de algun tipo celular o tejido, posteriormente, esta linea se cruza con
otra que tiene al gen del shRNA regulado por una secuencia de activaciéon de la
transcripcion rio arriba (UAS, por Upstream Activating Sequence), la cual es
reconocida por GAL4. Es asi como la progenie de esta cruza transcribira al shRNA

Unicamente en las células o tejidos donde se expresa a GAL4 [70].
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6.5.1 Descripcion de lineas de moscas transgénicas utilizadas, cruzas y

condiciones

e Linea UAS-RNAIi contra Cdk7 (abreviado como UAS-Cdk7i). La linea
v10442 tiene al elemento P{GD4167} en el cromosoma 3 con una
construccidon gque expresa al shRNA dirigido a una region interna del
transcrito de Cdk7 (http://flybase.org/reports/FBsfO000074319.html)
Este elemento esta bajo el control de 10 copias de UAS y con el gen mini-
white como reportero de expresion [71].

e Linea de expresiéon de GAL4 (o Driver GAL4). Esta linea contiene al
elemento P{mata4-GAL-VP16} en el cromosoma 2, que expresa al
activador transcripcional GAL4 bajo el promotor endégeno de a-
Tubulina67c , el cual dirige la expresion de la proteina especificamente a
los ovarios (incluyendo a las células nodriza, la cAmara de huevos y

ovocito) (http://flybase.org/reports/FBtp0009293.html).

Estas lineas se balancearon y cruzaron para obtener finalmente individuos
homocigotos dobles para Cdk7i y Gal4 (en adelante GAL4-UAS-Cdk7i), que
expresan al RNA interferente en ovarios. Esta linea no es muy fértil y no pudo
ser amplificada ni mantenida, por lo que los adultos utilizados en los siguientes

experimentos correspondieron exclusivamente a la primera generacion.

Como controles utilizamos a las lineas parentales UAS-Cdk”i, Driver GAL4 y
también a w!!8. Las lineas utilizadas en este ensayo se mantuvieron a 25°C en
medio de piloncillo, y fueron expuestas el menor tiempo posible a una diferente

temperatura.
6.5.2 Western blot de embriones

Se obtuvieron embriones de colectas de 2 h y se decorionaron tal como se
describe en la seccidon 6.3.1, y se siguio el protocolo de Tin Tin Su del 2000 [72]:
la membrana vitelina fue removida transfiriendo los embriones a un volumen de
heptano suficiente para cubrirlos (500uL en el caso de usar una jaula de
reproduccion pequeia “cage”) y se agregd igual volumen de metanol, seguido

de agitacion por 5 min. Se dej6 reposar y se descartaron los embriones que
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permanecieron en la interfase, para después lavar tres veces con metanol frio
(estos embriones se pueden mantener en metanol a -20°C por varias semanas).
Los embriones se enjuagaron dos veces con Embryo Buffer (EB, Preparacion en
Anexo V) enfriado en hielo y fueron tefiidos con bisbenzamida (Hoechst 33258)
4 ug/mL en EB, por 5min (usar rotador a 4°C), seguido de 2 enjuagues con EB
frio. Los embriones se transfirieron a 50% EB/50% Glicerol. Para la seleccion se
colocaron algunos embriones en un portaobjetos y se observaron a 10X y 20X
utilizando el canal para DAPI (Exitacion a 352nm y Emisibn a 461nm),
cuidadosamente recolectando aquellos en los ciclos deseados, en este caso, de

7 a 10 ciclos de division nuclear (pre-MBT), con una pipeta.

Después de transferir los embriones de interés a un tubo Eppendorf y adicionar
un volumen igual de 2X SDS Sample Buffer (Preparacion en Anexo V), fueron
hervidos por 10min. Se prosiguié con el SDS-PAGE segun lo ya descrito en
6.2.2. c.

6.5.3 Inmunotincion de a-tubulina de embriones

Los embriones se recolectaron, decorionaron y devitelinizaron como se describi6
en la seccién correspondiente a la preparaciéon del Western Blot, posteriormente
fueron hidratados con TBST (TBS + 0.1% de Tritén X-100, preparaciéon de TBS
en Anexo V) en un gradiente con metanol (75%, 50%, 25%) y finalmente se
lavaron dos veces con TBST (Todos los lavados se realizaron con un volumen de
1-1.5 mL). Posteriormente, en caso de tefir los embriones con Sytox, estos
fueron incubados con una concentracion final de 10 ug/mL de RNAsa A en TBST
durante 1h, a TA. En caso de tefir los embriones con DAPI se omitio este dltimo
paso. Después de la tincién, los embriones se enjuagaron 3 veces por 10min con
TBST. El bloqueo se realiz6 con suero de cabra al 10% en TBST durante 6h a
TA, seguido de un lavado de 1min con TBST. Después del bloqueo los embriones
se incubaron con el anticuerpo primario AA4.3 de DSHB, dilucién 1:600, en TBST
con 5% suero de cabra (todos los anticuerpos se diluyeron en 400 pL), durante
toda la noche a 4°C. Al siguiente dia se enjuagaron 6 veces por 10 min con TBST
para incubar con anticuerpo secundario Alexa Fluor 568, de invitrogen, en una

dilucién 1:800, en TBST con 5% suero de cabra, durante 3 h a TA, protegidas
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de la luz. Posteriormente se lavaron 6 veces por 10 min con TBST y se incubaron
con una concentracion final de 15nM de Sytox Green (o 1 pg/mL de DAPI)
durante 20min a TA. El exceso de Sytox Green o DAPI se lavé 3 veces por 10min
con TBST, para finalmente, montar los embriones en CitiFluor™ AF1 en una
cadmara hecha de cubreobjetos, la cual se cubrié con otro cubreobjetos y se sell6

con esmalte transparente para ufas.

Los embriones se observaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiovert
200, invertido; se cuantificaron, se determiné el estadio en el que se
encontraban y se identificaron los embriones con defectos en la mitosis.
Posteriormente, se usé microscopia confocal para tomar imagenes de varios
planos de estos embriones y asi realizar una proyeccién en Z (o proyecciéon
vertical), con el objetivo de obtener una imagen reconstruida de cada embrién,
con una resolucibn mucho mayor que la obtenida con el microscopio de
fluorescencia. La mayor resolucion permitid observar mas detalladamente los

diferentes defectos mitoticos de los embriones con CDK7 diminuida.

En el microscopio confocal de disco giratorio 31 Marianas se observaron
embriones tefiidos con DAPI (con el laser de excitacién de 405 nm) y Alexa 568
(con el laser de excitacion de 561 nm), se utilizé el objetivo 20X NA:0.8 de aire
y el detector fue Andor iXon SN:5078 (tipo CCD). El tamafio del pixel fue de
0.8x0.8x0.63 um, y para el embrién mostrado en la Figura 27a, panel inferior,

se tomaron 69 imagenes en el plano Z.

En el microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-foténico se observaron
embriones tefidos con Sytox y Alexa 568 bajo las mismas condiciones que las
descritas en la Tabla 7, condicién #2, pero en lugar de captar un solo plano a
través de tiempo, se tomaron de 14 a 17 imégenes en el plano Z (27a panel

superior y medio, y 27c). El tamafo del pixel fue de 0.397x0.397x2.34 um.
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6.5.4 Inmunotincion de la Serina 5 fosforilada de embriones

Los embriones de 2 h se recolectaron y se decorionaron, después se transfirieron
a tubos de microcentrifuga de 1.5mL con 0.75mL de heptano, 0.2mL de
Crosslinking Buffer (CB, preparacion en Anexo V) y 2% de formaldehido (135 puL
al 16%) y se dejaron fijar por 15 min agitando en vértex a velocidad baja. Se
detuvo el fijado agregando 100ul de glicina 2.5 M y se centrifugaron a 1000xg
por 1 min, a 4°C). Se descarté el sobrenadante y se agregaron 0.5mL de
heptano, seguido de 0.5mL de metanol, agitando vigorosamente por 1 min para
eliminar la membrana vitelina. Se descarté el sobrenadante junto con los
embriones que permanecieron en la interfase, y los embriones que se
precipitaron se lavaron dos veces con metanol frio (Se pueden mantener en
metanol a -20°C por meses). Para rehidratar los embriones, se hicieron lavados
consecutivos de 1 min con gradientes de metanol (90%, 75%, 50%, 25%) para
finalmente, lavarlos 2 veces con PBT + 0.1% de Triton X-100. Los embriones
rehidratados se incubaron en una solucion bloqueadora o Blocking Buffer (PBT+
0.1% de Tritén X-100 + 0.1% BSA) por 1 hora a TA. Para la inmunodeteccion,
lo embriones incubaron con el anticuerpo primario H14 de BioLegend, diluciéon
1:1000, en Blocking Buffer durante toda la noche a 4°C, con agitaciéon constante.
Los embriones se enjuagaron 3 veces por 10 min con Blocking Buffer a TA para
después incubar con el anticuerpo secundario Alexafluor 568, dilucién 1:1600,
por 2 h a TA. Por ultimo, el exceso de anticuerpo se lavd 3 veces por 10 min con
PBT, se incubaron con 1 pg/mL de DAPI, por 20 min, seguido de 3 lavados de
10 min con PBT y finalmente se montaron con CitiFluor™ AF1 en camaras de

portaobjetos.

Los embriones tefidos se observaron en el microscopio confocal Olympus
FV1000 Multi-foténico. Se utilizé el laser de excitacion de 405 nm para DAPI y
el de 543 para Alexa 568. El objetivo fue UPLSAPO 20X NA 0.75, los filtros pasa
bandas BA430-470 y BA560-660, el espejo dicroico DM405/488/543. El detector
fue PTM (Tubo Fotomultiplicador). El tamano del pixel fue de 0.53x0.53x2.34
MM y se tomaron 14 imagenes en plano Z. El resultado puede observarse en la

Figura 30.

49



6.5.5 Ensayos de oviposicion y supervivencia

Estos ensayos se realizaron colectando 10 hembras virgenes de cada una de las
cuatro lineas de interés (UAS-Cdk7i, Driver GAL4, w18 y GAL4-UAS-Cdk7i),
todas menores de 24 h de edad. Posteriormente se agregaron 5 machos de cada
genotipo y se cuantificé la cantidad de huevos ovipositados en viales de medio
de piloncillo a lo largo de diferentes periodos de tiempo. Después de 48 horas
se cuantificaron los embriones que eclosionaron y después de 12 dias se
cuantificé la cantidad de adultos. Este experimento se realiz6 tres veces, aunque
su caracter fue exploratorio, ya que no se logro replicar las mismas condiciones
de tiempo de oviposicién y no siempre fue posible cuantificar los embriones que

acababan de eclosionar.
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7. RESULTADOS

7.1 Ensayo de Western Blot para comprobar la expresion de las
proteinas recombinantes

Se realizaron ensayos western Blot de extractos de proteinas totales de
moscas adultas que expresan a EGFP-CDK7, EYFP-MAT1 y MAT1-mCherry
(fluorescencia observada por diseccidn de ovarios y testiculos, ver Figura 11,
seccidn 6.2.1). Sin embargo el anticuerpo contra la Ciclina H disponible no
logré identificar a la proteina en western Blot a pesar de realizar varios

intentos.

Control L2 L4 L8

75KDa
anti-CDK7
50KDa [

37KDa

Control L2 L4 L8

75KDa
EGFP-CDK7 —anti-GFP
50KDa
— anti-CDK7
CDK7
37KDa !
Stripping ¢
v
Actina —anti-Actina

37KDa

Figura 17. Western blot de extractos de proteinas totales de distintas lineas
transgénicas EGFP-CDK?7. El control es una linea W8 y | 2, 4 y 8 son tres
lineas transgénicas de EGFP-CDK7. CDK7 tiene una masa de 39 KDa y actina
de 42 KDa, por lo que después de revelar a CDK7, se realizé stripping suave de
proteinas de la segunda membrana, para poder observar a actina sin la posible
sobreposicion de Cdk7. La proteina transgénica EGFP-CDK7 tiene una masa de
66 KDa y es observable con los anticuerpos contra CDK7 y GFP.
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MAT1 recombinante

Figura 18. Western blot de extractos de proteinas totales de lineas
transgénicas EYFP-MAT1 (L1 y 3) y MAT1-mCherry (L4). El control es una linea
W18 E| anticuerpo contra GFP puede identificar a EYFP pero no a mCherry.
MAT1 tiene una masa de 36.5 KDa, sin embargo el anticuerpo la detecta
cercana a 50 KDa, la proteinas transgénicas no presenta esta inconsistencia y
corren segun la masa esperada (63.5 KDa).

Los resultados confirman que la fluorescencia de estas lineas (observada al
diseccionar ovarios y testiculos, Figura 11) se debe a la presencia de proteinas
recombinantes, claramente ausentes en el control (mosca w!!®). Las proteinas
transgénicas también parecen expresarse en diferentes cantidades segun la
linea. De manera interesante, CDK7 endégeno a veces aparece como un doblete
que en otros ensayos parece mas un barrido (no se muestra). CDK7 solo puede

tener un grupo fosforilo (de dos posibles sitios) [83], y ya que este solo afiade
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80 daltons podemos descartar su forma fosforilada como la responsable. Otros
ensayos en el laboratorio (con extractos de células humanas) han identificado

este mismo comportamiento cuando se carga una gran cantidad de proteina.

7.2 Dinamica de localizacion de los componentes de CAK en embriones

tempranos.

Utilizando microscopia confocal se observo la dinamica de la localizacion de las
proteinas recombinantes de CAK a lo largo de las rapidas divisiones nucleares
de embriones jévenes. Esta técnica nos ofrecié una capacidad de resolucion y
una velocidad de adquisicion de imagenes suficiente para observar lo que sucede
con las proteinas fluorescentes dentro de los nucleos tempranos de un embrién

vivo de D. melanogaster.

Para documentar la localizacion de los elementos de CAK, se tomaron secuencias
de imagenes a lo largo del tiempo de embriones que expresaban a EGFP-CDK7,
EYFP-MAT1, MAT1-mCherry, EGFP-Ciclina H y Ciclina H-mCherry en combinacion
con marcadores nucleares (H2Av-RFP y Jupiter-GFP). En la Figura 19 se
muestran dos divisiones de un embriéon joven completo, siguiendo la sefial de

fluorescencia de EGFP-Cdk?7.

Como se puede apreciar en la Figura 19, la sefal fluorescente de la proteina
EGFP-CDK?7 es visible durante todo el ciclo de divisién, variando su intensidad
de forma gradual, pero sin perderse nunca por completo. Esta imagen no tiene
un marcador nuclear por lo que no pueden identificarse aun etapas de la mitosis
ni el estadio del embrién, pero queda claro que la localizacién de EGFP-CDK7 es
especifica y de comportamiento constante. Llama la atencién que exista una
importante disminucidon de la sefal localizada sin el aparente incremento de la
fluorescencia en el fondo. Podria ser que CDK7 esté siendo degradado, aunque
probablemente el volumen citopldsmico con relacion al nuclear sea suficiente
para diluir este efecto, es importante hacer notar que se esta tomando una

delgada capa del embrion.
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Figura 19. Dinamica de la localizaciéon de EGFP-CDK7 en un embridon completo.
Se observa la sefal fluorescente de la proteina y su localizacién a lo largo de
dos ciclos de division nuclear, en un lapso de 20 minutos. Imagenes tomadas

bajo la condicion #1 de la Tabla 7, tomando una imagen cada 14.06 s.
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Figura 20. Dinamica de EGFP-Cdk7 (verde) con el marcador nuclear H2Av-RFP
(rojo), este ultimo permite observar la dindmica de la cromatina. Se observa
una divisién nuclear de un embridén entre los ciclos 9 y 10. EGFP-Cdk7 sigue la
dindmica de la cromatina durante la divisién nuclear y aungque la sefial
disminuye mucho, nunca se pierde completamente (Minimo en anafase, a los
07:03 min). Imagenes tomadas bajo la condicion #2, de la Tabla 7, tomando
una imagen cada 30.22 s. Caricatura tomada de la figura 1 de [73]. En dicho
articulo se muestra en rojo el comportamiento de la tubulina y en verde el de
una histona marcada con GFP, para ver la figura completa, ir a Anexo Il1I.

Cuando EGFP-CDK7 y H2Av-RFP (una variante de histona marcada con la
proteina fluorescente roja) se expresan simultaneamente (Figura 20) no parece
afectar la dindmica de la primera, segun lo previamente observado en la Figura
19. Fue confirmado, gracias a la observacion de la histona fluorescente, que
EGFP-CDK7 sigue la dinAmica de la cromatina. Es decir, durante la fase de

sintesis, que representa una muy breve interfase (13:36 min, en Figura 20) el
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nucleo y la senal de EGFP-CDK7 son intensas y se traslapan a la perfeccion (la
cromatina esta relaja); durante metafase (la cromatina se compacta), anafase
(los cromosomas condensados se alinean y comienzan a separarse) y telofase
(los cromosomas condensados se separan) observamos una disminucion gradual
de la sefial de EGFP-CDK7 (no asi para la histona) hasta casi desaparecer
durante la telofase, para luego recuperarse durante la siguiente fase S (tal como
se observa en la Figura 20 de 09:04 a 13.36 min), sin perder la misma
localizacion que la cromatina. Ya que la histona no disminuye su sefial y si EGFP-
CDK7, asumimos que una parte del este componente de CAK esta saliendo (o
siendo degradado) pero esa fraccibn remanente que acompafa a la cromatina
podria estar comportandose como un elemento de bookmarking para la

transcripcidon durante la siguiente division nuclear.

MAT1, tanto unido a EYFP o mCherry, y Ciclina H (unida a EGFP) también siguen
la dinamica de EGFP-Cdk7 (Figuras 21, 22 y 23). Adicionalmente se observaron
las dinamicas de una segunda linea de EGFP-Cdk7 y de Ciclina H con mCherry
(CycH-mCherry) (no se muestran resultados), confirmando una dinamica

semejante para los tres componentes del CAK.

No es siempre posible presentar las fases de la mitosis en el orden esperado
debido a que los embriones se comienzan a capturar a distintos momentos de la
division nuclear. También es importante mencionar que los nucleos son
altamente dindamicos y al adquirir imagenes de una solo capa del embrién, los
nucleos contenidos en un plano inicial pueden quedar fuera de este en la
siguiente ronda de division. Exceptuando a la Figura 21, las series temporales
son de una sola seccion del embriéon y generalmente los nucleos salian de foco
en la segunda division. Los microscopios de disco giratorio adquieren imagenes
con una velocidad superior a un confocal convencional (Figura 14), esto fue lo
que permitié tomar una proyeccion Z en la Figura 21. Las series tomadas en el
microscopio Olympus Invertido fueron de un solo plano porque al tomar mas de
20 segundos para ser adquiridas dejaban ver un ligero desfasamiento entre los

ciclos de la primera a la ultima capa. No se muestran estos resultados.
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Profase Metafase Anafase Telofase

H2Av-RFP EYFP-Matl

Combinado

Figura 21. Dinamica de EYFP-MAT1 (falso color verde) con el marcador nuclear
H2Av-RFP (rojo), que permite observar a la cromatina. Se observa una division
nuclear de un embridén entre los ciclos 10 y 11. EYFP-MAT1 sigue la dinamica
de la cromatina y aunque la sefnal disminuye mucho, nunca se pierde
completamente. Iméagenes tomadas con la la condicion #3 de la Tabla 7,
tomando una imagen cada 20.00 s.

Profase Metafase Anafase Telofase Interfase

Jupiter-GFP Matil-mCherry

ombinado

C

Figura 22. Dinamica de MAT1-mCherry (Rojo) con el marcador de mirotubulos
Jupiter-GFP (verde). Condicion #2 de la Tabla 7. Se tom6 una imagen cada
21.45 s.
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H2Av-RFP EGFP-Ciclina H

Combinado

Figura 23. Dinamica de EGFP-Ciclina H (verde) con el marcador nuclear H2Av-
RFP (rojo), que permite observar a la cromatina. Se observa una division
nuclear de un embrién entre los ciclos 8 y 9. Condicién #3 de la Tabla 7 y se
tomoé una imagen cada 25.00 s.

Concluimos que el comportamiento de CDK7, MAT1 y Ciclina H recombinantes
son semejantes entre ellas y a otros componentes del Core [61] y por lo tanto,
cualquiera de ellas representa la dinamica de localizacion de TFIIH durante las
divisiones nucleares en el embrion temprano. Queda abierta la posibilidad de
analizar la intensidad de la sefial fluorescente a lo largo del tiempo con métodos
cuantitativos, de reconstruir en 3D de la localizacion de estos componentes y

de, eventualmente, determinar a qué sitios del ADN se mantiene unido TFIIH.

7.3 Ensayos de rescate de lineas mutantes de Cdk7

Las dos lineas mutantes de Cdk7 (Tabla 8, materiales y métodos) poseen
alelos letales para los machos, ya que Cdk7 se encuentra en el cromosoma X.
A continuacioén se presentan los resultados de las cruzas de rescate con 2

lineas de EGFP-Cdk?7.
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a) Mutantes de Cdk7 rescatadas con la linea 8 de EGFP-Cdk7

% Supervivencia (Individuos % Supervivencia (Individuos
Genotipo Observados/Individuos Genotipo Observados/Individuos
esperados) esperados)
Cdk7 Fo8K + Cdk7 G2000
== = - . 0,
ey 0% (Alelo letal) v ¥ 0% (Alelo letal)
Cdk7 E68K EGFP — Cdk7 Cdk7 62000 EGFP — Cdk7
v " 82.5£0.9% v n 84.7+15.4%

b) Mutantes de Cdk7 rescatadas con la linea 4 de EGFP-Cdk7

% Supervivencia (Individuos % Supervivencia (Individuos
Genotipo Observados/Individuos Genotipo Observados/Individuos
esperados) esperados)
Cdk7 F68K Cdk7 G2000
L - . 0,
v T 0% (Alelo letal) y T 0% (Alelo letal)
Cdk7 E68K EGFP — Cdk7 Cdk7 62000 EGFP — Cdk7
— i 85.2+3.1% i 82.8+8.5%

Tabla 9. EGFP-CDK?7 rescata a dos lineas mutantes letales de Cdk”/. Se
muestran lo porcentajes de supervivencia (Individuos observados/Individuos
esperados) de la cruza de machos homocigotos para EGFP-Cdk7 con hembras

mutantes Cdk7558 y Cdk7¢2°°®, Se muestran los genotipos relevantes
(machos), los cuales no sobreviven en la linea mutante sin rescatar. Cada
cruza se realizé por duplicado, para ver el nUmero de individuos contados por
cruza y los resultados de todos los genotipos, ver Anexo IV.

Los porcentajes de supervivencia de machos con la mutacion son bastante altos
generalmente arriba del 80%, representando en una de las réplicas a la clase
mas saludable. Aunque no se muestran en este trabajo, se realizaron cruzas de
hembras mutantes con machos de fondo w!!’® con y sin cromosomas
balanceadores, donde tampoco se observaron machos con la mutacion. El
resultado de este experimento de rescate indica que la funcidon biol6gica de
EGFP-Cdk7 es la misma que la de Cdk7. Debido a que las proteinas mutantes
Cdk7E88 y Cdk7¢290P difieren en un aminoacido respecto a Cdk7 enddégeno no es
posible diferenciarlas con los anticuerpos disponibles en el laboratorio, por lo

que no se muestra una comprobacion del rescate por western blot.
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7.4 Ensayos de rescate de lineas mutantes de MAT1

La linea mutante MAT1£Y16870 (BL22334) no pudo ser rescatada con ninguna de
las dos lineas transgénicas (EYFP-MAT1 y MAT1-mCherry). A continuacion se
muestran las tablas con los rescates de la mutante MAT1M03%48 (BL36950) con
ambas lineas. Las moscas mutantes son heterocigotas y poseen alas curveadas
debido a que estan balanceadas con el cromosoma CyO, mientras que las
moscas rescatas son homocigotas para la mutacion y por lo tanto presentan
alas planas (fenotipo silvestre), en la Tabla 10 se muestran los resultados de

este ensayo de rescate.

Rescatadas con la linea de EYFP-Mat1 Rescatadas con la linea de Mat1-mCherry
% Supervivencia (Individuos % Supervivencia (Individuos
Genotipo Observados/Individuos Genotipo Observados/Individuos
esperados) esperados)
Mat1MI03948 Mat1Mi03948 4
Mat1Mio39as: I 0% (A|E|O Ietal) MatiMomas 0% (A|E|O Ietal)
Mat1M03948 EYFP — Matl Mat1M03948 Mat1 — mCherry
Mat 17103978 TM6 72.5%2.5% Mat]"i03948* M6 86.6+1.3%
Mat1M03948 EYFp — Mat1 Mat1M03948 Mat1 — mcherry
. [ .
Mat1MI0398’ EYFP — Mat1 85.2£15% Mat1"0%9%8 iarl — mCherry 70.6+29.4%

Tabla 10. Las proteinas recombinantes EYFP-MAT1 y MAT1-mcherry rescatan el
fenotipo del alelo letal MAT1M!93948  pgrcentajes de supervivencia (Individuos
observados/Individuos esperados) de la cruza de machos y hembras con el

mismo genotipo (MAT1M103948 /CyO,;EYFP-MAT1/TM6 y MAT1M03%48 /CyO,; MAT1-
mCherry/TM6). Se muestran los genotipos relevantes. Cada cruza se realizo

por triplicado para EYFP-MAT1 y por duplicado para MAT1-mCherry, genotipos
totales y conteos totales en Anexo IV.

El porcentaje de individuos rescatados fue del 70% como minimo, y llegé incluso
a representar la clase mas saludable. Como una prueba adicional se
diseccionaron testiculos para observar su florescencia. Se comprobé que machos
y hembras rescatados fueran fértiles pero su progenie no fue cuantificada
(cruzando con moscas del genotipo w!!’®). Como se puede notar por la
desviacién estandar, estas cruzas presentaron una gran variabilidad en su
supervivencia sin importar si eran moscas con el balanceador TM6 o MKRS (Ver
anexo V), aunque la gran variabilidad en los resultados puede deberse a que se

obtuvieron poblaciones pequefias (entre 250 y 550 individuos totales
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rescatados). La mutante MATI1M03%948 resulta de una inserciéon de 7.267Kb en
contrasentido de la transcripcion de MAT1, y debido a que no ha sido reportada
en otro trabajo, se desconoce como afecta a la transcripcion del gen, aunque
asumimos que interrumpe la transcripciobn de MAT1 ya que no se observan
homocigotas del gen mutante a menos que tengan una copia de alguna proteina

MAT1 recombinante.

a) Rescates con EYFP-Mat1
\ o
x<© K
A B C o A B c €

75KDa [t

T e, SETTe A ey |Anti-GFP
Anti-Mat1 )

R - e e @_— 50KD3

B e | Anti-Actina

37KDa

Anti-GFP

25KDa
b) Rescates con Matl-mCherry

0“0\
" A B Ponceau S

Anti-Mat1 l '

[,

Figura 24. Western blot de extractos de proteinas totales de machos
rescatados con las lineas transgénicas de MAT1. En a) Rescates con EYFP-
MAT1, donde A, B y C indican los tres repetidos de la cruza de rescate, el
control es la mutante balanceada MAT1M03%48/Cy0;MKRS/TM6 y todas las

muestras se corrieron en el mismo gel. En b) Rescates con MAT1-mCherry,
donde A y B indican los duplicados de la cruza de rescate, el control es el
mismo que para a). Con un asterisco se indican las bandas que no se esperaba
observar para A y B, que corresponden a la masa de MAT1 enddégeno (control).
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Se realizaron ensayos de western blot para comprobar la ausencia de MAT1
endégeno y la presencia de la proteina recombinante en las lineas rescatadas.
Sorprendentemente, el ensayo de western blot revel6 una banda que
corresponde al mismo tamafo de MAT1 enddégeno (Figura 24, marcado con un
asterisco), algo esperado para el control mas no para las lineas A, By C.
observamos que efectivamente las lineas rescatada expresan a EYFP-MAT1
(Figura 24a) o MAT1-mcherry (Figura 24b). Una posible explicacion para la
banda del mismo tamafo de MAT1 endégeno fue que la proteina recombinante
estaba siendo cortada o degradada de modo que EYFP o mCherry quedarian
separadas de MATL1. Utilizando las herramientas PeptideCutter de EXPASy y
MAPPP se encontraron cientos de sitios de corte para EYFP-MAT1 y MAT1-
mCherry, pero no hay referencias sobre en qué momento del desarrollo o
tejido podria darse cada tipo de corte, ademas, como se observa en la Figura
24a, no se encontré a EYFP libre, por lo que un corte preciso entre MAT1 y
EYFP no parece la respuesta. Queda abierta la busqueda de otras mutantes de

MAT1 o la generaciéon de las propias con herramientas de edicidn de genomas.

7.5 Ensayo de Western Blot para evaluar la disminucion de CDK7 por

interferencia de ARN en embriones tempranos

Para comprobar que el sistema UAS-GAL4 para la expresion de shRNA contra
Cdk7 (Cdk7i) funciona y es capaz de disminuir los niveles de Cdk7 en embriones,
se realizaron ensayos de western blot de embriones provenientes de hembras
tanto heterécigotas como homadcigotas para ambos componentes del sistema
UAS-GAL4; Gal4 y Cdk7i, utilizando como controles a embriones de lineas
parentales (que tienen uno solo de los componentes del sistema) y a w!!® como
linea silvestre. Las cruzas se realizaron por triplicado. En la Figura 25 se observa
una importante disminucion en la cantidad de CDK7 en embriones provenientes

de madres que expresan a Cdk7i.
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Figura 25. La expresion del shRNA contra Cdk”7, regulada por GAL4 logra
disminuir la cantidad de CDK7 en embriones tempranos. Western Blot de
embriones tempranos con ARN interferente contra Cdk7. Embriones
gastrulados W18 embriones tempranos (entre ciclos 5y 6) de los genotipos:
W18 (como control silvestre), +/+; Cdk7i/Cdk7i (UAS-Cdk7i), Gal4/Gal4;+/+
(Driver GAL4), 5) Gal4/CyO; Cdk7i/TM6 (GAL4-UAS-Cdk7i heterocigoto), 6)
Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i (GAL4-UAS-Cdk7i). Para cada carril se utilizaron 10
embriones. Se observa que los controles muestran niveles similares de Cdk7,
mientras que en las linea hetero y homocigota la cantidad de Cdk7 se
encuentra disminuida, ambas lineas expresan a Cdk7i pero solo en el genotipo
Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i dicha disminucién es mas evidente.

Como se observa en la Figura 25, la disminucién en la cantidad de la proteina
CDK7 demuestra que el sistema UAS-GAL4 funciona y que ademas es
dependiente de dosis, es decir, la disminucion de la proteina es observable en
embriones provenientes de hembras heterocigotas (Gal4/CyO,; Cdk7i/TM6)
pero es mas dramatica en embriones provenientes de hembras homocigotas
(Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i). El siguiente paso fue observar el efecto de esta
disminucion mediante la inmunotincion de ADN y tubulina. Es importante
resaltar que la linea Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i no se pudo mantener estable, ya
que aun cuando la oviposicion fuera abundante pocos eclosionaban, no siendo

suficiente para mantener una poblacidon constante.
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7.6 Efectos en la mitosis de embriones con CDK7 disminuido

La expresion del ARN interferente contra Cdk7 generd una mayor proporcion

de embriones con mitosis defectuosas, un aumento del triple con respecto a

tres controles (Figura 28). En general, los embriones defectuosos producto de

la disminucién de CDK7 presentaron secciones sin nldcleos o con muy pocos, y

dichos nucleos tienen defectos en los centrosomas, cromosomas libres, husos

multipolares o fusionados o bien se encuentran desfasados con respecto al

ciclo de division nuclear correspondiente (Figura 27b, nucleos en azul, tubulina

en rojo). Aunque se muestran algunos defectos severos estos fueron la

minoria, los mas habituales fueron como el mostrado en la Figura 26, Algunos

embriones con mitosis catastréficas presentan una forma ligeramente

redondeada, pero esto ultimo no se identific6 como un defecto por si mismo.

100 pm : A

Figura 26. Tipo de
defecto mitético mas
habitual en embriones de
madres gue expresan el
RNA interferente de
Cdk7. Se observa una
seccibn  sin  nucleos,
cuando en un embridn
normal los nucleos
deberian recubrir toda su

superficie. A la izquierda observamos la tubulina y a la derecha el embrién en

campo claro.

Adicionalmente a estos resultados, se realizaron pruebas de tincién de ovarios

(datos no mostrados) en los cuales no se notaron diferencias entre la morfologia

y tamanfo de los ovarios de las lineas estudiadas. Esto puede considerarse como

un buen prondstico si suponemos que el efecto materno sera minimo y que los

defectos se deben a la falta de CDK7 en el embrién, no en el ovario
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a) Fenotipos en embriones GAL4-UAS-Cdk7i

a-Tubulina ADN Combinado

—
100 pm

Figura 7 continta en la siguiente pagina
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b) Acercamiento a mitosis catastroficas

==
25 um
Huso Huso Husos romosomas
formando un multipolar fusionados y libres y un
anillo cromosomas triple huso
libres

c) Embrion silvestre sin defectos

Figura 27. Mitosis catastroficas producto de la disminucion de CDK7 en los
embriones tempranos. ADN en azul, tubulina en rojo. a) Ejemplos de
embriones del genotipo Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i (y una disminucion en la
cantidad de CDK7) entre los ciclos 9 y 10 que presentan defectos mitdticos con
distintos grados de severidad, en el panel superior, un embrién de fenotipo
silvestre, los dos inferiores son embriones con mitosis catastroéficas. b)
Amplificacién de nucleos con mitosis catastréficas de embriones de severidad
media (no mostrados). Se observa desde anillos formados por los husos
mitdticos hasta cromosomas libres y diversos tipos de fusiones. €) Embrién
silvestre sin defectos. Embrion silvestre w!118 se encuentra unos minutos
adelantado en el ciclo celular con respecto a los embriones mostrados en a
pero se observa claramente lo ordenado de los nucleos y su distribucion a lo
largo de todo el embrion. Condiciones de adquisicion de imagenes en la secciéon
6.5.3.

Estas pruebas no nos permiten saber si un embridén con algun tipo de defecto
mitdtico podria recuperarse al avanzar en el desarrollo (cuando comenzara a
expresar su propio CDK7 durante la ATC), ni tampoco la diferencia en la

cantidad de CDK?7 disponible entre embriones GAL4-UAS-Cdk7i con fenotipo
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silvestre y aquellos con fenotipo severo. Seria interesante realizar western blot
de un solo embrién de ambos fenotipos para comprobar esto ultimo. En la tesis
de doctorado de Grisel Cruz, 2017 [61] se realiz6 RNA-seq de embriones con
defectos y se determiné que los transcritos afectados son tanto de herencia
materna como cigoéticos, por lo que no se realizé este tipo de analisis para
estos embriones. Resulta interesante que este fenotipo sea compartido con las

mutantes de las sub-unidades del Core analizadas en su trabajo.

50
15
40
35 ] W
30
25
20

15
10

-
i
=8

% Embriones con defectos en mitosis

Embriones de los ciclos 9a 11

mW1118 & Driver GAL4 ®BUAS-Cdk7i B GALA-UAS-Cdk7i

Figura 28. El porcentaje de embriones con defectos en mitosis se triplica para
la linea GAL4-UAS-Cdk7i (Gal4/Gal4; Cdk7i/Cdk7i). Esto comparado con la
lineas control donde W1118=W*!'8(como control silvestre), UAS-Cdk7i = +/+;
Cdk7i/Cdk7i, Driver GAL4A=Gal4/Gal4;+/+. Se cuantificaron por triplicado
embriones entre los ciclos 9 y 11 debido a que es la etapa en la que los
nucleos se encuentran en la periferia del embrién y pueden observarse con un
microscopio de fluorescencia convencional, previo a esta etapa, los nucleos se
encuentran hacia el centro del embrién y es dificil observar si ya presentan
defectos.

El porcentaje de embriones que se encuentran entre los ciclos 9y 11 esta
entre el 13.8 y 16.7% del total de embriones cuantificados, para las 4 lineas
(los tres controles y la linea que expresa a Cdk7i), por lo que no hay un
evidente retraso en los ciclos de division nuclear aun cuando existen defectos

en la mitosis, esto resulta importante ya que apunta a que la funcién de CAK
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como regulador del ciclo celular no parece estar afectada aun con la gran
disminucion de CDK7, pero una afirmacién de este tipo requeriria pruebas
sobre el estado de la maquinaria de division celular. Los porcentajes de
embriones entre los ciclos 9 y 11 resultan consistentes pese a las diferencias
en cuanto al numero total de embriones contados (Ver Anexo VI). Se tomaron
en cuenta los embriones defectuosos totales, sin tomar en cuenta la gravedad

de sus defectos (Figura 28).

7.7 Efecto en la oviposicion de moscas que expresan ARN interferente
contra CDK?7

Las moscas que expresan el interferente contra Cdk7 no siempre depositan
menos huevos que los controles (Figura 29a). Sin embargo el porcentaje de los
embriones ovipositados que sobrevive hasta alcanzar la etapa adulta siempre
es mucho menor (Figura 29b). La disminucién en la cantidad de embriones que
eclosionan no es tan obvia debido a la gran variacion entre los tres
experimentos, pero no logra superar al promedio de eclosién en los controles.
El hecho de que estos embriones si estén eclosionando pero no alcancen la
etapa adulta podria indicar que la disminucion en la viabilidad de esta linea no
es exclusivamente debida al incremento en defectos en la mitosis. Existe la
posibilidad de que el driver GAL4 no se exprese Unicamente en los ovarios y
afecta a algun otro tejido tanto en hembras como en machos, aunque su
secuencia promotora, de la tubulina 67c, si es especifica de oogénesis y

desarrollo embrionario.
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a) Oviposicidon b) Eclosién y etapa adulta
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la etapa adulta de las tres lineas ya
mencionadas, con respecto a los huevos ovipositados.

—o—w1118 —e—UAS-Cdk7i —e—GALA-UAS-CdK7i

Estos resultados nos permiten comprobar que la disminucién de CDK7 en
embriones genera defectos mitéticos y problemas de viabilidad. No llega como
una sorpresa ya que antes se habia mencionado la gran relevancia de CAK tanto
en transcripcion como en el ciclo celular, pero el modelo de disminucién de CDK7
por interferencia con ARN abre las puertas a estudios de los mecanismos que
regulan la correcta segregacion de los cromosomas, asi como la posibilidad de

examinar mas adelante cambios en la expresion y el control del ciclo celular.
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7.8 Fosforilacion de la Serina 5 del CTD de la ARN polimerasa II en

embriones con CDK?7 disminuido

Aunque se tomaron embriones con CDK7 disminuido por el ARN interferente de
las mismas muestras tefiidas con DAPI y anticuerpo anti-tubulina para
cuantificar defectos mitoéticos, no se encontraron embriones con defectos
mitéticos en las muestras tefiidas con el anticuerpo anti-serina 5 fosforilada.
Resultaba interesante conocer si esta marca se encontraba considerablemente
reducida en embriones con defectos mitéticos, ya que es un indicador de que
la transcripcién se encuentra activa, pero el haber tomado muestras mucho
mas pequefias para esta tincion y debido al diferente tratamiento recibido para
fijar estos embriones, no fue posible observar ningin embrién con defectos en
la mitosis. En los nucleos mostrados en la Figura 30 se observa la distribucion
de la marca de serina 5 fosforilada, que en los embriones que expresan Cdk7i
no presenta anomalias.

Gal4/Gal4;cdk7i/Cdk7i

W1118

ADN

Serina 5
fosforilada

Combinado

Figura 30. No se observan cambios entre la distribucién de la marca de serina
5 fosforilada de embriones GAL4-UAS-Cdk7i de fenotipo silvestre comparado
con la distribucién en una linea w'!8. Imagenes tomadas en el microscopio
confocal Olympus FV1000 invertido, con el objetivo UPLSAPO 20X NA: 0.75 y
los laseres de excitacion de 405 y 543 nm (para ver azul y rojo,
respectivamente).
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se observo la dinamica sub-celular in vivo del factor de
transcripcién TFIIH, especificamente de uno de sus sub-complejos, CAK (Cinasa
activadora de CDKs) durante la activacion de la transcripcion cigética en
embriones de Drosophila melanogaster. Adicionalmente se evalu6 el efecto de

la disminucién de CDK7 en el desarrollo de los embriones de la mosca.

Se generaron lineas de moscas transgénicas que expresan a las proteinas de
CAK (CDK7, MAT1 y Ciclina H) fusionadas a proteinas fluorescentes para
observar su localizaciéon durante las rapidas divisiones del embrién temprano y
particularmente durante la activacion de la transcripcion cigotica, que ocurre a
partir del ciclo 8 [1], aun cuando algunos autores afirman que los primeros
transcritos se generan desde el ciclo 6 [9]. La sefial de las proteinas
fluorescentes fue observada desde el ciclo 8, aunque las series de imagenes
mostradas (Figuras 19-23) se tomaron a partir de los ciclos 9 y 10, ya que antes
de estos ciclos los ndcleos se encuentran en el centro del embrién, y aunque la
microscopia confocal en teoria puede alcanzar esta profundidad, en la préactica
no es posible observar claramente a los nucleos en el centro del sincicio. Las
condiciones de tiempos de captura de menos de 30 segundos por imagen se
deben a que es lo minimo necesario para observar el ciclo celular sin perder
informacién relevante ni generar un desfasamiento artificial entre el principio y

el final de la imagen.

La sefal fluorescente de las tres proteinas recombinantes (CDK7, MAT1 y Ciclina
H) coincide con la de un marcador de cromatina (H2Av-RFP) y otro de
microtubulos (Jupiter-GFP), y su intensidad varia gradualmente durante la
mitosis, desde un maximo durante la breve interfase (fase S), hasta ser minima,
sin embargo identificable, en cromosomas en anafase (fin de la fase M). Estos
resultados sefialan la permanencia del CAK en la cromatina mitética. Queda

abierta la pregunta de si se estad degradando solo diluyendo en el citoplasma.

Previo a este trabajo, existia poca informacion sobre la localizacién del CAK de
TFIIH durante la activacion de la transcripcion cigoética, dichos resultados se

obtuvieron a partir de ensayos de inmunotincién de embriones; y debido a las
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inconsistencias entre reportes acerca de la distribucion de CAK surgi6 el interés
por observar los que sucede in vivo en el embrién temprano. Aguilar-Fuentes et
al (2006) indican que la mayoria de Cdk7 se encuentra en el citoplasma del
embrién temprano y solo una pequefia fraccion se detecta junto con el Core en
el ndcleo, cantidad insuficiente para ser observada por inmunotincion pero
detectable por ensayos de co-inmunoprecipitacion de la cromatina [59],
mientras que un trabajo del grupo de Beat Suter indica que en embriones
silvestres la sefial de CDK7 se pierde progresivamente hasta desaparecer
durante la anafase, ademas, plantean que XPD (componente del core) se
requiere para excluir a CDK7 de los cromosomas en mitosis. De acuerdo a este
trabajo, en embriones mutantes de XPD, CDK7 se encuentra enriquecido en
cromosomas mitdticos coincidiendo con mitosis catastréficas [60]. Estos
resultados indican que tanto CDK7, como MAT1 y Ciclina H parecen traslaparse
con los cromosomas mitdticos, enriquecidos con respecto al citoplasma, sin
causar defectos en la mitosis y con una intensidad de sefial que permite
identificarlos incluso en anafase. Las lineas transgénicas son saludables y se
desarrollan en el mismo periodo de tiempo gque la linea usada como control
silvestre, w!!’8 que es el fondo genético utilizado para generar las moscas

transgénicas.

La dinamica de CAK es consistente con lo reportado por Grisel Cruz en su tesis
de doctorado [61] donde se reporta que la localizacién de tres componentes del
core de TFIIH: p52, Xpb y p8, es altamente dindamica y siguen un patrén
semejante al de los cromosomas durante los ciclos de division nuclear en el
embriéon temprano. Por esta razdn, podemos extrapolar los resultados del
presente trabajo y concluir que CDK7, MAT1 y Ciclina H siguen la misma
dinamica de TFIIH en esta etapa del desarrollo. En el presente trabajo, se
muestra por primera vez la dinamica de TFIIH jn vivo durante la activacion de la
transcripcion cigética de Drosophila melanogaster. En conjunto con los
resultados de Grisel Cruz sobre la dindmica del Core, nuestros resultados
describen adecuadamente el comportamiento de estos elementos durante la
activacion de la transcripcion cigotica. Anteriormente se habia demostrado que

los cromosomas mitéticos se encuentran moderadamente accesibles a
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componentes de la maquinaria basal de transcripcion, a factores y cofactores de
transcripcién y a proteinas de la cromatina para asegurar la rapida activacién de
la transcripcion en el siguiente ciclo de division celular [11,74,75], pero no se
sabia mucho acerca de TFIIH y su comportamiento durante esta transiciéon. Con
base en este trabajo, el siguiente paso seria determinar a qué secuencias se
encuentra especificamente unido utilizando inmunoprecipitaciéon de la cromatina.
El conjunto de resultados obtenidos en la presente tesis indica que TFIIH puede
desempefiar una funciéon de bookmarking, donde su permanencia en ciertos
promotores aseguraria la rapida transcripcion de estos en el siguiente ciclo de
division nuclear. Bookmarking se puede definir como la permanencia de factores
unidos a regiones especificas de la cromatina para la transmision de informacién
regulatoria a través de la fase mitética, cuando la transcripcidn se encuentra

silenciada [74].

Para demostrar que las proteinas recombinantes de CAK poseen la misma
funcion bioldgica que las proteinas enddgenas se realizaron ensayos de rescate
de alelos letales de Cdk7 y MAT1. Como se observé en la Figura 24, el ensayo
de western blot de proteinas de machos rescatados revela una banda del tamafio
de MAT1 enddégeno. La cantidad de proteina en esta banda es mucho mayor en
los individuos rescatados que en el control (la linea mutante), por lo que
asumimos que esta relacionado de alguna manera con la expresion de EYFP-
MAT1 y MAT1-mCherry. Nadie mas ha reportado haber utilizado las mutantes
elegidas para este trabajo por lo que no tenemos referencias para sustentar
nuestra hipoétesis del procesamiento de EYFP-MAT1 y MAT1-mCherry, sin
embargo, tenemos datos de rescates de lineas mutantes de p52 y p8 con
proteinas recombinantes cuya dindmica es idéntica a los componentes del CAK
analizados en este trabajo [61], por lo que no ponemos en duda que la dinamica

observada sea un resultado de su actividad biolégica.

Se sabe que embriones nulos para p8 presentan mitosis defectuosas
(desincronizacion, husos monopolares, fusiones mitéticas, centrosomas libres o
ADN descondensado) que se atribuyen, posiblemente a fallas en la transcripcion

debido a una apertura ineficiente del ADN [61], Yy en este mismo trabajo se
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observaron resultados similares con una mutante de XPB. Otros grupos ya
habian reportado previamente que mutaciones en las subunidades CDK7 y XPD
afectan a la progresiéon de la mitosis, ya que CDK7 estd implicado en la
regulaciéon del ciclo celular [51,55,60]. Dichos experimentos se realizaron con
mutantes de CDK7, asi que en este trabajo se optd por utilizar un sistema de
interferencia por ARN para disminuir la cantidad de Cdk7 en el embrién temprano
a niveles minimos y como consecuencia observamos un incremento al triple en
el porcentaje de embriones con mitosis defectuosas con respecto a diferentes
controles, consistente con los resultados descritos para el efecto de la ausencia
de p8 o la mutacion de XPD y XPB [61].

CAK, como parte del complejo TFIIH, fosforila al CTD de la RNA polimerasa Il en
el residuo de serina 5 durante el inicio de la transcripcién [16]. Considerando lo
anterior, esperabamos la disminucién de esta marca en los embriones con CDK7
disminuido. Para comprobar esto, se realiz6 un ensayo de inmunotincion
utilizando un anticuerpo especifico que reconoce a la serina 5 fosforilada (H14)
como indicador preliminar de problemas con el inicio de la transcripcién. Sin
embargo, en dichas muestras no encontramos embriones con defectos en la
mitosis y los embriones con fenotipo normal (pero del mismo genotipo que los
embriones con defectos) no tenian un cambio notable en la intensidad de la sefal

del anticuerpo H14.

Este resultado contradictorio se puede explicar de diferentes formas. Una
primera hipoétesis se basa en mudltiples articulos que sefialan que Cdk8, una
Cinasa del complejo Mediator, y CDK9, componente de P-TEFb (positive
transcription elongation factor b), como capaces de fosforilar a la serina 5 del
CTD, sustituyendo asi a la funcién de CDK7. Sin embargo estas propuestas se
basan en experimentos in vitro con extractos purificados de humano y levadura.
(Revisado en [76]). Ademas, no hay informacion publicada respecto a la
actividad de estas cinasas (Cdk8 y Cdk9) en el embrién temprano de Drosophila.
Por otra parte, Schwartz et al (2003) plantean la posibilidad de la existencia de
cinasas que compensan la actividad de CDK7 cuando no es funcional en

cromosomas politénicos [77]. La otra posible explicacion es que la minima
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cantidad de CDK7 que logra traducirse es suficiente para mantener las funciones
de fosforilacién del CTD y que el incremento en los defectos en mitosis se debe
a la insuficiencia de CAK libre en el citoplasma, por lo que se trata de un efecto
sobre el control del ciclo celular (aun cuando no se observaron cambios en la
proporcion de embriones en los ciclos 9 a 11). Se ha reportado que XPD
interacciona con la proteina Galla-1; cuando esta proteina sufre una mutacion
que la hace perder su funcién, los embriones tempranos presentan segregacion
anormal de los cromosomas, centrosomas mal posicionados y husos ramificados
[35] vy ya que XPD interacciona con Galla-1 y el CAK en el citoplasma [29,59]
podria existir una interesante relacién de esta doble interaccidn con los defectos

en mitosis que se observaron al disminuir a CDK7 en el embrién temprano.

Experimentos de RNA-seq realizados con anterioridad, usando embriones
carentes de p8 con defectos en la mitosis muestran que los transcritos tanto de
origen materno como cigoético estan desregulados, por lo que el efecto en la
activacion de la transcripcion cigoética resulta complejo de definir [61]. Por lo
anterior pensamos que realizar un experimento semejante pero disminuyendo a
CDKY7 no tendria sentido hasta asegurarnos de eliminar la influencia del efecto
materno. Un enfoque que se ha planteado es la administracién de farmacos
inhibidores de diferentes sub-unidades de TFIIH directamente a los embriones
tempranos. Para esto se requiere de farmacos hidrosolubles (como el minnelide,
droga sintética diseflada a partir del triptolide) y estandarizar las condiciones
para micro-inyectar rapidamente, causando un dafio minimo al embrién durante

el proceso.
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9. CONCLUSIONES

o CAK posee una distribucion y dindmica semejante a la de los cromosomas
mitéticos durante las divisiones nucleares rapidas del embrién temprano

de Drosophila melanogaster.

o El traslape de la sefial de las proteinas recombinantes de CAK con la sefal
de cromatina coincide con la primera oleada de transcritos del embrién y
Su permanencia en cromosomas mitéticos apunta a una posible funcién

de bookmarking.

o El patrén de localizacion de CAK es idéntico a lo reportado previamente
en nuestro laboratorio para los componentes del Core, por lo que
monitorear a cualquiera de estas sub-unidades permite visualizar la
dinamica de TFIIH.

o La disminucién de Cdk7, uno de los componentes de CAK, provoca un
incremento en el porcentaje de embriones con defectos mitéticos,

afectando severamente la viabilidad de dicha linea de moscas.

o Definir la contribucion de: el efecto materno, la disminucién en la
transcripcion y el desacoplamiento de los ciclos de division nuclear, al
fenotipo de incremento de defectos mitéticos, representa un reto a futuro
para profundizar en la comprension del papel de TFIIH en la activacion de

la transcripcion cigdtica.
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10. PERSPECTIVAS

o Realizar un ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatina con anticuerpos
dirigidos a las proteinas fluorescentes en las lineas transgénicas de CAK
para identificar su localizacion en promotores de los primeros genes

transcritos durante la activacion de la transcripcion cigoética.

o Utilizar microscopia de super-resolucién para observar la dindmica de las

proteinas recombinantes disponibles del CAK y el core.
o Evaluar si la disminucion de MAT1 y Ciclina H mediante ARN de
interferencia produce los mismos resultados que la disminucién de

CDK?Y.

o Estandarizar la micro-inyecciéon de embriones con minnelide u otro
inhibidor de TFIIH.

o Evaluar el uso de estas lineas transgénicas como modelo de estudio en

diferentes estadios del desarrollo de la mosca.
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ANEXO |

Tabla la. Primers utilizados.

Oligonucledtidos para amplificacion

No. de Conc ™ Lo o
oligo Nombre (uM) °C) Descripcion Recibi
Forward de Cdk7, agrega un sitio de
181 EcoRI-Cdk7 140.22 70 restriccion EcoRI en el extremo 5°. No posee 13/01/2015
ATG.
Reverse de Cdk7, agrega un sitio de
182 Cdk7-Notl 148.43 77 restriccion Notl en el extremo 3°. Posee codon 13/01/2015
de paro TAG.
Forward de Ciclina H, agrega un sitio de
183 EcoRI-CycH 114.43 70 restriccion EcoRI en el extremo 5°. No posee 13/01/2015
ATG.
Reverse de Ciclina H, agrega un sitio de
184 CycH-Notl 96.22 73 restriccion Notl en el extremo 3. Posee codon 13/01/2015
de paro TAG.
185 Xhol-CycH 119.42 72 Forward de Ciclina H, agrega un sitio de 13/01/2015

restriccion Xhol en el extremo 5°. Posee ATG.

Reverse de Ciclina H, agrega un sitio de
186 CycH-Xmal 121.56 73 restriccion Xmal en el extremo 3°. No posee 13/01/2015
codon de paro.

Forward de MAT1, agrega un sitio de

187 Xhol-MATH 137.76 ” restriccion Xhol en el extremo 5°. Posee ATG.

13/01/2015

Reverse de MAT1, agrega un sitio de
188 MAT1-Xmal 124.83 77 restriccion Xmal en el extremo 3°. No posee 13/01/2015
codon de paro.

Forward de Cdk7, agrega un sitio de

189 Xhol-Cdk7 180.09 73 restriccion Xhol en el extremo 5°. Posee ATG.

13/01/2015
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Reverse de Cdk7, agrega un sitio de

190 Cdk7-BamHI 174.37 75 restriccion BamHI en el extremo 3°. No posee 13/01/2015
codon de paro.
Forward de EYFP, agrega un sitio de
191 Xhol-EYFP 144.34 75 restriccion Xhol en el extremo 5°. Posee ATG. 13/01/2015
Reverse de EYFP, agrega un sitio de
192 EYFP-Hindlll 171.47 72 restriccion BamHI en el extremo 3°. No posee 13/01/2015
codon de paro.
Forward de MAT1, agrega un sitio de
193 HindlIlI-MAT1 129.23 77 restriccion EcoRI en el extremo 5°. No posee 13/01/2015
ATG.
Reverse de MAT1, agrega un sitio de
194 MAT1-Notl 133.92 76 restriccion Notl en el extremo 3. Posee codon 13/01/2015
de paro TAG.
Forward de mCherry, agrega un sitio de
4424 Xmal-mCherry | 75.91 77 restriccion Xmal en el extremo 5°. No posee 8/05/2015
ATG.
Forward de mCherry, agrega un sitio de
5Xmal- restriccion Xmal en el extremo 5°. No posee
6022 165.52 78 ATG y posee una base extra (por lo que en 2012 (Grisel)
mCherry . ;
realidad no sirve para nuestras
construcciones)
3'mCherry- Reverse de mCherry, agrega un sitio de
6023 y 185.54 74 restriccion Notl en el extremo 3°. Posee coddn 2012 (Grisel)
Notl
de paro TAA.
Oligonucledtidos para secuenciacion
Namer
ode Nombre c(:L?’Cl;: (-‘EEZA) Descripcion Recibi
Oligo
5007 3 XFPseq 238.02 63 Reversle para EGFP y EYFP, permite observar 2009 (Grisel)
as primeras 400 pares de bases.
Fwrd EGFP- Forward para Cdk7, permite observar la
2367 Cdk7 (F-Cdk7) 220.65 59 segunda mitad del gen (Aprox. 650pb) 10/03/2015
Rvso EGFP-
Cdk7 Reverse para Cdk7, permite observar la
2368 295.87 63 primera mitad del gen (Aprox. 400pb). 10/03/2015
(R-Cdk7)
Fwrd EGFP-
CycH Forward para CycH, permite observar la
2369 294.29 59 segunda mitad del gen (Aprox. 650pb) 10/03/2015
(F-CycH)
Rvso EGFP-
CycH Reverse para CycH, permite observar la
2370 224.79 64 primera mitad del gen (Aprox. 350pb). 10/03/2015
(R-CycH)
Fwrd mCherry Forward para mCherry, permite observar casi
2371 250.71 68 todo el gen (Aprox. 650pb), excepto por los 10/03/2015
(F-mCherry) primeros 70-80pb.
F MAT1- Forward para MAT1, permite observar la
2372 mCherry 315.88 61 segunda mitad del gen (Aprox. 580pb) 10/03/2015
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(F-MAT1)
R MATA Reverse para MAT1, permite observar la
ch B primera mitad del gen (Aprox. 440pb). No
2373 miherry 274.51 68 usar, de preferencia, ya que las secuencias 10/03/2015
(R-MAT1) resultan IIen_as de ruido, usar en su lugar los
oligos de amplificacion.
Forward de Cdk7, permite observar toda la
Fwrd EYFP :
2374 209.84 | 66 secuencia del gen EYFP (720pb) Su 10/03/2015
secuencia es complementaria a las ultimas
(F-EYFP)
bases de Cdk?7.
IntF CycH .
2906 19361 | 66 Forward para Cyert peer’]”;”:ergfsfa’)ag)a 23/03/2015
(Int-CycH) 9 gen (Aprox. 299p
Tabla Ib. Amplicones y las enzimas Taq Pol utilizadas.
No. Descripcion Oligos utilizados Enzima No. Lote | Fecha de
amplificacién
EcoRI-Cdk7-Notl 181, 182 (2015) Roche, Taq Pol dNTPack 14398221 16/01/2015
1a Prod. No. 04728866001
Xhol-Cdk7-BamHI 189, 190 (2015) “ o “o “o o
3a
Xhol-CycH-Xmal 185, 186 (2015) “o o “ o “oou
5a
EcoRI-CycH-Notl 183, 184 (2015) “oo“ “o “o o
7
Xhol-MAT1-Xmal 187, 188 (2015) “o o “ o “oou
9a
Hindlll-Matl-Notl 193, 194 (2015) “o o “ o “oou
11a
Hindlll-Matl-Notl 193, 194 (2015) “oou “ou 21/01/15
11b
Hindlll-Matl-Notl 193, 194 (2015) Roche, Expand High Fidelity 11075538 22/01/15
11c Enzyme Mix Prod. No.
04738250001
EcoRI-Cdk7-Notl 181, 182 (2015) “ o “ o 23/01/2015
1b
3b Xhol-Cdk7-BamHI 189, 190 (2015) “ o “ o 23/01/2015
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Sb Xhol-CycH-Xmal 185, 186 (2015) “ o “ o 28/01/2015*
9b Xhol-MAT1-Xmal 187, 188 (2015) “o“ “ o 23/01/2015
11d Hindlll-Matl-Notl 193, 194 (2015) “ou “ o 2/02/2015
9c Xhol-MAT1-Xmal 187, 188 (2015) “ o “ o 2/02/2015
12a Xhol-EYFP-Hindlll 191, 192 (2015) “ o “ o 3/02/2015
12b Xhol-EYFP-HindlIl 191, 192 (2015) “ o “ o 6/02/2015
13 Hindlll-Matl-Notl 193, 194 (2015) Roche, Expand High Fidelity | 11075538 4/03/2015
Enzyme Mix Prod. No.
04738250001
14 Xhol-Cdk7-BamH]I 189, 190 (2015) Thermo Scientific, Tag DNA | 00197145 19/03/2015
polymerase EP0404
15 EcoRI-CycH-Notl 183, 184 (2015) “ o “ o 9/04/2015
16 Xhol-Cdk7-BamHI 189, 190 (2015) Roche, Expand High Fidelity 13434020 23/04/2015
Enzyme Mix Prod. No.
04738250001
17 Xmal-mCherry- 6022, 6023 (2012) “ o “ o 23/04/2015
Notl
18 Xhol-CycH-Xmal 185, 186 (2015) “ o “ o 28/04/2015
19 Xmal-mCherry- 4424 (2015), 6023 “ o “o 12/05/2015
Notl (2012)
Tabla Il. Reporte de resultados de secuenciaciones.
L. No. X Secuencia Fecha de
Inserto Plasmido Amplicones L, Resultado
Col. No. secuenciacion
Hsp83 1 7 3283 3/03/15 Sin alteraciones, primeras 400pb de EGFP.
3746 11/03/15 F-CycH. Cambio de base A a G, lo noté hasta
EGFP- el 23/03. Cambia una L por una P.
CyCH
3747 17/03/15 R-CycH. Sin alteraciones.
4667 25/03/15 IntF-CycH. Sin alteraciones.
Hsp83 2 1a,1b 3282 3/03/15 R-EGFP. Sin alteraciones.
EGFP- " "
cdk7 3741 11/03/15 F-Cdk7. Sin alteraciones, solo SNPs.
3742 11/03/15 R-Cdk7. Sin alteraciones
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EGFP- F-mCherry. Sin altreraciones (No pudimos
P 3 | 5a,5b 3748 11/03/15 V> . (Nop
N1 ver el inicio pero si estaba alterado)
F-CycH. Cambio de base A a G, lo noté hasta
CycH- 3749 11/03/15 v ! r30s
mCherry el 23/03.
3750 11/03/15 R-CycH. Sin lateraciones
4666 25/0315 IntF-CycH. Sin alteraciones.
pEGFP- 4 9a, 9b, 9¢ 3751 11/03/15 F-mCherry. Insercion al inicio que cambia
N1 fase.
MAT1-
F-MAT1. Mutacidén puntual de T a Cy pérdida
mCherry 3752 11/03/15
de una base.
3753 17/03/15 R-MAT1. Sin alteraciones.
A R 3743 11/03/15 F-EYFP. Sin alteraci
cdk7- N1 a, /03/ - . Sin alteraciones.
EYFP
3744 11/03/15 F-Cdk7. Sin lateraciones.
R-Cdk7. Cambio de base (72) de A a G ( Pasa
3745 11/03/15 ' (72) (
deEaQG)
pBKSII+ 5 12a, 12b 4037 17/03/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
EYFP
4038 17/03/15 R-EYFP. Sin alteraciones.
EGFP-
P N1 6 93, 9b, 9c 4663 25/03/15 F-MAT1. Sin alteraciones.
MAT1- 4664 25/03/15 R-MAT1. No sali6 secuencia (hasta 9/04).
mCherry 4665 25/03/15 F-MCherry. Insercion al inicio que cambia
fase.
5292 9/04/15 R-MAT1. Sin alteraciones.
12a, 12b, , ]
pBKSII+ 8 13 5289 9/04/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
EYFP-
MAT1 5290 9/04/15 F-MAT1. Sin alteraciones.
5291 9/04/15 R-MAT1. Sin alteraciones.
pEYFP- . )
N1 10 14 5293 9/04/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
5294 9/04/15 F-Cdk7. Sin alteraciones.
Cdk7- 5295 9/04/15 R-Cdk7. Sin alteracion'es pero repetimos
EYFP (mala calidad).
6218 17/04/15 F-Cdk7. Sin alteraciones.
6219 17/04/15 R-Cdk7. Pérdida de base que cambia fase de

% de la proteina.
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R-EGFP. No salié secuencia, pero ya no

Hsp83 12 15 6355 20/04/15 .
repetimos.
EGFP-
F-CycH. Cambio de base A a G, que cambia
CycH 6356 20/04/15 4 9
N por D.
6357 20/04/15 R-CycH. Sin alteraciones.
EGEP 5a, 5b, F-CycH. Cambio de base A a G, se arrastro
P N1 13 Ar(r;r;: de 6358 20/04/15 desde Col. 3, pensando que estaba bien se
m err
Gri yl uso de templado.
CyCH' por Grise
mCherry 6359 20/04/15 R-CycH. Sin alteraciones.
6360 20/04/15 F-mCherry. Insercidn al inicio que cambia
fase.
9a, 9b, 9c,
pEGFP- Amp. de F-mCherry. Insercion en el inicio (esto se ve
14 6361 20/04/15
N1 mCherry /04/ con la sec. 6362)
MAT1- por Grisel
mCherry
6362 20/04/15 F-MAT1. Sin alteraciones.
6363 20/04/15 R-MAT1. Sin alteraciones pero mala calidad.
7076 28/0415 F-MAT1. Sin alteraciones.
12a, 12b, . .
Hsp83 11 13 6486 22/04/15 F-MATL1. Sin alteraciones.
6487 22/04/15 R-MAT1. Mala Calidad
6488 22/04/15 R-EYFP. Mala calidad.
EYFP- 7073 28/04/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
MAT1
7074 28/04/15 R-EYFP.Sin alteraciones.
7075 28/04/15 F-MAT1. No sali6 la secuencia.
7609 6/05/15 F-MATL1. Sin alteraciones.
7610 6/05/15 R-MAT1.Sin alteraciones.
pEYFP- . .
N1 15 16 7611 6/05/15 F-Cdk7. Sin alteraciones, solo SNPs.
Cdk7- 7612 6/05/15 R-Cdk?7. Sin alteraciones.
EYFP
7613 6/05/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
7614 6/05/15 R-EYFP. Sin alteraciones.
18, Amp.
CycH- EGFP- F-CycH. Mutacion que hace a K102 pasar a
Y P 23 de 8241 18/05/15 ¥ q P
mCherry N1 mCherry T102.
por Grisel
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R-CycH. Mutacién que hace a L19 pasar a
8242 18/05/15 Y d P
R19.
Hsp83 4 16 8243 18/05/15 F-Cdk7. Sin alteraciones, solo SNPs.
Cdk7-
8244 18/05/15 R-Cdk7. Sin alteraciones.
EYFP
8245 18/05/15 F-EYFP. Sin alteraciones.
18, Amp.
CycH- pEGFP- de . .
mCherry N1 21 mCherry 8987 27/05/15 R-CycH. Sin alteraciones.
por Grisel
18, Amp.
CycH- EGFP-
v P 26 de 8988 27/05/15 R-CycH. Sin alteraciones.
mCherry N1 mCherry
por Grisel
pPEGFP- 9a, 9b, 9c, . .
N1 24 19 8989 27/05/15 F-mCherry. Sin alteraciones.
MAT1-
mCherry 8990 27/05/15 F-MAT1. Sin alteraciones.
8991 27/05/15 R-MAT1. Sin alteraciones.
18, Amp.
CycH- pEGFP- de F-CycH. Cambio de base A a G, que resulta
21 9317 1/06/15
mCherry N1 mCherry /06/ en un cambiode D a G.
por Grisel
18, Amp.
CycH- pEGFP- de . .
26 9318 1/06/15 F-CycH. Sin alteraciones.
mCherry N1 mCherry 106/ ¥ : !
por Grisel
9a, 9b, 9c, . .
Hsp83 6 19 9777 9/06/15 F-MATL1. Sin alteraciones.
MAT1-
mCherry 9778 9/06/15 R-MAT1. Sin alteraciones.
9779 9/06/15 F-mCherry. Sin alteraciones.
EGFP-
P N1 37 18, 19 9780 9/06/15 F-CycH. Sin alteraciones.
CycH-
mCherry 9781 9/06/15 R-CycH. Sin alteraciones.
9782 9/06/15 F-mCherry. Sin alteraciones.

ANEXO 1l

Mitosis en el blastodermo sincicial de Drosophila melanogaster [73].
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Embrién en la divisidn nuclear 12, donde a) GFP-histona (no se especifica cual) y b)
rodamina-tubulina. Telo=Telofase, NEF=Formacién de la envoltura nuclear,
ICCl=lInicio de la condensacién de cromatina, CC2=Segunda etapa de condensacion
de la cromatina, NEB=Rompimiento de la envoltura nuclear, Meta=Metafase,
Ana=Anafase.

ANEXO IV

Tablas de datos crudos de los ensayos de rescate.

cdk7A Cdk7B

Linea 4 Linea 8 Linea 4 Linea 8

Aia0 | Bias | A17a | Bss | Airs | Bi7z | A137 | Bies
WT —

Cdk7 ;EGFP Cdk7 100 | 100 | 95.4 | 100 | 100 | 100 | 90.5 | 100
Cdk74/B +
WT —

Cdk7™ EGFP —Cdk7 | 271 | 78.6 | 100 | 68.4 | 87.4 | 85.0|80.3|81.6
FM7c =+

FM7c¢c EGFP — Cdk7

YC; m 586 |67.6|74.7|1554|709|71.1|81.0|62.6
A/B _

Cdk; ;EGFP Cdk7 82.1188.383.3|81.6|74.3|[91.3| 100 | 69.3
+

Tabla IVa. Porcentajes de supervivencia (Individuos observados/Individuos esperados) de la
cruza de machos homocigotos para EGFP-Cdk7 con hembras mutantes. Se muestran los cuatro
genotipos posibles de la cruza para las mutantes Cdk7” (donde E68K) y Cdk78 (donde G200D).
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Cada cruza se realiz6é por duplicado (A/B) y en subindice se indica el nUmero de individuos

esperados para cada genotipo.

% supervivencia (Individuos observados/Individuos esperados)
T™M6 MKRS
Az Baa Cos A7 B21 Ces
MATT™MO3948 EYFP — Mat1
——— ot 100 86.8 | 786 | 89.4 | 91.7 | 100
y0 Bal
MATT™U3%948 FYFP — Mat1
0 ' EVFP —Matl 91.9 100 100 100 71.4 90.2
MATT™U3%948 FYFP — Mat1
N e — 72.6 75 70 97 100 | 91.7
48 —
MATT " EYFP = Matl 70 100 | 85,7 | 60.6 | 61.9 | 84.8
MATIMI03%948” FYEFP — Mat1

Tabla IVb. Porcentajes de supervivencia (Individuos observados/Individuos esperados) de la
cruza de machos y hembras con el mismo genotipo (MAT1M03948 /CyQ;EYFP-MAT1/TM6 y
MAT1MI03948 /CyO,;EYFP-MAT1/MKRS). Se muestran los cuatro genotipos posibles resultantes de
la cruza. Cada cruza se realiz6 por triplicado (A, B, C) y en subindice se indica el nUmero de

individuos esperados para cada genotipo.

% supervivencia (Individuos observados/Individuos esperados)
TM6 MKRS
A1z B7o Ass Boo
MATTM03%38 Mat1 — mCherry
o Bal 100 77.1 44.7 100
MATTMO3%38 Mat1 — mCherry
Cy0  Marl = mCherry 52.9 60 30.7 75.8
MATT03%48 Mat1 — mCherry
MAT[03948 Bal 85.3 87.9 100 95.2
MATTM03%48 Mat1 — mCherry
MATI™3%%8 " Mat1 — mCherry 41.2 100 61.33 78

Tabla IVc. Porcentajes de supervivencia (Individuos observados/Individuos esperados) de la
cruza de machos y hembras con el mismo genotipo (MAT1"103%48 /CyO,;MAT1-mCherry/TM6 y

MAT1MI03%48 /CyO;MATI1-mCherry/MKRS). Se muestran los cuatro genotipos posibles resultantes
de la cruza. Cada cruza se realizé por duplicado (A, B, C) y en subindice se indica el nUmero de
individuos esperados para cada genotipo.
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ANEXO V

Preparacion de soluciones utilizadas en la presente tesis.

TBE 5X: 450 mM Tris-Base, 444 mM &cido bérico, 10 mM EDTA pH 8.0.

PBS 10X: 1.37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM NazHPO., 18 mM KH2PO4. Ajustar

pH a 7.4 y esterilizar en autoclave.

Testis Buffer: 183 mM KCI, 47 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 6.8. Llevar a pH
6.8.

Buffer de homogeneizado: 250 mM sacarosa, 50 mM Tris pH 7.5, 25 mM KCI, 5
mM MgCl,, 5 mM EDTA. Esterilizar por filtracién con un tamafo de poro de 0.22
pm. Se alicuota y se almacenan a -20°C. Antes de usar, suplementar con

inhibidor de proteasas Complete™ 50X de (Sigma-Aldrich).

Acrilamida 30%: 29.2% acrilamia (p/v), 0.8% bisacrilamia (p/v). Filtrar en un

poro de 0.22 pum. Almacenar a 4°C protegido de la luz.

Laemmli 2X: 65.8 mM Tris-HCI pH 6.8, 2.1% SDS, 26.3% glicerol (v/v), 0.01%
azul de bromofenol. Guardar a TA, antes de usar suplementar con 50 pL de B-

mercaptoetanol por cada 950 L de buffer.

Buffer de Corrida 5X: 124 mM Tris-Base, 960 mM glicina, 0.5 % SDS (p/v).

Esterilizar y guardar a 4°C.

Buffer de Transferencia: 50 mM Tris-Base, 380 mM glicina, 0.1% SDS (p/v),

20% metanol. Guardar a 4°C protegido de la luz.

Medio Agar-Jugo de manzana: 80% de agar piloncillo fundido (v/v), 20% de

jugo de manzana (v/v). Agregar 0.5% de acido propidénico justo antes de vertir.

Embryo Buffer (EB): 10 mM Tris-Cl pH 7.5, 80 mM B-glicerofosfato de sodio pH
7.5, 20 mM EGTA, 15 mM MgCI2, 2 mM NazVOs, 1 mM Benzamidina, 1 mM
metabisulfito de sodio, 2mM PMSF, 0.05% Tween-20 (v/v). Este buffer se
prepara al momento y el volumen que no es utilizado ese mismo dia debe ser

descartado.
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2X SDS Sample Buffer: 100 mM Tris-Cl pH 6.8, 4% SDS (p/v), 20%Glicerol
(v/v), 0.2% Azul de bromofenol (p/v), 200 mM Dithiothereitol (DTT). El buffer

sin DTT se puede mantener a temperatura ambiente, suplementar antes de usar.

TBS: 20 mM Tris-Base, 150 mM NaCl y ajustar a pH 7.4 con HCI, esterilizar en

autoclave.

Crosslinking Buffer (CB): 50 mM Hepes, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 100 mM
NacCl.

ANEXO VI

Tabla VI. Cuantificacion de embriones con defectos en la mitosis, resultado de la
interferencia de cdk7.

Datos crudos | | |
Experimento A alfa-Tubulina/DAPI en Yokogawa
W1118 Driver GAL4 |UAS-Cdk7i GAL4-Cdk7i
Ciclos 1-8 1(298) 2(411) 1(427) 1(42)
Ciclos 9-11 |7(65) 7(60) 7(65) 5(16)
Ciclos 12-14 |1(42) 1(32) 1(71) 2(23)
Gastrulados [0(41) 0(29) 0(39) 0(0) Total
Total 446 532 602 81 1661
Experimento B alfa-Tubulina/Sytox en Olympus
W1118 Driver GAL4 |UAS-Cdk7i GAL4-Cdk7i
Ciclos 1-8 0(503) 0(529) 0(489) 7(534)
Ciclos 9-11 |16(114) 12(93) 11(107) 46(111)
Ciclos 12-14 |1(41) 3(55) 5(100) 5(75)
Gastrulados |0(59) 0(28) 0(17) 3(15) Total
Total 717 705 713 735 2870
Experimento C alfa-Tubulina/DAPI en Olympus
W1118 Driver GAL4 |UAS-Cdk7i |GAL4-Cdk7i
Ciclos 1-8 3(519) 1(736) 1(395) 5(724)
Ciclos 9-11 |12(108) 9(173) 19(226) 31(86)
Ciclos 12-14 |3(57) 0(74) 12(247) 4(68)
Gastrulados [0(43) 0(32) 0(62) 0(16) Total
Total 727 1015 930 894 3566
Conté 8097 embriones a2
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