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Estudio sobre la respuesta transcripcional al dafio al ADN y el rol

del sistema NER y la proteina quinasa ATR

Resumen

La transcripcion es un proceso altamente regulado cuya correcta progresion es crucial para la vida. En humanos,
la ARN Polimerasa Il (RNAPII) sintetiza tanto ARN mensajeros como diversos ARN no codificantes, y tiene un rol
central en la transcripcidn. En respuesta al dafio al ADN se producen cambios globales en la transcripcion que
implican una reduccién generalizada de la sintesis de ARN, asi como la induccién de un programa transcripcional
especifico de respuesta al dafo. En esta tesis doctoral nos propusimos investigar los mecanismos moleculares

que controlan esta respuesta.

El sistema de Reparacién por Escision de Nucledtidos (NER) reconoce y repara diversos tipos de lesiones en el
ADN, como aquellas generadas por exposicion a luz ultravioleta de alta energia (UVC). Ha sido propuesto que la
via de Reconocimiento Acoplada a la Transcripcion (TC-NER) estimula la degradacién de RPB1, la subunidad
mayor y cataliticamente activa del complejo RNAPII. Asi, se postula que la degradacién de RPB1 es consecuencia
de la detencidén de la RNAPII en el dafio. De esta manera, la degradacién de RPB1 facilitaria el acceso de factores
NER necesarios para la posterior reparacion del ADN. Por otra parte, el reconocimiento del dafio por TC-NER es
complementado por el Reconocimiento Global del Genoma (GG-NER), en el que las lesiones son reconocidas por
los factores XPC y DDB2. En esta tesis de doctorado demostramos que la degradacién de RPB1 es controlada por
una via de sefializacidon dependiente del sistema NER de manera secuencial: primero a través del reconocimiento
del dafo por el sistema TC-NER, activo inmediatamente luego de la induccion del dafio, y luego, a tiempos mas
largos, por el sistema GG-NER. Ademas, demostramos que la reparacion incompleta de las lesiones estimula la
degradacién de RPB1, indicando que la sefial que controla la abundancia de RPB1 comienza con el
reconocimiento del dafio, y continta hasta la finalizacidn de la reparacién. En concordancia con un mecanismo
de degradacion in trans a la lesion, demostramos que la degradacién de RPB1 no esta restringida a moléculas de
RPB1 transcripcionalmente activas, ni fosforiladas, y depende de la familia de E3 ligasas de ubiquitina del tipo
Cullin-RING. Estos resultados revelan un mecanismo dependiente de la reparacidn que controla los niveles de
RPB1, y proporcionan una explicacidn para el control de la respuesta transcripcional al dafio al ADN, donde mas
dafio implica mas reparacién y por lo tanto menores niveles proteicos de RPB1, lo que restringe la actividad de

la RNAPII.



Si bien el dafio al ADN reprime globalmente la transcripcion mediante la degradacion de RPB1, también induce
un programa especifico de expresién génica que escapa a esta represiéon. En el pasado postulamos que el
reconocimiento del dafio a través del sistema NER estimula la activacion de la quinasa ATR, promoviendo la
disminucién de la tasa de elongacién transcripcional. Si bien ATR es conocida por su rol en la estabilizacion de
horquillas de replicacidn arrestadas durante la fase S del ciclo celular, en esta tesis doctoral demostramos que
ATR se activa a través del sistema NER durante la fase G1 y fosforila diversas subunidades del complejo Mediador,

regulando de esta manera la expresion génica.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis doctoral revelan nuevos mecanismos de regulacién

transcripcional frente al dafio al ADN, coordinados por la activacion del sistema NER y la quinasa ATR.
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Study on the transcriptional response to DNA damage and the role

of the NER system and ATR Kinase

Abstract

Transcription by RNA polymerase Il (RNAPII) is a tightly regulated process essential for cellular homeostasis.
RNAPII synthesizes both messenger RNAs and various non-coding RNAs, playing a central role in gene expression.
Upon DNA damage, cells undergo global transcriptional changes that include a widespread reduction in RNA
synthesis, along with the activation of a specific transcriptional program required to cope with genotoxic stress.
In this doctoral thesis, we aimed to investigate the molecular mechanisms that regulate these transcriptional

responses.

The Nucleotide Excision Repair (NER) pathway is responsible for recognizing and repairing a wide range of DNA
lesions, including those induced by high-energy ultraviolet radiation (UVC). It has been proposed that
Transcription-Coupled NER (TC-NER) promotes the degradation of RPB1, the largest and catalytically active
subunit of the RNAPII complex. This model suggests that RPB1 degradation occurs as a consequence of RNAPII
stalling at DNA lesions, and facilitates the recruitment of NER repair factors required for DNA processing and
repair. In addition to TC-NER, damage recognition is also mediated by Global Genome NER (GG-NER), where
lesions are detected by the XPC and DDB2 factors. Here, we demonstrate that RPB1 degradation is orchestrated
by an NER-dependent signaling pathway that proceeds in a sequential manner: immediately after damage
induction through TC-NER, and subsequently, at later time points, via GG-NER. Moreover, we found that
incomplete DNA lesion repair sustains RPB1 degradation, indicating that the signal controlling RPB1 levels is
initiated by DNA damage recognition and persists until repair completion. Consistent with anin
trans degradation mechanism, we show that RPB1 degradation is not restricted to transcriptionally active or
phosphorylated RPB1 molecules and requires Cullin-RING ubiquitin E3 ligases. These findings reveal a NER-
dependent mechanism that regulates RPB1 levels and provide a framework to understand how the
transcriptional response is modulated following DNA damage. In this model, increasing DNA damage levels

enhance repair activity, resulting in reduced RPB1 hence restricting RNAPII activity.



Although DNA damage globally represses transcription through RPB1 degradation, it also induces a distinct
transcriptional program that bypasses this repression. We previously proposed that DNA damage recognition
through the NER pathway activates the ATR kinase, globally reducing the RNAPII elongation rates. While ATR is
best known for its role in stabilizing stalled replication forks during S-phase, here we demonstrate that ATR is
also activated via the NER pathway during G1 and phosphorylates several subunits of the Mediator complex,

thereby contributing to the regulation of gene expression.

Together, the results presented in this doctoral thesis unveil novel transcriptional regulatory mechanisms

triggered by DNA damage, coordinated by the activation of the NER pathway and ATR kinase.
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Introduccion

Introduccion general

La informacion necesaria para que exista la vida sobre la Tierra se encuentra codificada en el ADN. Esta
informacion esta organizada en unidades funcionales conocidas como genes, que contienen las instrucciones
esenciales para el desarrollo, la estructura y el funcionamiento de los seres vivos. Para que esta informacion
pueda ser utilizada, los genes deben expresarse a través de una serie de mecanismos que garantizan la sintesis
de moléculas con funcidn bioldgica. Uno de los primeros pasos en la expresidon génica es el proceso de
transcripcion, mediante el cual enzimas conocidas como ARN Polimerasas leen la secuencia de los genes y
sintetizan moléculas de ARN. Luego, la informacion contenida en el ARN se traduce en proteinas mediante la
accion de los ribosomas. Las proteinas desempefian un rol central en la célula, ya que catalizan la mayoria de las
reacciones bioquimicas necesarias para la vida. Aunque durante varios afios se considerd que las proteinas eran
los principales catalizadores bioldgicos, hoy se sabe que muchos ARNs poseen funcion catalitica, estructural y

funcional per se, siendo igual de relevantes que las proteinas para la catdlisis de procesos bioquimicos esenciales.

Este flujo de informacidn, del ADN al ARN y luego a las proteinas, constituye lo que Francis Crick denomind el
dogma central de la biologia molecular (Crick, 1958). Como se ilustra en la Figura I1, este flujo direccional
garantiza que la informacién heredable contenida en el ADN pueda ser transcripta a ARN y luego traducida a
proteinas, permitiendo asi decodificar la informacidén genética y sustentar los procesos bioldgicos que hacen
posible la vida. Tal como postula la centralidad del dogma, este flujo de informacidn se encuentra conservado
en los 3 dominios en los que se clasifica la vida, y por lo tanto su estudio es fundamental para comprender los
procesos moleculares que rigen la existencia de todos los organismos vivos que habitan la Tierra. No obstante,
hace ya muchos afios se demostré que este flujo de informacidn no es estrictamente unidireccional, ya que
existen mecanismos moleculares de transferencia de informacidn en direcciones alternativas, como ocurre en la

sintesis de ADN a partir de ARN en los retrovirus, entre otros ejemplos (Crick, 1970).

La capacidad de regular este flujo de informacidn genética es un aspecto clave en la evolucidn y el desarrollo de
los seres vivos. El control preciso de cuando y cdmo se expresan los genes resulta fundamental no solo para el
desarrollo de las células y la transmisidon hereditaria de la informacidn genética, sino también para que los

organismos puedan adaptarse y responder eficientemente a cambios en su entorno. En esta tesis doctoral
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exploramos cémo las células eucariotas regulan el proceso de transcripcion en respuesta al dafio al ADN,

garantizando la estabilidad gendmica y la viabilidad celular.

= PROTEIN

Figura 11: Representacion esquemdtica del dogma central de la biologia molecular tal como fuera presentada por
Francis Crick en su articulo de 1970 en la revista Nature (Crick, 1970). Las lineas sélidas representan la transferencia
de informacién mas frecuente, donde el ADN puede replicarse para generar otra copia de ADN, o bien transcribirse a
ARN, que a su vez puede traducirse a proteinas. Las lineas punteadas representan excepciones, dado que ha sido
demostrado que el ADN puede sintetizarse a partir de ARN (retrotranscripcién), asi como el ARN puede sintetizarse a
partir de otro ARN. La linea punteada que conecta ADN y proteina no ha sido demostrada al momento de escritura de
esta tesis, pero la posibilidad de que exista este mecanismo y aln no haya sido descubierto, no era descartada por
Francis Crick en 1970.
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Capitulo 1: Regulacion de la expresion génica

Conceptos generales sobre |la Transcripcidn

Como uno de los primeros pasos en la expresion génica, la transcripcidon es un proceso altamente regulado
mediante el cual se genera una molécula de ARN a partir de la informaciéon codificada en un gen en el ADN.
Existen distintos tipos de ARN con una gran diversidad funcional. Los ARN mensajeros (ARNm) resultan de
particular interés, dado que son aquellos que se exportan hacia el citoplasma y se traducen para dar lugar a las
proteinas. Sin embargo, también existen diversos tipos de ARN de localizacion nuclear y/o citoplasmatica que no
codifican para proteinas y poseen funciones cataliticas y/o estructurales igual de necesarias. En mamiferos,
existen al menos tres enzimas con la capacidad de sintetizar ARN usando ADN como molde: La ARN Polimerasa
| (RNAPI), la ARN Polimerasa Il (RNAPII) y la ARN Polimerasa Il (RNAPIII). La RNAPII es la encargada de sintetizar
los ARNm, asi como otros ARN no codificantes con funciones bioldgicas como los microARN, los ARN nucleares
pequefios (excepto el U6) y los ARN circulares. La RNAPI sintetiza los ARN Ribosomales (excepto el 5S), que
forman parte de los complejos ribonucleoprotéticos denominados ribosomas que se encargan de catalizar la
sintesis de proteinas. Finalmente, la ARN Polimerasa Il (RNAPIIl) se encarga de transcribir los ARN de
transferencia, también involucrados en la sintesis de proteinas, asi como el ARN ribosomal 5S y el ARN nuclear

pequefio U6 (Srivastava and Ahn, 2015).

La informacidn genética necesaria para sintetizar la gran diversidad de ARN existentes se encuentra codificada
en la secuencia de nucleétidos del ADN. En células eucariotas diploides, existen dos copias del ADN que se
localizan en el nucleo. A su vez, como se ilustra en la Figura 12, el ADN se asocia con proteinas conocidas como
histonas, formando estructuras denominadas nucleosomas. El ordenamiento espacial del conjunto de
nucleosomas se denomina cromatina, que puede encontrarse en dos estados diferentes: uno relajado o abierto,
conocido como eucromatina, y uno cerrado o compacto, conocido como heterocromatina. Esta organizacion
estructural del ADN es necesaria no solo para poder compactar el ADN dentro del ndcleo de una célula, sino que
ademas cumple un rol regulatorio de la expresidn de la informacion genética (Hibner et al., 2013; Vos, 2021). El
grado de compactacién de la cromatina representa el primer nivel de regulacién de la expresidn génica, dado
gue los genes localizados en regiones de eucromatina estaran mas accesibles para ser expresados, mientras que
la heterocromatina restringira la expresion. Ademas, la organizacidn estructural de la cromatina influye en la

estabilidad del genoma y otros procesos nucleares, como la reparacién del ADN.
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Cromatina

ADN

Figura 12: Ilustracién esquemadtica de la organizacidn del ADN en el nicleo de una célula eucariota. El ADN desnudo
se asocia con proteinas conocidas como histonas, formando estructuras conocidas como nucleosomas. A su vez, los
nucleosomas se encuentran separados por regiones de ADN conocidas como ADN linker, y la distancia entre los
nucleosomas determinara el grado de compactacién de la cromatina. Mayor distancia entre nucleosomas se asocia a
eucromatina, mientras que nucleosomas mas compactos se asocian con heterocromatina.

En los eucariotas, los genes no estan organizados uno al lado del otro, sino que se encuentran separados por
regiones intergénicas, en las cuales se encuentran secuencias regulatorias conocidas promotores, enhancers y
silencers, que poseen informacidn necesaria para la regulacion de la expresidn de los genes. Asi, la especificidad
de las distintas ARN Polimerasas esta dada, no por su capacidad de decodificar la informacidn en el ADN, sino
por un grupo de proteinas conocidas como factores de transcripcién (TF) capaces de reconocer las secuencias
regulatorias, asociarse a las mismas vy dirigir a las distintas ARN Polimerasas hacia el promotor de los genes
correspondientes. Alli, la doble hélice se desnaturaliza, y se define el sitio de inicio de la transcripcién (TSS o +1)
y la direccidén en la cual debe avanzar la ARN Polimerasa. De esta manera, la ARN Polimerasa lee la hebra molde
en direccion 3’-5’ y sintetiza un ARN en direccion 5’-3’, cuya secuencia es complementaria a la hebra molde y, en
consecuencia, idéntica a la hebra codificante, excepto por la sustitucion de timina (T) por uracilo (U) en el ARN

(Figura 13).
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Figura 13: Representacidon esquematica de la transcripcién de un gen. El factor general de transcripcién se une al
promotor y le indica a la ARN Polimerasa el sitio de inicio de la transcripcién, representado con una linea punteada
vertical. La ARN Polimerasa lee la hebra molde en sentido 3’-5’ y sintetiza ARN en sentido 5’-3". El sentido de avance
de la transcripcidn se indica con una flecha negra. De este modo, la hebra molde posee la secuencia complementaria
al del ARN naciente, mientras que la hebra codificante posee la misma secuencia que se encontrara en el ARN, a
excepcidn de la sustitucidn de Timina por Uracilo.

El procesamiento de los ARN

Como ya se menciond, la RNAPII es la encargada de transcribir los ARNm y algunos ARN no codificantes. El ciclo
de la transcripcién mediada por la RNAPII ocurre en etapas altamente reguladas y cuya secuencialidad es crucial
para la correcta expresion de los genes. De manera simplificada, comienza con el reclutamiento de la RNAPII al
promotor, seguido por la iniciacién de la transcripcion, la transicion a la elongacion productiva y finalmente la
terminacién de la transcripcidn. Durante este ciclo, el precursor de ARNm (pre-ARNm) que se transcribe es
procesado de manera co-transcripcional, garantizando su correcta maduracion y a su vez regulando el proceso
de transcripcion. Si bien el procesamiento del pre-ARNm es un complejo campo de estudio en si, existen tres

procesos fundamentales llamados capping, splicing y poli-adenilacién (Figura 14).

El capping consiste en el agregado de un nucleétido modificado de 7-metilguanosina (m7G), denominado CAP,
en el extremo 5’ del pre-ARNm. Sus funciones son la de proteger el extremo 5" del ARN naciente de actividades

exonucleasa 5’-3’ y regular el inicio de la sintesis de proteinas en el citoplasma (Galloway and Cowling, 2019).

Cuando la RNAPII transcribe un gen, sintetiza el pre-ARNm que incluye tanto secuencias exdnicas como
intrdnicas. La informacion contenida en los intrones permite el reclutamiento del spliccosoma, un complejo
enzimatico ribonucleoproteico. El ensamblado del spliceosoma cataliza la formacion en el pre-ARNm de una
estructura secundaria en forma de bucle que promueve el acercamiento fisico de los exones. Este proceso

permite que los exones se unan entre siy los intrones sean removidos del ARN naciente, en un proceso conocido
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como splicing. De esta manera, el ARN maduro sélo contendra a los exones, dado que los intrones son removidos

y posteriormente degradados (Shenasa and Bentley, 2023).
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Figura 14: Representacién esquematica de los tres procesos candnicos de procesamiento co-transcripcional del pre-
ARNm. Capping: El ARN se muestra en verde y tanto el GTP como el CAP de guanosina (Gp) se muestran en azul. La
enzima de “capping” del ARNm posee actividades trifosfatasa y guanilil-transferasa, responsables de eliminar el
fosfato y del ARN naciente y transferir el GMP desde el donante GTP, respectivamente. El donante de metilos S-
adenosil-I-metionina (SAM) se transforma en S-adenosil-I-homocisteina (SAH), lo cual da lugar al CAP de 7-
metilguanosina (mostrado en rosa). Splicing: El proceso de splicing induce la eliminacién de los intrones en forma de
lazo, que es degradado, y une los exones adyacentes mediante dos reacciones de transesterificacion. Las secuencias
conservadas de definicion intronica se muestran en rojo. Las particulas ribonucleoprotéicas (snRNP) U1, U2, U4, U5 y
U6, asi como el factor auxiliar U2 (U2AF) catalizan la reaccion de splicing, aunque se omiten numerosas proteinas del
spliceosoma. Corte y poli-adenilacién: El corte de los pre-ARNm de mamiferos ocurre aproximadamente 15 a 17
nucledtidos rio abajo de la secuencia consenso (AAUAAA) y estd mediado por un complejo multimérico (representado
en violeta), que incluye al factor de estimulacién del corte (CstF), el factor de especificidad de corte y poliadenilacién
(CPSF) que posee la actividad endonucleasa, y los factores de corte | y Il (CFIm y CFlim). La poli-A Polimerasa afiade la
cola de poli-Adeninas. La exonucleasa de ARN 2 (XRN2), que actua en direccion 5’ a 3’, degrada el ARN que se
encuentra rio abajo del sitio de corte y facilita la terminacion de la transcripcion. Adaptado de (Bentley, 2014).

La maduracion del pre-ARNm concluye cuando se sintetiza la secuencia AAUAAA, conocida como sefial de corte
y poli-adenilacién. Esta sefal favorece el reclutamiento de los complejos enzimaticos CstF y CPSF que, junto con
otros factores necesarios, inducen la hidrdlisis de una unién fosfodiéster en el ARN 15 a 17 nucledtidos rio debajo
de la sefial de corte y poli-adenliacién. En el extremo 3’ del pre-ARNm clivado, una enzima poli-A Polimerasa
(PAP) induce el agregado de una cola de varios nucledtidos con la base adenina que protege al ARN de

exonucleasas con actividad 3’-5’ vy, al igual que el CAP, cumple un rol fundamental en la regulacion de la
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traduccion (Passmore and Coller, 2022; Proudfoot, 2011). De esta manera, el extremo 5’ del ARNm maduro esta
determinado por el sitio de inicio de la transcripcidn, mientras que el sitio 3’ esta definido por el sitio de corte y

poli-adenilacidn (Kornblihtt et al., 2013).

Todas las etapas del procesamiento co-transcripcional de los ARN estan sujetas a varias capas de regulacién. En
particular, durante el proceso de splicing pueden existir variaciones en los segmentos escindidos, generandose
ARN maduros de distinta longitud en un proceso conocido como splicing alternativo (AS). De la misma manera,
existen sefiales de corte y poli-adenilacion alternativos (APA) que aumentan aun mas la cantidad de variantes de
ARN, o isoformas, que pueden ser generadas a partir de un Unico gen. Estos fendmenos permiten una
amplificacion de la informacidn genética, que explica que en humanos haya aproximadamente 25.000 genes,
pero unas 100.000 proteinas (Chen and Manley, 2009). La eleccidon de qué sitio de splicing o de corte y poli-
adenilacién utilizar estd dada por la capacidad de la célula de integrar la informacion del entorno y regular de

manera precisa la actividad de la RNAPII y sus complejos asociados en cada etapa del procesamiento.

La ARN Polimerasa Il

La RNAPII es un complejo enzimatico de naturaleza proteica compuesto por al menos 12 subunidades, siendo
RPB1 la subunidad mayor que posee la actividad catalitica capaz de sintetizar el ARN. Esta subunidad ha sido
histéricamente reconocida como un factor Unico por las caracteristicas de su Dominio Carboxilo Terminal (CTD).
Este dominio estd compuesto por multiples repeticiones del heptapéptido consenso Tirosina;-Serina,-Prolinas-
Treoninags-Serinas-Prolinas-Serina; (YSPTSPS) y se encuentra altamente conservado en eucariotas. En mamiferos,
el CTD contiene 52 repeticiones de la héptada, y presenta variaciones respecto al consenso hacia el extremo
carboxilo terminal (Figura 15). Si bien el CTD no cumple un rol en la actividad catalitica de la enzima, su
importancia radica en la capacidad de regular las multiples etapas de la sintesis de ARN. En particular, todos los
aminodcidos de la héptada son susceptibles de sufrir modificaciones post traduccionales (PTMs): las Serinas (S),
Treoninas (T) y Tirosinas (Y) pueden ser fosforiladas, mientras que las Prolinas (P) pueden ser isomerizadas.
Ademas, las Serinas y Treoninas pueden ser O-GlucosilNAcetiladas (Lewis, 2024). De este modo, las extensas
PTMs que pueden sufrir los residuos del CTD funcionan como una plataforma para varios complejos enzimaticos
(Mufioz et al., 2010; Srivastava and Ahn, 2015), principalmente implicados en la regulacion del ciclo de la
transcripcion, el procesamiento del ARN y la remodelacion de la cromatina (Kornblihtt, 2006; Kornblihtt et al.,

2013).
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Si se consideran todas las posibles PTMs de cada residuo de la héptada, y la cantidad de veces que esta se repite,
el nimero de combinaciones posibles resulta enorme. Esta elevada plasticidad, junto con su naturaleza
repetitiva, genera que el CTD sea un dominio intrinsecamente desordenado (Linhartova et al., 2024). Dada esta
complejidad, el andlisis detallado del impacto de cada PTM especifica en cada uno de los residuos del CTD resulta
realmente muy complejo. Por lo tanto, el estudio de las PTMs del CTD suele centrarse en evaluar sus efectos de

forma global, analizando patrones generales, en lugar de modificaciones individuales.
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Figura I15: Composicion y conservacion del dominio carboxilo terminal (CTD) de la ARN polimerasa Il (RNAPII)
de Saccharomyces cerevisiae y Homo sapiens. Cada rectdngulo representa una repeticion del CTD, y la secuencia
consenso de las repeticiones se encuentra indicada arriba. El CTD de levaduras estd compuesto por 26 repeticiones,
en su mayoria conservadas respecto al consenso, mientras que el CTD humano contiene 52 repeticiones, de las cuales
las primeras 26 estan altamente conservadas, mientras que las 26 restantes divergen respecto a la secuencia
consenso. Las secuencias de repeticiones idénticas entre los CTD de levadura y humano estan resaltadas en verde.
Figura modificada de (Harlen and Churchman, 2017).
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Multiples estudios han demostrado que la abundancia relativa de las PTMs de la héptada cambia de manera
concertada a lo largo de cada una de las etapas de la transcripcidn. En particular, las fosforilaciones de las Serinas
2 y 5 han sido las mas estudiadas, y son las mas abundantes (Harlen and Churchman, 2017; Heidemann et al.,
2013). Como se observa en la Figura 16, la fosforilacidn en Serina 5 se asocia al inicio de la transcripcion, mientras
que la fosforilacion en Serina 2 se asocia a la elongacion productiva del gen y a la terminacidn de la transcripcion
(Nojima et al., 2015). De igual modo, varios estudios asocian la fosforilacién en la Tirosina 1 y Serina 7 al inicio
de la transcripcidn, y a la Treonina 4 a la elongacion (Schiller et al., 2016; Yurko and Manley, 2018). Sin embargo,
dada la complejidad de la expresién génica en mamiferos, esta distribucion de PTMs puede variar dependiendo
de los distintos tipos de genes y el procesamiento co-transcripcional del ARN. De este modo, la secuencia
observada en la Figura 16 que ilustra la distribucion de las fosforilaciones del CTD, y la transicion propuesta entre

las distintas etapas, sea presumiblemente mas compleja (Eick and Geyer, 2013).

En comparacion con otras ARN polimerasas dependientes de ADN, la singularidad de la RNAPII va mas alla de la
presencia del CTD de RPB1 y esta relacionada con su destino en la respuesta a la expresidén génica bajo estrés.
La induccién aguda de dafio al ADN mediante exposicion a rayos ultravioleta (UV) provoca la degradacién
especifica y mediada por el proteasoma de RPB1 (Bregman et al., 1996). Dicha degradacidn constituye un paso
central en la respuesta transcripcional al dafio en el ADN y es uno de los objetos principales de estudio de esta
tesis doctoral, por lo que serad abordada en detalle en las secciones subsiguientes. No obstante, por el momento

se continuara con el estudio de la actividad candnica de la RNAPII en la transcripcion.
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Figura 16: Abundancia promedio de las distintas fosforilaciones del CTD a lo largo de un metagen humano medidas
por ensayos de Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP). La fosforilacion en Serina 5 predomina en términos
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absolutos en el sitio de inicio de la transcripcidn (TSS), mientras que la fosforilacion en Serina 2 predomina en el cuerpo
del gen y hacia el sitio de corte y poli-adenilacion (pA). Las fosforilaciones en Ser7 y Tyrl cerca del TSS, y de Thr4 en
el cuerpo del gen son menos abundantes en términos absolutos, si bien la figura no lo expresa correctamente. Figura
modificada de (Harlen and Churchman, 2017).

Reclutamiento de la RNAPII a la cromatina y la formacion del complejo de pre-iniciacion

El ciclo de la transcripcién comienza con el reclutamiento al ADN de la RNAPII junto con los factores generales
de la transcripcion (GTFs), en un proceso que implica la participacién de mas de 80 proteinas que, en conjunto,
forman el complejo de preiniciaciéon (PIC) (Farnung and Vos, 2022). Los GTFs son esenciales para dirigir y
estabilizar el ensamblado del PIC, facilitando el reclutamiento de la RNAPII en los promotores, permitiendo la
correcta interaccién con el ADN y estimulando la sintesis de ARN. En consecuencia, el ensamblado adecuado del

PIC es fundamental para garantizar la expresion génica (Schier and Taatjes, 2020).
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Figura 17: Ensamblado del complejo de Pre-Iniciacion (PIC). TFIID y su subunidad TBP se unen al ADN en la secuencia
TATA, induciendo una distorsion en el ADN. A continuacidn, el complejo TBP—ADN es estabilizado por TFIIB y TFIIA,
que flanquean a TBP por ambos lados. A este complejo inicial se asocia luego el complejo Pol [I-TFIIF, dando lugar a
la formacién del core PIC. La unidon posterior de TFIIE y TFIIH completa la formacién del PIC, que permanece en un
estado cerrado (inactivo) hasta que, en presencia de ATP, la subunidad XPB de TFIIH desnaturaliza el ADN y el PIC pasa
a estar en una conformacidn abierta (activa) capaz de comenzar a transcribir. Adaptado de (Sainsbury et al., 2015).

El PIC se ensambla gracias al reclutamiento secuencial de los GTFs TFIID, A, B, F, E y por ultimo H (Figura 7). TFIID
contiene a la subunidad TBP que, junto con factores asociados (TAFs), se une especificamente a una secuencia
TATA en el promotor que se ubica unos 30 nucledtidos rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn (Sainsbury
et al., 2015). El reclutamiento de TFIID induce una distorsidn en el ADN que favorece el reclutamiento de TFIIA 'y
TFIIB, los cuales estabilizan la interaccion entre TFIID y el promotor. Si bien muchos promotores no contienen
una secuencia canodnica TATA, se ha detectado la presencia de TBP y otros GTFs en la mayoria de los promotores
de S. cerevisiae (Rhee and Pugh, 2012). En este sentido, la capacidad de TFIIA y TFIIB para estabilizar la unién de
TBP al ADN es particularmente relevante en genes sin TATA (Hieb et al., 2007), que predominan en genomas de

mamiferos (Vo ngoc et al., 2017). En términos generales, esto sugiere que, a pesar de diferencias en la secuencia

promotora, la arquitectura global del PIC es similar en promotores con o sin TATA.

La unidn de TFIIB al promotor favorece el reclutamiento de la RNAPII, sin PTMs en el CTD de RPB1, formando un
complejo con el GTF TFIIF (Kamada et al., 2003). Por un lado, TFIIB es capaz de interactuar directamente con la
RNAPII y bloquear su actividad catalitica (Liu et al., 2010). A la vez, TFIIF estabiliza |a interaccidn entre TFIIB y la
RNAPII y favorece el correcto posicionamiento de la RNAPII, ayudando a la definicién del sitio especifico de inicio
de la transcripcién (TSS) y a su vez previniendo la unidn inespecifica de la RNAPII en el ADN (Sainsbury et al.,

2015). De esta manera queda ensamblado el PIC y la RNAPII posicionada correctamente, pero inactiva.

El reclutamiento de la RNAPII al ADN favorece la unién de TFIIE y TFIIH, lo cual constituye un paso fundamental
en el inicio de la transcripcion. TFIIH participa tanto en la desnaturalizacion del ADN en el promotor, como en la
activacion catalitica de la RNAPII. Su reclutamiento depende ademas de la interaccion de la RNAPII con el
complejo Mediador, un complejo multimérico que funciona como un puente entre la maquinaria transcripcional
y los factores de transcripcion (Malik et al., 2005). El complejo Mediador es reclutado especificamente a
secuencias regulatorias conocidas como enhancers, a las cuales se unen los TF para modular la expresion génica.
Los enhancers son secuencias de ADN especificas de metazoos que pueden encontrarse a grandes distancias de
los genes que regulan, incluso a cientos de miles de pares de bases del promotor. Su principal funcion es
estimular la transcripcidn de genes al facilitar la interaccion fisica entre los factores de transcripcion, el complejo

Mediador y la maquinaria transcripcional, gracias al looping cromatinico. Este mecanismo acerca espacialmente
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los enhancers a los promotores y promueve la activacién transcripcional. A través de esta interaccién, el
Mediador estimula el contacto entre enhancers y promotores, y a su vez posiciona correctamente a TFIIH en el
PIC, estimulando sus actividades cataliticas dependientes de ATP, que son esenciales para la transicién de un PIC

cerrado (reprimido) a uno abierto (activo) (Malik et al., 2017).

El inicio de la transcripcion y el pausado en el promotor

TFIIH, originalmente identificado por su rol en la regulacién del inicio de la transcripcién (Conaway and Conaway,
1989; Gerard et al., 1991), es un GTF de vital importancia, dado que también cumple un rol fundamental en la
reparacion del dafio al ADN por el sistema de reparacidn por escision de nucledtidos (NER) (Compe and Egly,
2012). Como se ilustra en la Figura 18, TFIIH se encuentra formado por dos mddulos funcionales, el core TFIIH y
el complejo CAK. En particular, la subunidad XPB que forma parte del core TFIIH es de particular importancia
para la transcripcion, dado que su actividad helicasa dependiente de ATP facilita la desnaturalizacion del ADN y
la formacién de la “burbuja” de transcripcion, generando que el PIC pase a estar en una conformacion abierta
(Coin et al., 1999). Una vez que el PIC adopta la conformacidn abierta, la RNAPII puede iniciar la sintesis de ARN.
Para que esto ocurra, la quinasa dependiente de ciclina CDK7, componente del médulo CAK de TFIIH, fosforila
en las Serinas 5y 7 al CTD de RPB1 (Akhtar et al., 2009; Glover-Cutter et al., 2009). Estas fosforilaciones
desencadenan la transicion a un estado transcripcional activo, permitiendo que la RNAPII comience a sintetizar
el ARN. Sin embargo, en sus primeras etapas, la transcripcion es altamente ineficiente y se producen ARNs cortos
que resultan abortivos, dado que la RNAPII que no logra escapar del promotor de manera estable. Esta fase de
transcripcion abortiva esta regulada por la interaccidn de la RNAPII con el PIC y la arquitectura del promotor, asi
como factores de transcripcién y remodeladores de la cromatina que modulan la estabilidad de la RNAPII en esta
etapa temprana. Eventualmente, la RNAPII logra disociarse eficientemente del PIC y, luego de la incorporacion
de aproximadamente 10 nucledtidos, se asocia con la maquinaria de capping (Komarnitsky et al., 2000). Luego
de superar esta primera barrera inicial, la RNAPII transcribe eficientemente entre 20 y 80 nucledtidos y se frena,

en lo que se conoce como pausado proximal al promotor (Kwak and Lis, 2013).

El pausado de la RNAPII en la region proximal al promotor favorece el reclutamiento de los factores DSIF (DRB-
sensitivity-inducing factor) y NELF (negative elongation factor), que estabilizan a la RNAPIl en este estado
(Adelman and Lis, 2012; Bernecky et al., 2017). La estabilizacion de la RNAPII en su estado pausado proximal al
promotor es un mecanismo clave en la regulacién génica, dado que: garantiza el correcto capping del ARN

naciente, previene la iniciacién prematura por otra RNAPIl en el promotor y mantiene esta regién libre de
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nucleosomas. Ademas, existe un gran nimero de genes en los cuales la RNAPII se encuentra pausada de manera
constitutiva, pero lista para comenzar la elongacidn en respuesta a diversos estimulos. Este mecanismo permite
una activacion rapida y eficiente de la expresidén génica sin necesidad de ensamblar el PIC desde cero. De esta
manera, la célula puede inducir rdpidamente la transcripcion de genes cuya expresion debe aumentar de forma

inmediata en respuesta a diversas sefiales externas o cambios en el entorno (Schier and Taatjes, 2020).

Quinasa-|
Helicasa 5'-3'
- dependiente
. de ATP
Helicasa 3'-5
dependiente
de ATP

Figura 18: Representacién esquematica de TFIIH. En mamiferos, TFIIH es un complejo multiproteico con diez
subunidades, organizado en dos sub-complejos funcionales principales: el complejo core formado por XPB, p62, p52,
p44, p34 y p8, y el complejo CAK (quinasa activadora de CDK), constituido por CDK7, la ciclina H y MAT1. Estos dos
subcomplejos se conectan a través de la subunidad XPD, que interactla con p44 en el core y con MAT1 en el complejo
CAK. TFIIH posee multiples actividades enzimdticas intrinsecas: CDK7 actla como una quinasa dependiente de ciclina,
mientras que XPB y XPD cumplen funciones de helicasas dependientes de ATP con polaridades opuestas. Adaptado
de (Compe and Egly, 2012).

La elongacion transcripcional

Para que la RNAPII pueda escapar del estado pausado y comenzar con la elongacién productiva de los genes, es
necesaria la formacién del Super Complejo de Elongacidn (SEC), que incluye a diversos factores, incluidos NELF,
AFF4 y al complejo p-TEFb, conformado por la quinasa CDK9 y la ciclina T. En condiciones basales, p-TEFb se
encuentra en un estado inactivo asociado al snRNP 75K, y su activacién depende de diversas sefiales que regulan
la actividad de p-TEFb segun las necesidades fisioldgicas de la célula (Fujinaga et al., 2023). Una vez disociado de
snRNP 7SK y activado, p-TEFb se asocia a la RNAPII, y la subunidad CDK9 fosforila a los factores NELF y DSIF. Como
consecuencia, DSIF se disocia de la RNAPIl y NELF adquiere un rol de factor de elongacién positivo (Core and
Adelman, 2019). Ademas de fosforilar a NELF y a DSIF, CDK9 fosforila la Serina 2 del CTD de RPB1, la cual es una
modificacién clave para la elongacién transcripcional productiva (Peterlin and Price, 2006). De este modo, las
fosforilaciones en NELF, DSIF y el cambio en el estado de fosforilacion del CTD favorecen la liberacion de la RNAPII

de su estado pausado en la regidon proximal al promotor promoviendo asi la elongacion transcripcional
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productiva (Figura 19). En particular, las fosforilaciones en NELF y la Serina 2 del CTD, facilitan el reclutamiento
de remodeladores de la cromatina, asi como diversos factores del SEC que modulan la elongacion y las etapas

subsiguientes.

Transicién a
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Figura 19: Continuacion temporal de la Figura 17. Iniciacién, pausado y transicion a elongacion. Una vez que la RNAPII
(Pol 1) se asocia con los promotores y el PIC pasa a una conformacion abierta, es fosforilada en la Serina 5 del CTD.
Esto permite que comience la transcripcion y, unos 80 nucledtidos rio abajo, el factor de elongacion negativo (NELF)
y el factor inductor de sensibilidad a DRB (DSIF) se asocian y estabilizan la RNAPII pausada, lo cual ademas es
favorecido por la cercania al promotor y el bloqueo que impone a la transcripcién el nucleosoma +1. El factor positivo
de elongacidén de la transcripcion b (P-TEFb) es activado y fosforila a los factores NELF, DSIF y la Serina 2 del CTD de la
Pol 1, induciendo la transicién de la Pol Il pausada a la elongaciéon productiva. Como consecuencia de estas
fosforilaciones, DSIF se convierte en un factor de elongacion positivo y NELF se disocia de la RNAPII. Adaptado de
(Jonkers and Lis, 2015).

Durante la elongacion, la RNAPII se desplaza a lo largo del gen y sintetiza el ARN naciente a una tasa aproximada
de 2000 nucledétidos por minuto (Jonkers and Lis, 2015). Sin embargo, este proceso no es lineal dado que, como
se observa en la Figura 110, la transcripcidn es un proceso discontinuo, con periodos de elongacién productiva
gue son frecuentemente interrumpidos por pausas (Couvillion et al., 2022). El estado cromatinico es el primer
nivel de regulacidn de la tasa de elongacién, e influye de manera determinante en estas fluctuaciones. Niveles
altos de metilaciéon de histonas generan un entorno compacto que impide la progresion de la RNAPII,
disminuyendo su tasa de elongacion, mientras que la acetilacion de histonas induce la decompactacion de la
cromatina, con mayor espaciamiento entre los nucleosomas, lo que genera un aumento en la tasa de elongacion
(Jonkers et al., 2014). A su vez, la RNAPII es capaz de transcribir eficientemente genes de gran longitud. Esto es

posible gracias a su alta procesividad, que le permite mantener la asociacién con el molde de ADN incluso a lo

largo de genes que pueden alcanzar hasta 2.000.000 de pares de bases. Por lo tanto, la regulacion precisa de la
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tasa de elongacion también contribuye a garantizar una alta procesividad de la RNAPII, sin que se disocie

prematuramente del ADN.

La fosforilacién del CTD no solo regula la iniciacion de la transcripcidn y la transicidon hacia la elongacidn, sino
gue define todas las etapas subsiguientes de la transcripcion. Durante la transcripcidn de secuencias exdnicas,
el CTD de RPB1 sirve como plataforma para el reclutamiento y ensamblado del splicesoma, lo cual induce a su
vez una desaceleracién transitoria de la RNAPII (Martin et al., 2013). De hecho, ha sido demostrado que cuando
la RNAPII transcribe la transicidn entre un exdn y su intron adyacente, aumenta los niveles de fosforilacion en
Serina 5 (Nojima et al., 2015), lo cual favorece la asociacién de factores regulatorios de splicing con el CTD. Por
otra parte, la tasa de elongacidn puede determinar la inclusidon o exclusion de ciertos exones alternativos en el
ARNm maduro, como fuera propuesto en el modelo cinético de acoplamiento entre la tasa de elongacién y la

regulacién del splicing alternativo (Dujardin et al., 2013).
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Figura 110: Representacidn esquematica de la tasa de elongacidn de la RNAPII y de los factores que la modulan a lo
largo de un gen hipotético. Los cambios en la densidad de la RNAPII, asi como las tasas relativas de elongacion, se
indican en el eje Y, en cddigo de color verde. La RNAPII se desplaza con mayor lentitud en el comienzo de la
transcripcion y acelera tras comenzar la elongacidn productiva. Se esquematiza la desaceleracién de la elongacién en
secuencias exdnicas (barras azules), y en el sitio de terminacion, donde hace una pausa que permite una terminacion
eficiente. Se listan ademads distintos factores que influyen en la tasa de elongacién. La desaceleracién en los exones
podria estar orquestada por una combinacion de contenido de CG, ocupacién de nucleosomas, marcas de histonas y
factores de splicing. Por su parte, la pausa de la RNAPII Il cerca del sitio de poli-adenilacién en el extremo 3’ de los
genes se debe a una combinacién de hibridos ADN-ARN (R-loops), marcas de histonas y factores de terminacion. A su
vez, estimulos externos que inducen lesiones en el ADN disminuyen la tasa de elongacién. Adaptado de (Jonkers and
Lis, 2015).
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La integridad del ADN representa otro componente fundamental que regula la tasa de elongacién de la RNAPII.
Lesiones en el ADN generadas por subproductos del metabolismo celular inducen una disminucion en la tasa de
elongacion, dado que la RNAPII se frena al encontrar la lesidn y diversos factores accesorios, tales como CSB o el
factor de elongacion TFIIS, permiten que sortee el dafio (Charlet-Berguerand et al., 2006a). A su vez, lairradiacion
con rayos UV induce una hiperfosforilacion en el CTD que enlentece su tasa de elongacién y modula la respuesta
de splicing alternativo (Mufoz et al., 2009). En paralelo, el UV induce un tipo de dafio en el ADN que, cuando
una RNAPII transcribiendo lo encuentra, bloquea por completo la elongacion (Donahue et al., 1994). En este
sentido, ha sido propuesto que el frenado de la RNAPII en el dafio inducido por UV estimula la fosforilacién en
su Serina 5, sugiriendo que existe un acoplamiento entre la maquinaria de reparacion y la RNAPII, aunque aun
no ha sido identificado el mecanismo molecular subyacente (Heine et al., 2008). De esta manera, el hecho de
gue la Serina 5 se fosforile cuando la RNAPII transcribe un exén o se frena ante una lesion — y que también
presenta este mismo patrén de fosforilacién cuando se encuentra pausada en el promotor - sugiere un
acoplamiento entre la disminucion de la tasa de elongacion y la fosforilacion en Serina 5. Este fendmeno resulta
de particular relevancia para el estudio de la respuesta transcripcional ante la irradiacion UV y el rol regulatorio

del CTD en la actividad de la RNAPII ante el dafio en el ADN.

En conjunto, la tasa de elongacién constituye un elemento fundamental en la coordinacién de la transcripcién y
el procesamiento del ARN. Al modular la velocidad con la que la RNAPII sintetiza el ARN naciente, la célulaintegra
en forma simultanea la remodelacién de la cromatina, la adaptacidon a estimulos internos y externos, vy el
acoplamiento con el splicing, garantizando asi una sintesis y maduracién del ARN precisa y acorde a las demandas

fisioldgicas.

La terminacion de la transcripcion

Si bien son comunmente confundidos, el corte y poli-adenilacién del ARNm no implica la terminacion de la
transcripcion. Una vez que el ARNm es cortado (clivado) y poliadenilado, la RNAPII continua transcribiendo un
ARN que puede tener hasta miles de pares de bases de longitud. Este ARN no se encuentra cappeado en su
extremo 5’ y puede ser reconocido por la exonucleasa XRN2 que degrada el ARN en sentido 5’-3 a una velocidad
mayor que la tasa de elongacién de la RNAPII. Una vez que XRN2 alcanza a la RNAPII, promueve su disociacion
del ADN, concluyendo con el ciclo de la transcripcién. Este modelo, conocido como modelo torpedo, se
complementa con el modelo alostérico, que propone que, luego de transcribir el sitio de corte y poli-adenilacidn,

el CTD de la RNAPII es fosforilado activamente en sus Serina 2, Treonina 4 y Tirosina 1 por el complejo P-TEFb,
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estimulando la asociacién de factores que promueven su disociacidon del ADN (Kaneko et al., 2007; Luo et al.,

2006).

Al igual que el resto de las etapas de la transcripcidn, la terminacién de la transcripcidn esta altamente regulada
y existen diversas maneras por las cuales la transcripcion puede terminar. La transcripcidn abortiva inicial que
realiza la RNAPII antes de pausarse en la region proximal al promotor constituye un mecanismo de terminacion
temprana que regula el inicio de la transcripcion ante distintos estimulos (Eaton and West, 2020). De la misma
manera, el frenado de la RNAPII en una lesién en el ADN inducida por UV implica la terminacion de la
transcripcion, y la resolucion de esta situacion es aun objeto de intenso debate. Ademas, existen mecanismos
de procesamiento 3’ de los ARN distintos al corte y poli-adenilacion, como es el caso de los ARN que codifican
para histonas dependientes de la replicacién. Estos ARNs son clivados gracias a la formacién de estructuras
secundarias que reclutan proteinas de estabilizacion en su extremo 3’, en un proceso que depende de la tasa de
elongacion de la RNAPII (Saldi et al., 2018). De esta manera, la actividad de la RNAPII constituye un foco de

integracion de estimulos que garantiza la correcta sintesis del ARN.

El complejo Mediador

En las secciones anteriores se describié de manera generalizada las distintas etapas de la transcripcidn y algunos
de los factores con un rol central en la regulacion de la expresion génica mediada por la RNAPII. Entre estos
factores se destaca el Mediador, un complejo multimérico de 1,4 MDa conformado por al menos 26 subunidades,
gue controla diversos aspectos de la actividad de la RNAPII (Figura 111) (Richter et al., 2022). Desde su
descubrimiento hace mas de 30 afios, el complejo Mediador ha sido asociado a la regulacion transcripcional,
pero su gran tamano vy flexibilidad conformacional han dificultado un estudio mecanistico detallado de la gran
variedad de roles regulatorios a los cuales ha sido asociado (Soutourina, 2018). A pesar de esta limitacién, y
gracias a los avances de la crio-microscopia electronica (Cryo-EM) de los ultimos afios, diversos trabajos
resolvieron la estructura tridimensional del complejo (Rengachari et al., 2021; Schilbach et al.,, 2023),
conformado por los mddulos head, middle, tail y un Mddulo Quinasa del Mediador (MKM), que puede
encontrarse asociado o no al resto del complejo (Kornberg, 2005). Sumado a estudios bioguimicos, estos trabajos
demostraron que el mddulo head y middle constituyen el core necesario para la regulacién transcripcional,
mientras que el médulo tail y el MKM sirven como plataforma para la interaccion con diversos factores

regulatorios, sobre todo con los factores de transcripcion (Cevher et al., 2014; Plaschka et al., 2015). Ademas, la
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subunidad MED14 establece contactos con los mddulos head, middle y tail, y funciona como una proteina

scaffold con un rol determinante en la arquitectura del complejo (Robinson et al., 2015).
MKM
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Figura 111: Composicion estructural del complejo Mediador. El Mediador consiste en cuatro mddulos distintos: el
modulo head (en rojo), el médulo middle (en amarillo) y el médulo tail (en azul), que forman parte del core Mediador,
y el médulo quinasa del Mediador (MKM) (en verde), que se asocia de forma modular al complejo. La subunidad
MED14, indicada en naranja, vincula fisicamente los tres mddulos principales (head, middle y tail). En vertebrados, las
subunidades CDK8, MED12 y MED13 (componentes del MKM) cuentan con los paralogos CDK19, MED12L y MED13L,
respectivamente. La mayoria de las subunidades del complejo Mediador establecen miultiples contactos dentro del
complejo, y los esquemas muestran una ubicacidn relativa de las subunidades. Si bien la localizacién exacta de cinco
subunidades especificas (MED23, MED25, MED26, MED28 y MED30) alin no se ha definido (se indican en gris) ha sido
propuesta una posible asignacién de MED30, MED26 y MED23 a los médulos head, middle y tail, respectivamente.
Adaptado de (Soutourina, 2018).

Los factores de transcripcion reclutan al complejo Mediador a los enhancers, que facilitan la interaccidn con la
RNAPII y el PIC. Dado que los enhancers tienen la capacidad de interactuar con promotores que pueden
encontrarse a miles de pares de bases de distancia, esto evidencia la relevancia de la organizacién estructural
del genoma en la regulacion de la transcripcidon. En mamiferos, regiones gendmicas de 1 Mpb o mas se agrupan
en dominios de asociacion topoldgica (TADs), que se encuentran formados y mantenidos principalmente por el
factor CTCF (Szabo et al., 2019). Dentro de los TADs, la proteina cohesina (Kagey et al., 2010) estabiliza la
formacion de loops cromatinicos que acercan fisicamente enhancers y promotores. A través de los TF, el complejo
Mediador interviene en esta interaccion y estabiliza los loops cromatinicos (Dowen et al., 2014), integrando la

regulacién de la actividad transcripcional con la organizacion del genoma.
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Si bien no se conoce el mecanismo exacto a través del cual el complejo Mediador funciona como un puente entre
las regiones regulatorias, diversos estudios demostraron que el complejo Mediador es primero reclutado a los
enhancers vy, gracias al looping cromatinico, establece contactos con los promotores. Asi, la unién del Mediador
induce cambios conformacionales en el PIC necesarios para la activacion transcripcional. En la Figura 112 se
ilustran los pasos regulados por el complejo Mediador. A través del médulo head, el mediador interactia con
TFIIB (Plaschka et al., 2015) y TFIID (Chen et al., 2021) favoreciendo el correcto posicionamiento de TFIIH en el
PIC. A su vez, el médulo middle interactia con la RNAPII (Sato et al., 2016) y asiste al posicionamiento de TFIIH
cerca del CTD de la RNAPII (Chen et al., 2021). De esta manera, el Mediador induce, por un lado, la activacion de
XPB para la desnaturalizacion del promotor y, a su vez, estimula la actividad quinasa de CDK7 que fosforila la
Serina 5 del CTD (Abdella et al., 2021). Dado que el Mediador se une con alta afinidad a la RNAPII cuando el CTD
no esta fosforilado (Robinson et al., 2016), la fosforilacién en Serina 5 libera a la RNAPII de su interaccién con el
Mediador (Ebmeier et al., 2017; Max et al.,, 2007), promoviendo el escape del promotor y el inicio de la

transcripcion (Wong et al., 2014).

En este contexto, el MKM adquiere particular relevancia, dado que representa la Unica actividad enzimatica
conocida del Mediador y puede disociarse modularmente del resto del complejo. La subunidad CDK8 del MKM
fosforila distintos factores de transcripcion, elementos del PIC y al propio Mediador, influyendo en la formacidn
y estabilidad del PIC, asi como en la remodelacion estructural del Mediador (Richter et al., 2022). Asimismo, ha
sido reportado que el MKM es particularmente importante para regular cambios en la expresidon génica en
respuesta a estrés, dada su capacidad de fosforilar fatores de transcripcién (Donner et al., 2010). A su vez,
estudios estructurales sugieren que el MKM y el médulo CAK de TFIIH se unen a regiones superpuestas del
Mediador, por lo que la asociacién del MKM al complejo Mediador previene la union de TFIIH con la RNAPII
(Knuesel et al., 2009). Estos resultados sugieren que el MKM estimula la actividad transcripcional al fosforilar
factores de transcripcion, pero a la vez previene el inicio de la transcripcion dado que impide la unidn de TFIIH.
De esta manera, el MKM podria estimular la formacién del PIC, pero a la vez prevenir la iniciacion de la
transcripcion. Esto permitiria que las RNAPII estén cargadas en los promotores en un estado latente, esperando
a su activacion transcripcional. Asi, el MKM podria “marcar” a ciertos genes para que exhiban una rapida
activacion ante un estimulo, lo cual ocurre presumiblemente luego de la disociacién del MKM y la concomitante

asociacion de TFIIH.
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El MKM también cumple un rol regulatorio en el pausado proximal y la transicidon a elongacién de la RNAPII,
dado que se asocia a elementos del SEC (Donner et al., 2010). Si bien no esta claro si el MKM interactua con el
SEC como parte del complejo Mediador o como una entidad independiente, ha sido demostrado que el MKM
fosforila factores y complejos que regulan el pausado de la RNAPII, como NELF, AFF4, p-TEFb (Poss et al., 2016).
En este sentido, ha sido reportado que la inhibicién farmacoldgica de CDK8 aumenta el pausado proximal de la
RNAPII en respuesta a interferdn-y (Steinparzer et al., 2019), y de la misma manera, su deplecion aumenta el
pausado en genes inducibles por hipoxia (Galbraith et al., 2013). Asi, el MKM podria estimular la transicion a

elongacion de una RNAPII pausada en el promotor.

En conjunto, estos hallazgos indican que el MKM actia como un switch molecular capaz de activar o reprimir la
transcripcidon segun las necesidades fisioldgicas y el momento del ciclo transcripcional. Su capacidad de
coordinar la actividad en enhancers y promotores, fosforilar factores de transcripcidn, reconfigurar la interaccion
entre el Mediador y la RNAPII en el PIC, y estimular la transicion de RNAPII pausadas hacia la elongacion

productiva, destaca su funcidn esencial en la regulacién de la transcripcion.
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Figura 112. Reclutamiento del complejo Mediador y su rol en la regulacién de la transcripcién. El complejo Mediador
no se une directamente al ADN, sino que es reclutado a los enhancers mediante su interaccidn con factores de
transcripcion. La interaccidn entre enhancers y promotores se establece a través de loops cromatinicos estabilizados
a su vez por la cohesina. El Mediador acerca fisicamente a los activadores transcripcionales al PIC en formacién,
facilitando su remodelacién y promoviendo la actividad de TFIIH para iniciar la transcripcidn. Durante esta transicion,
se produce la disociacién del MKM del Mediador, un evento que ha sido asociado con la activacién transcripcional.
Sin embargo, la secuencia exacta de eventos en los que ocurre la disociacién del MKM, vy la interaccién entre el
Mediador y el PIC en formacién aun no ha sido completamente comprendida. Se ha propuesto que la funcidn esencial
del Mediador en el ensamblaje del PIC ocurre a través de asociaciones transitorias con sus componentes, y que, una
vez disociado del PIC, el MKM podria reintegrarse al Mediador para regular el pausado proximal, aunque esta hipétesis
requiere mayor evidencia experimental. Adaptado de (Soutourina, 2018).

Ademas de las fosforilaciones mediadas por el MKM, el propio complejo Mediador es susceptible de sufrir PTMs
gue resultan claves para la regulacion transcripcional. En levaduras, ha sido reportado que la fosforilacién del
Mediador en su modulo tail, en particular en la subunidad MED15, regula la asociacién del Mediador con
distintos complejos co-activadores y con el propio MKM, modulando la expresion de genes de respuesta a estrés
(Miller et al., 2012). De manera similar, la irradiacion con luz UV de células humanas induce la fosforilacion de
la subunidad MED1, que modula la expresidon de genes involucrados en la regulacion del ciclo celular y la
reparacion del dafo al ADN (Kim and Yun, 2017). En este sentido, el laboratorio de Stephen Jackson demostré
qgue las subunidades CDK8 y Ciclina C (CCNC) del MKM cumplen un rol fundamental en la respuesta
transcripcional al dafio al ADN, ya que su deplecién indujo una disminucidon de la sintesis de ARN, y en
consecuencia, del estrés replicativo asociado a la transcripcidn en un contexto de estrés genotoxico (Lloyd et al.,
2021). Estos hallazgos subrayan la importancia del Mediador como un punto de convergencia entre la regulacion
transcripcional y la respuesta al dafio al ADN, posicionandolo como un regulador clave en la homeostasis celular

bajo condiciones de estrés.

A partir de lo revisado hasta este punto, resulta evidente que la regulacién de la transcripcién y la actividad de
la RNAPII son procesos altamente complejos, controlados por multiples mecanismos que aseguran que la sintesis
de ARN ocurra de manera controlada y eficiente. Esta regulacién es fundamental para el correcto funcionamiento
celular y permite a las células ajustar su actividad transcripcional en respuesta a diversos estimulos. En el
siguiente capitulo se analizard el rol del sistema NER en la reparacién del dafio en el ADN y su impacto en la

regulacién transcripcional.
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Capitulo 2: El dafio al ADN y la reparacion por el sistema NER

El dafio al ADN vy los sistemas de reparacion

El ADN esta constantemente expuesto a amenazas tanto enddgenas como exdgenas, alcanzando un estimado de
10° lesiones por célula por dia (Hoeijmakers, 2009; Lindahl and Barnes, 2000). Dado que el ADN es la Unica
macromolécula que porta la informacidn genética y no puede ser reemplazada, su reparacion es esencial para
garantizar la estabilidad del genoma. Como resultado evolutivo de la amenaza constante a la que el genoma esta
expuesto, las células han desarrollado una coleccion de vias de reparacién que se encargan de detectar el dafo

en el ADN, sefializar su presencia y activar mecanismos de reparacion (Jackson and Bartek, 2009).
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Figura 113: Dailo al ADN y los distintos sistemas de reparacién. El diagrama ilustra los agentes mds comunes que dafan
el ADN, las lesiones que causan y los mecanismos de reparacién relevantes para cada uno de los tipos de dafio.
Adaptado de (Dexheimer, 2013).

Como se ilustra en la Figura 113, el ADN sufre diversos tipos de dafio, cada uno reconocido y reparado por
mecanismos especificos (Chatterjee and Walker, 2017). Los subproductos del metabolismo celular, como las

especies reactivas de oxigeno (ROS), inducen modificaciones quimicas que generan sitios abdasicos, 8-
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OxoGuaninay Single-Strand Breaks (SSB), las cuales son reparadas, principalmente, por el sistema de reparacion
por escision de bases (BER). Por su parte, agentes exdgenos como la radiacién UV causan uniones covalentes
entre pirimidinas adyacentes en la doble hélice, que son reparadas por el sistema de reparacion por escision de
nucledtidos (NER). Durante la replicacidn, la incorporacion erronea de bases puede generar apareamientos
incorrectos, inserciones o deleciones, que son corregidos por la via de reparacidon de Mismatches (MMR). Las
lesiones mas graves son los Double-Strand Breaks (DSBs), que comprometen la estabilidad del genoma al
fragmentar los cromosomas vy, de no ser reparados, pueden generar aberraciones cromosomicas. Los DSBs son
reparados mediante la Recombinacion Homdloga (HR), que utiliza una copia intacta del ADN como molde, o por

Unién de Extremos No Homadlogos (NHEJ), que es mas rapida pero propensa a errores.

Mas alla de los mecanismos de reparacion, existen mecanismos de tolerancia al dafio, que son especificos de la
fase S del ciclo celular y se encargan de evitar la formacién de DSB ante la presencia de otros dafios de menor
gravedad. A diferencia de las ADN polimerasas replicativas que se frenan ante una lesion en el ADN, las ADN
Polimerasas de Translesion (TLS), como REV1, POL {y POL n, pueden sortear el dafio y asi disminuir la formacién

de DSB, aunque su actividad es proclive a errores y puede generar mutaciones.

Por ultimo, si el dafio en el ADN es excesivo o irreparable, se activan mecanismos de sefializacidon que conducen
a la apoptosis o, en algunos casos, a la senescencia celular, evitando la proliferacion de células con inestabilidad
gendmica. En su conjunto, estos mecanismos de reconocimiento y reparacion del dafio constituyen un sistema
altamente coordinado que preserva la integridad celular. En esta tesis de doctorado nos centraremos en el dafio

al ADN inducido por UV y el sistema NER.

El sistema de Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER)

El sistema NER es uno de los mecanismos de reparacidon mas versatiles que poseen las células (Nouspikel, 2009),
dado que reconoce una amplia gama de tipos de dafio en el ADN. Esta caracteristica se debe a su capacidad de
reconocer la distorsidn en la doble hélice inducida por el dafio, mas que a la lesidn en si misma. Asi, el sistema
NER lidia con una gran variedad de lesiones, incluyendo aductos de ADN voluminosos formados por compuestos
guimicos como la 4-nitroquinolina (4-NQO), agentes intercalantes del ADN como el cisplatino, un tipo particular

de dafio oxidativo, las ciclopurinas, y el dafo inducido por radiacion UV (Nouspikel, 2009).

En particular, la radiaciéon UV abarca longitudes de onda que van desde los 100 hasta los 400 nm. Dentro de este

espectro, se subdivide en UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) y UVA (315-400 nm). Aunque el UVC emitido
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por el sol es mayoritariamente filtrado por la atmdsfera terrestre y por lo tanto no tiene un impacto en la salud,
tanto el UVB como el UVA alcanzan la superficie, donde pueden inducir lesiones en el ADN por estrés oxidativo
y uniones covalentes entre pirimidinas adyacentes. Sin embargo, suele emplearse UVC para estudiar el impacto
de la radiacién UV en el ADN, dado que no induce estrés oxidativo, pero resulta altamente eficiente en la
induccion de uniones covalentes entre dos pirimidinas adyacentes en la misma hebra, principalmente dimeros
de pirimidina por ciclobutano (CPDs) y fotoproductos 6-4 pirimidin-pirimidona (6-4PPs) (Besaratinia et al., 2011).
De esta manera, la utilizacién de UVC permite desacoplar los tipos de dafios inducidos principalmente por el
UVB, y asi comprender el efecto de los dimeros de pirimidina en la respuesta celular ante este tipo particular de

lesiones.

El reconocimiento de los CPDs y los 6-4PPs se logra a través de dos vias diferentes que luego utilizan los mismos
factores para reparar la lesidn: el sistema de reconocimiento global del genoma (GG-NER) y el sistema de
reconocimiento acoplado a la transcripcion (TC-NER). GG-NER detecta el dafio en todo el genoma, mientras que
TC-NER detecta el daiio de manera exclusiva en la hebra molde de genes transcripcionalmente activos. Ambos
sistemas de deteccidn convergen en un Unico mecanismo de reparacién que involucra el reclutamiento del GTF
TFIIH que contiene las helicasas necesarias para la apertura de la doble hélice (XPB/XPD), seguido por la
confirmacion de la presencia del dafio (XPA), la escisidén del fragmento que contiene la lesion (XPG/XPF) y la
sintesis de ADN de novo llevada a cabo por ADN Polimerasas que completan la reparacidén (Marteijn et al., 2014).
La Figura 114 muestra una simplificacién esquematica del proceso NER, mientras que la Figura 115 muestra el

detalle molecular de cada uno de los pasos de reconocimiento y procesamiento del dafio.
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Figura 114: Simplificacién esquematica del sistema de Reparacién por Escision de Nucledtidos (NER). La radiacion UV
induce un dafio en el ADN que es reconocido a través de dos vias: GG-NER, que actua en todo el genoma, y TC-NER,
que se limita a la hebra molde en genes en activa transcripcién. Ambos mecanismos convergen en la reparacién
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propiamente dicha, que implica el reclutamiento del factor de transcripcion TFIIH (XPB/XPD), seguido de la
confirmacion de la lesién (XPA), la incisién (XPG/XPF) y la sintesis por ADN polimerasas.

Reconocimiento global del genoma (GG-NER)

El sistema GG-NER detecta CPDs o 6-4PPs en cualquier regién del genoma gracias a los factores de
reconocimiento Xeroderma Pigmentosum group C (XPC) y UV-Damaged DNA Binding Protein 2 (UV-DDB2, o sdlo
DDB2). La unién de XPC a una lesion en el ADN es el paso limitante del reconocimiento por GG-NER, y representa
el primer evento que desencadenara luego la reparacién del dafio (Volker et al., 2001). XPC no se une
directamente al dafio, sino que reconoce el ADN simple cadena (ssDNA) expuesto en la hebra opuesta a la lesion
(Min and Pavletich, 2007; Paul et al., 2019). Esta caracteristica permite que XPC reconozca multiples tipos de
dano en el ADN, lo cual explica la amplia variedad de lesiones que puede detectar GG-NER. Sin embargo, la
eficiencia de reconocimiento por XPC varia segun el tipo de lesidn, pudiendo ser muy baja para determinadas
lesiones, como por ejemplo los CPDs (X. Chen et al., 2015; Sugasawa et al., 2001). En comparacion a los 6-4PPs,
los CPDs no sélo son inducidos 5 a 10 veces mas (Ravanat et al., 2001; Sproul et al., 2014), sino que ademas
inducen una menor distorsién en el ADN (Mitchell et al., 1985; Sugasawa et al., 2005) y permanecen, en
consecuencia, por mas tiempo en el genoma (X. Chen et al., 2015; Sugasawa et al., 2001). DDB2 sirve como un
factor de reconocimiento auxiliar capaz de unirse especificamente a los CPDs y favorecer el reclutamiento de
XPC. Esto es logrado gracias a que la union de DDB2 a un CPD induce una distorsion mas aparente en el ADN,
resultando en un mejor sustrato para XPC (Scrima et al., 2008). Asi, el factor DDB2 es necesario para el
reconocimiento del dafio, especificamente en el caso de los CPDs (Fitch et al., 2003), facilitando el reclutamiento

de XPC, al cual le “entrega” la lesién.

Ademas de unirse a la lesidn en el ADN, el factor DDB2 forma parte de un complejo E3 ubiquitina ligasa junto
con los factores CUL4A, RBX1y DDB1, denominado CRL4P®22, En respuesta al dafio al ADN, el complejo se disocia
de su inhibidor alostérico COP9 (CSN) y se produce la conjugacion de NEDDS a la proteina CUL4A, pasando a un
estado activado (Groisman et al., 2003). La activacion de CRL4P°®2 induce la ubiquitinacién de DDB2 y de XPC, lo
cual es necesario para el reclutamiento de TFIIH a la lesidn, que es el punto de convergencia entre GG-NER y TC-

NER (Apelt et al., 2021).
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Reconocimiento acoplado a la transcripcion (TC-NER)

El dafio en el ADN inducido por UV en la hebra molde de genes en activa transcripcidon es reconocido por el
sistema de reparacion acoplado a la transcripciéon (TC-NER) (van den Heuvel et al., 2021). El evento de
reconocimiento en esta via es una RNAPII en activa elongacién que, cuando se encuentra con una lesion, se frena
dado que no puede sortear el dafio. Tanto los CPDs como los 6-4PPs son igualmente reconocidos ya que ambos
inducen una distorsion en el ADN que bloquea a la RNAPII (Hu et al., 2015). El frenado o stalling de la RNAPII
recluta al factor de TC-NER Cockayne Syndrome B (CSB), que es una translocasa de ADN dependiente de ATP con
actividad 3’-5. En condiciones normales, CSB interactia de manera transitoria con la maquinaria de
transcripcion, pero al frenarse la RNAPII, CSB se une de forma estable a la RNAPII detenida (Tufegdzi¢ Vidakovié
et al., 2020; van den Boom et al., 2004). Estudios sobre Rad26, el ortélogo de CSB en S. cerevisiae, han mostrado
que, al unirse a la RNAPII estancada y gracias a su actividad translocasa de ADN, Rad26 empuja a la RNAPII hacia
adelante para intentar sortear la lesidn (Xu et al., 2017). Estructuras de Cryo-EM del complejo RNAPII-TC-NER
validaron aun mas este modelo (Kokic et al., 2021). Estos resultados podrian explicar por qué dafios menos
voluminosos, como el 8-OxoG generado por ROS, pueden ser eludidos vy, si bien inducen una disminucién en la
tasa de elongacién o un pausado transitorio, no representan una lesidon que blogquee la progresion de la RNAPII
(Charlet-Berguerand et al., 2006). De esta manera, la unién persistente de CSB a la RNAPII frenada es el principal
evento que desencadena el reclutamiento de los factores subsiguientes especificos de TC-NER (Nakazawa et al.,

2020).

La unidn de CSB a la RNAPII frenada induce el reclutamiento del factor Cockayne Syndrome A (CSA) (van der
Weegen et al.,, 2021, 2020). El complejo E3 ubiquitina ligasa que actua en el reconocimiento por GG-NER,
conformado por CUL4A, RBX1 y DDB1 unido a DDB2 (CRL4°"%2), también cumple un rol fundamental en TC-NER,
dénde el factor DDB2 es reemplazado por CSA, conformando el complejo E3 CRL4“*, Ademds, de manera
especifica para CRLA%*A, se ha identificado recientemente al factor DDA1 que promueve la actividad ubiquitina
ligasa de CRL4“* (Llerena Schiffmacher et al., 2024; Pines et al., 2023). De esta manera, el complejo CRL4A®A
induce la auto-ubiquitinacion de CSA, la ubiquitinaciéon de CSB (Fischer et al., 2011; Groisman et al., 2006; Kokic
et al., 2021) y, de particular relevancia para esta tesis, la ubiquitinacién de la subunidad RPB1 de la RNAPIl en su
lisina (K) 1268 (Nakazawa et al., 2020; Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020). La ubiquitinacién de RPB1 en la K1268
es un checkpoint crucial en la via de TC-NER, dado que estimula el traspaso o handover de la lesién de la RNAPII
a TFIIH, asi como la posterior degradacion proteasomal de RPB1 (Nakazawa et al., 2025). Ademas, ha sido

descripto que ELOF1, un factor de elongacion involucrado en la interaccién entre el complejo CRL4“"y la RNAPII,
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es relevante para la ubiquitinacion del residuo K1268 (Geijer et al., 2021; van der Weegen et al., 2021). Por su
parte, el factor STK19, recientemente identificado como un factor de TC-NER, cumple un rol fundamental en este
proceso al facilitar el correcto posicionamiento de CSA y la RNAPII (Mevissen et al., 2024; Ramadhin et al., 2024;
Tan et al., 2024; van den Heuvel et al., 2024). Si bien el rol de STK19 en la ubiquitinacion de RPB1 es aun
controversial, cumple un rol fundamental en la estabilizacion y remodelacion del complejo arrestado, facilitando

los pasos subsiguientes (Kuper et al., 2024)

La ubiquitinacion del residuo K1268 induce la remodelacion del complejo de TC-NER, facilitando el reclutamiento
del factor UVSSA (van der Weegen et al., 2020). La incorporacién de UVSSA al sitio de la lesién estimula la mono-
ubiquitinaciéon en su residuo K414 (Nakazawa et al., 2020), la cual a su vez promueve el reclutamiento de TFIIH
al sitio de la lesidn (Okuda et al., 2017). De esta manera, células depletadas de UVSSA presentan defectos en la
reparacion, pero no en la ubiquitinacidn de la K1268 de RPB1. Ademas de estimular la unién de TFIIH, UVSSA
favorece el reclutamiento de la enzima de-ubiquitinadora USP7, cuyo rol en el sistema TC-NER es motivo de
controversia. Por un lado, se ha demostrado que USP7 promueve la de-ubiquitinacidn y estabilizacién de CSB,
necesario para la posterior reanudacién de la transcripcién (Schwertman et al., 2012). Por otro, algunos estudios
indican que la ubiquitinacién de CSB desencadena su degradacion, algo esencial para una reparacién eficiente
(Groisman et al., 2006). Asi, el rol de USP7 y el destino de CSB en respuesta al dafio en el ADN auin es motivo de

debate.

En resumen, cuando una RNAPII en activa elongacion se frena ante una lesion, se reclutan secuencialmente CSB,
CRL4A%A y STK19, que junto a ELOF1 favorecen la ubiquitinacion del residuo K1268 de RPB1 y la remodelacién del
complejo de TC-NER. Una vez que la RNAPII es ubiquitinada, se promueve el reclutamiento de UVSSA vy la

subsiguiente unidn de TFIIH.

Reparacion del dano por el sistema NER

El punto de convergencia entre el reconocimiento de lesiones por TC-NER y GG-NER es el reclutamiento de TFIIH
a la lesion (N. N. Moreno et al., 2023). En este sentido, se identificd que XPC y UVSSA comparten el sitio al cual
se unen en TFIIH (Okuda et al., 2017), por lo que el correcto posicionamiento de este GTF en cada uno de los
complejos de reconocimiento es un paso crucial para gatillar la reparacidn propiamente dicha. Como se muestra
en la Figura 18, TFIIH posee un mddulo core que contiene a las helicasas XPD y XPB, y un mddulo CAK que posee

ala quinasa CDK7. Una vez que TFIIH es reclutado a la lesidn, el factor XPA se incorpora al complejo de reparacion
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e induce la disociacion del mddulo CAK (Coin et al., 2008). Este remodelamiento estimula la actividad de la
helicasa de XPD (Winkler et al., 2000), que junto con XPB desnaturaliza el ADN en el sitio circundante a la lesion
(Coin et al., 2007). La desnaturalizacion del ADN cumple ademas un rol fundamental en la verificacidon de la
presencia del dafo, dado que la actividad helicasa de XPD es bloqueada cuando se encuentra con la lesion, y es
esto lo que verifica efectivamente la presencia del dafio, evitando iniciar un proceso de reparacion indeseada en
sitios sin lesiones (Nocentini et al., 1997; Sugasawa et al., 2009). De manera andloga al inicio de la transcripcion,
la actividad helicasa de TFIIH induce la formacidon de la “burbuja” de reparacién. Este proceso expone ssDNA, lo
cual favorece el reclutamiento de la proteina RPA, que se une a la hebra complementaria a la lesion y, junto con
XPA, estabilizan la burbuja de reparacién (Topolska-Wos et al., 2020). Luego, las endonucleasas XPG y XPF-ERCC1
son reclutadas, favoreciendo la ruptura de enlaces fosfodiéster a ambos lados de la lesién y generando la escision
de un fragmento de ssDNA de 22 a 30 nucledtidos de longitud. Finalmente, el factor PCNA es reclutado,
estimulando la sintesis de ADN por las Polimerasas replicativas € 0 §, aunque ha sido reportado que la Polimerasa
de translesion k también puede participar en este proceso (Nieto Moreno et al., 2023). Por ultimo, las ADN
Ligasas | o lll se reclutan al sitio de la lesion, sellando el nick generado y finalizando el proceso de reparacién

(Marteijn et al., 2014).
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Figura 115. Detalle del proceso de reconocimiento por el sistema GG-NER (a-d), por el sistema TC-NER (e-h) y por el
procesamiento del dafio compartido por los dos sistemas de reconocimiento (i-k). (a) CRL4P"82 se une a la lesién. (b)
El heterotrimero XPC-RAD23B-CETN2 es reclutado y se une a la hebra complementaria a la lesidn. (c) TFIIH es reclutado
a través de la interaccidn con XPC. (d) La actividad helicasa de XPB y XPD inducen la desnaturalizacion del ADN. El
procesamiento del dafio continua en el panel i. (e) La RNAPII se frena en la lesion. (f) CSB, CRL4“* y UVSSA son
secuencialmente reclutados a la lesion y forman el complejo de reparacion por TC-NER. (g) TFIIH es reclutado a través
de la interaccion con UVSSA, en un proceso que depende de la ubiquitinacién en el residuo K1268 de RPB1, ELOF1 y
STK19 (no mostrados). (h) La actividad helicasa de XPB y XPD inducen la desnaturalizacion del ADN. Desde este punto,
los dos sistemas de reconocimiento convergen en el procesamiento del dafio. (i) La helicasa XPD desnaturaliza el ADN
en direccién a la lesidn, y se frena en la lesidn, lo cual confirma la presencia del dafio. XPA, RPA, XPG y ERCC1-XPF son
reclutadas. XPC—-RAD23B—CETN2 (GG-NER) o el complejo RNAPII-CSB—CRLA®A—UVSSA (TC-NER) son removidos de la
cromatina. XPF y XPG inducen la hidrdlisis de un enlace fosfodiéster en la hebra dafiada a ambos lados de la lesidn. (j)
El fragmento dafiado es removido formando un complejo con TFIIH y XPG. ADN Polimerasas (g, 8, o k) sintetizan ADN
utilizando la hebra sana como molde. (k) El nick es sellado por ADN ligasas (I o lll) y el proceso de reparacion
completado. Adaptado de (N. N. Moreno et al., 2023).
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Ubiquitinacion de RNAPII

La ubiquitinacién y degradacion de RPB1 en respuesta al UV fue descrita hace mas de 20 afios (Bregman et al.,
1996; Ratner et al., 1998), pero el mecanismo exacto que regula este proceso aun no se conoce en detalle. Sin
embargo, la reciente identificacién de que el residuo K1268 de RPB1 es el principal residuo involucrado en la
ubiquitinacién de RPB1 permitié comprender en mayor detalle este mecanismo. Células que expresan la version
mutante K1268R de RPB1 (en los cuales la K es reemplazada por una R no ubiquitinable), mostraron
especificamente una abolicidn en la ubiquitinacidon y degradacion de RPB1 en respuesta a la irradiacion UV
(Nakazawa et al., 2020; Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020). Sin embargo, se observa una mono-ubiquitinacion
residual en células K1268R, lo que sugiere que otros residuos pueden ser ubiquitinados y relevantes para la
reparacion de la lesién y la estabilidad de RPB1. En este sentido, la mono-ubiquitinacion de RPB1 puede
suprimirse completamente en presencia del inhibidor farmacolégico MLN4924, un inhibidor del proceso de
neddilacion requerido para la activacion de E3s de la familia “Cullin-Ring Ligases” (CRL) (Nakazawa et al., 2020;
Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020). En consecuencia, se han propuesto varias E3 ligasas como responsables de la

4%A en la

ubiquitinaciéon de RPB1 (Wilson et al., 2013), entre las que se destaca el complejo E3 Ligasa CRL
ubiquitinaciéon del residuo K1268 de RPB1 en respuesta al UV (Nakazawa et al., 2020; van der Weegen et al.,
2020). Aungue 45 minutos luego del UV, la ubiquitinacion del residuo K1268 es independiente de CSA, 2 horas
luego de la irradiacidn, células CSA-KO exhiben una drastica prevencion en la ubiquitinacion de RPB1 en

comparacioén con células WT (Tufegdzi¢ Vidakovié et al., 2020).

Por otra parte, se ha demostrado que células deficientes en USP7 exhiben una degradacion mas rapida de RPB1
en respuesta a UV (Steurer et al., 2022), asi como deficiencias en la reparacion por TC-NER (Zhu et al., 2024).
Estos resultados expanden el rol USP7 en TC-NER sugiriendo que varios pasos de ubiquitinacion/de-
ubiquitinacién son necesarios para promover la reparacion del dafio y a su vez estimular la degradacién de RPB1,
por lo que no resulta sorprendente que varios complejos E3 ligasa hayan sido asociados a la degradacién de
RPB1. Por ejemplo, ha sido reportado que NEDD4 primero mono-ubiquitina a RPB1 y luego CRL5E"8"ABC |3 poli-
ubiquitina, favoreciendo la degradacién en el proteasoma (Anindya et al., 2007; Harreman et al., 2009; Yasukawa
et al., 2008). A su vez, otro modelo sugiere que BRCA1/BARD1 estan involucrados en la ubiquitinacion de la
RNAPII en respuesta al dafio al ADN (Starita et al., 2005). Por ultimo, ha sido también propuesto que CRL3”"MC
esta involucrada en la ubiquitinacion y degradacién de la RNAPII en ciertas enfermedades, como la hiperplasia
adrenal (Lao et al., 2022). En resumen, aunque el mecanismo que regula la ubiquitinacién y degradacion de la

RNAPII en distintos escenarios sigue sin conocerse detalladamente, varios complejos E3 ligasa han sido asociados
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a la ubiquitinacion de RPB1. Estos resultados podrian indicar un proceso de multiples etapas en el control de Ia
ubiquitinaciéon de RPB1, con multiples E3 ligasas involucradas en diferentes pasos, o quizds, multiples

mecanismos que controlan el destino de RNAPII en distintos contextos.

Degradacion de RNAPII: ¢ Un ultimo recurso?

La detencion de la RNAPII en una lesidn inducida por radiacidon UV recluta factores de TC-NER que promueven la
reparacion del ADN. Sin embargo, la RNAPII detenida en el dafio ocluye a la lesién, dado que esta se ubica en el
nucleo del sitio activo de RPB1 y por lo tanto queda inaccesible para la maquinaria de reparacion subsiguiente
(Donahue et al., 1994; Tornaletti et al., 1999). De este modo, el destino de una RNAPII frenada incluye diversos
escenarios posibles, los cuales tienen en comun que la lesidén serd expuesta para permitir la reparacion. Por un
lado, ha sido propuesto que el destino de una RNAPII detenida incluye el retroceso en sentido 3’-5’ (backtracking)
gue permite la exposicidn y reparacion del dafio. Una vez reparado el daio, el factor de elongacion TFIIS estimula
el clivado del ARN naciente, generando un nuevo extremo 3’ correctamente posicionado en el sitio activo de
RPB1 que permita la reanudacién de la transcripcion desde el sitio donde se encontraba el dafio (Noe Gonzalez
et al.,, 2021). En este sentido, el “modelo del ultimo recurso” (Wilson et al., 2013), postula que cuando el
retroceso no es posible, RPB1 es especificamente degradada como ultimo recurso para exponer la lesién y asi
permitir su reparacion. Este modelo, propuesto originalmente por el Dr. Jesper Svejstrup hace mas de 20 afios
(Woudstra et al., 2002), asume una degradacion in cis a la lesidn, en la cual la RNAPII detenida es la que se
degrada. Sin embargo, actualmente se sabe que la situacidon es mas compleja, ya que la degradacién de RPB1
podria no ser necesariamente un ultimo recurso, sino un mecanismo concertado de vital importancia para

regular la reparacion y la respuesta transcripcional al UV.

Por un lado, ha sido demostrado que el reinicio de la transcripcidén ocurre en una ola 5’-3’ desde el TSS después
de UV, y no desde el sitio de la lesién (Andrade-Lima et al., 2015; van den Heuvel et al., 2021), por lo que el
modelo de backtracking y reinicio de la transcripcion no parece ser el escenario mas frecuente. Por otro lado,
estudios recientes han demostrado que la ubiquitinacion de la K1268 es crucial para el reclutamiento de TFIIH,
por lo que la ubiquitinacion de la RNAPII es necesaria, en primera instancia, para la reparacion del dafo y no
exclusivamente para su degradacién (Nakazawa et al., 2020). A su vez, ha sido demostrado que la prevencién de
la ubiquitinacion en el residuo K1268 enlentece la disociacion de la RNAPII de la lesion, dificultando, en
consecuencia, la reparacién (Tufegdzi¢ Vidakovié et al., 2020). Estos resultados apoyan un modelo en el cual la

ubiquitinacion de la RNAPII es necesaria para entregar la lesion a TFIIH, y luego es removida de la cromatina (Jia
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et al,, 2021; van der Weegen et al., 2020). Ademas, remarcan la importancia de dilucidar el rol de USP7 en la
dindmica de ubiquitinaciéon de la RNAPII, asi como su rol en la reparacion del dafo y degradacién de RPB1.
Resulta evidente que la ubiquitinacion de la RNAPII es un proceso altamente regulado necesario para la
reparacion del dafio y la degradacién de RPB1. A su vez, es probable que mas de un residuo Ky mas de un tipo
de complejo E3 sean relevantes para la regulacién de la reparacién del dafio, la estabilidad de RPB1 vy, en

consecuencia, el control de la expresion génica ante el daino al ADN.

En apoyo al modelo en el cual la RNAPII entrega la lesion a TFIIH, un gran nimero de trabajos ha sido publicado
recientemente, remarcando la importancia de la ubiquitinacion de la K1268 de RPB1 para la reparacion del daio
y la remocion de la RNAPII de la cromatina. Por un lado, el reclutamiento de CSB y CSA, y la concomitante
ubiquitinacién de la RNAPII, son necesarios para el reclutamiento de UVSSA y TFIIH, y por lo tanto para la
reparacion (Nakazawa et al., 2020). Por otro lado, la ubiquitinacién en la K1268 de RPB1 es necesaria para
remover a la RNAPIl de la cromatina. De esta manera, si la RNAPIl no es ubiquitinada, esta queda
persistentemente unida a diversos tipos de lesiones y obstruye otros procesos en el ADN, como el reinicio de la
transcripcion y la replicacion (Carnie et al., 2024; Oka et al., 2024; van Sluis et al., 2024). A su vez, ha sido
demostrado que la remocién de la RNAPII de la cromatina depende del factor VCP/p97, una segregasa
dependiente de ubiquitina asociada a la degradacion de RPB1 (He et al., 2016; Verma et al., 2011). En estos
trabajos, se demostrd que en células deficientes para UVSSA, donde el reclutamiento de TFIIH se ve impedido y
por lo tanto la reparacidn, la RNAPII ubiquitinada es removida de la lesiéon de manera dependiente de VCP/p97
(Gonzalo-Hansen et al., 2024; Zhu et al., 2024). Esto sugiere que en células competentes para TC-NER (donde
TFIIH se recluta normalmente), VCP/p97 no seria estrictamente necesaria para la remocion de la RNAPII de la
cromatina. Asi, estos resultados sugieren que la transferencia de la lesién desde la RNAPII a TFIIH no implica de
forma obligatoria la extraccidén de la RNAPII de la cromatina. Sin embargo, la ubiquitinacién de la RNAPII emerge
como un paso clave tanto para la reparacién del dafio y la subsiguiente entrega de la lesién a TFIIH, como para

la eventual remocion de la RNAPII de la cromatina cuando el reclutamiento de TFIIH se ve impedido.

Estos resultados no sélo demuestran que aun es necesario explorar la multiplicidad de mecanismos que
gobiernan la ubiquitinacion y degradacion de RPB1, sino que ademas permiten comprender las notables
diferencias clinicas entre pacientes con deficiencias en CSA y CSB, y aquellos con deficiencias en UVSSA. Pacientes
con deficiencias en CSB y CSA muestran un fenotipo clinico muy severo, dado que no ubiquitinan a la RNAPIl y
por lo tanto esta no puede ser removida de la cromatina por ningin medio. En contraste, pacientes con

deficiencias en UVSSA no pueden reparar eficientemente la lesion, pero si pueden ubiquitinar RPB1 y remover
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la RNAPII de la cromatina de manera dependiente de VCP/p97. En todos los casos, la reparacidn de la lesion por
TC-NER se encuentra impedida, por lo que en su conjunto estos datos demuestran que la imposibilidad de
remover a la RNAPII de la cromatina es la causa de los fenotipos severos de pacientes CS, y no deficiencias en la

reparacion acoplada a la transcripcidn, que son compartidos con UVSSA.

Bien sea como un Ultimo recurso, o como parte de un proceso necesario para promover la reparacion del dafio
al ADN, los modelos discutidos hasta aqui consideran la degradacidon de RPB1 in cis respecto a la lesidn. Sin
embargo, el escenario es ain mas complejo, dado que ha sido reportado recientemente que RPB1 puede ser
degradada de manera global, o in trans a la lesion, en respuesta al UV (Bay et al., 2022; Steurer et al., 2022).
Ensayos de FRAP usando GFP-RPB1 mostraron la degradacion de RPB1 unida a promotores tras el tratamiento
con UV, incluso en regiones no dafiadas del genoma. A su vez, se demostrd que se requiere una elongacion
productiva de RNAPII para la degradacion de RPB1 unida a promotores, dado que el tratamiento con flavopiridol
(un inhibidor de CDK9 que impide la liberacion de RNAPII de la pausa cercana al promotor (Jonkers et al., 2014))
previno por completo la degradacién de RPB1. De la misma manera, la inhibicién de GSK3, una quinasa del CTD
de RPB1 implicada en la regulacién de la iniciacion y elongacion (Nieto Moreno et al., 2020), también previno
parcialmente la degradacion de RPB1 (Steurer et al., 2022). A su vez, esta degradacién de RPB1 también depende
de VCP/p97 y, dado que se trata una segregasa dependiente de ubiquitina, RPB1 necesariamente debe ser
ubiquitinada cuando esta unida al promotor para que sea dirigida a su degradacion. De esta manera, estos
trabajos apoyan un modelo en el cual la RNAPII que se encuentra con la lesidn in cis estimula, por un mecanismo

desconocido, la degradacidn in trans de RPB1 pausada en la region proximal al promotor.

En este sentido, otros trabajos recientes demostraron que, en condiciones sin UV, CRL3*"M® estimula la
ubiquitinacién y degradacion de la RNAPII pausada en la regién proximal al promotor, previniendo de esta
manera la transicion a elongacién y evitando asi la transcripcion de complejos de RNAPII defectuosos (Blears et
al., 2024; Cacioppo et al., 2024). Estos resultados refuerzan la hipdtesis que diversos complejos E3 ligasa estan
involucrados en la degradacidon de RPB1 en distintos contextos celulares, y confirman que la E3 ligasa CRL3ARMCS

estd involucrada en ausencia de dafio en el ADN.
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Figura 116: Posibles mecanismos de degradacién de la RNAPII. La degradacion de RPB1 ha sido histéricamente
asociada a un “ultimo recurso”, donde la RPB1 es degradada in cis para facilitar el acceso de los factores subsiguientes
de TC-NER (centro). Mas recientemente se demostré la degradacion in trans de RPB1 pausada en la region proximal
al promotor (izquierda). Ademas, se demostrd que, en respuesta al tratamiento con triptolide, RPB1 se degradada de
manera independiente a VCP/p97 (no mostrada), en lo que presumiblemente constituye un mecanismo de
degradacién de RPB1 no asociada a la cromatina (derecha). Adaptado de (Mufioz et al., 2022)

En este contexto, ha sido también demostrado que, en células no irradiadas, la deplecidn del factor SPT5 induce
la degradacion de moléculas de RPB1 unida a promotores de manera dependiente de VCP/P97 (Aoi et al., 2025,
2021). SPT5 forma parte del complejo DSIF (SPT4/SPT5) y cumple un rol importante en la iniciacién, el pausado
en la region proximal al promotor y la elongacion transcripcional (Decker, 2021). Esta degradacion también
depende de CRL3*"MS, reforzando asi la hipdtesis de multiples mecanismos de ubiquitinacién y degradacién de

RPB1 (Aoi et al., 2025).

La degradacién de RPB1 unida a promotores tras la deplecion de SPT5 también depende de la transicion a
elongacion, dado que el silenciamiento de CDK9 en células sin SPT5 previno la degradacion de RPB1 (Aoi et al.,
2025, 2021). Sin embargo, las funciones de SPT5 no se limitan Unicamente a la regulacidn transcripcional de la
RNAPII, ya que se ha propuesto que SPT5 puede mantener a la RNAPIl en una conformacion de elongacién
cerrada que resulta inaccesible para la maquinaria de reparacidn, reprimiendo asi la reparacion por TC-NER (Li

et al., 2014). En linea con esta observacidn, se demostré que SPT5 compite con CSB por la union a RNAPII (Kokic
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et al., 2021; Xu et al., 2017), lo que sugiere que la RNAPII podria pasar de la elongacién activa con SPT5 unido, a
un estadio de pausa o detencidn, cuando SPT5 es desplazado por CSB. Por ultimo, el tratamiento con triptolide,
una droga que induce la degradacidn especifica de XPB, en células depletadas de SPT5 indujo, por un mecanismo
desconocido, la degradacién de RPB1 de manera independiente de VCP/p97, indicando que la RPB1 libre, no
fosforilada ni unida a la cromatina, también puede degradarse (Aoi et al., 2021). Sin embargo, este resultado ha
sido reportado en una figura de un solo trabajo, y por lo tanto los mecanismos subyacentes ain no han sido

explorados.

Los resultados revisados en este capitulo demuestran que existe una gran diversidad de mecanismos por los
cuales la RNAPII es degradada en respuesta al UV (Figura 116). Por un lado, el ultimo recurso propone que la
RNAPII es degradada para exponer la lesidon cuando el backtracking esta impedido. Sin embargo, la degradacién
in cis de la RNAPII es parte de un proceso mas complejo que un simple ultimo recurso, dado que la ubiquitinacion
mediada por CSA de la K1268 de RPB1 es necesaria para la reparacién y el traspaso del dafio a TFIIH. A su vez,
otros mecanismos alternativos postulan que la RNAPII frenada en una lesidn sefializa in trans la degradacién de
la RNAPII pausada en la region proximal al promotor. A su vez, en apoyo a este ultimo modelo, ha sido
demostrado que, en condiciones sin UV, la RNAPII es degradada en el promotor de manera dependiente de

CRL3""MC como parte de un mecanismo de regulacién del inicio de la transcripcion.

Notablemente, la mayoria de los mecanismos de degradacion reportados comparten un paso en comun, y es la
degradacidén especifica de una RPB1 fosforilada en Serina 5. Como ya fuera discutido en secciones anteriores, la
marca en Serina 5 esta enriquecida en moléculas de RNAPII detenidas en el promotor, asi como frenadas en una
lesidn, por lo que estos resultados no resultan sorprendentes y apoyan un modelo en el cual la fosforilacidn en

Ill

Serina 5 implica una RNAPII “inestable” facil de remover de la cromatina, mientras que una RNAPII fosforilada
en Serina 2 representa una RNAPII en activa elongacidn cuya remocion de la cromatina resulta mas dificil. Asi, la
mayoria de los modelos propuestos implican la degradacion de RNAPII fosforiladas y unidas a la cromatina,
implicando una relacion directa entre una RNAPII transcripcionalmente activa y la degradacion de RPB1. De esta
manera, surge la pregunta respecto a cual es la relacién funcional entre la degradacion de RPB1 y la respuesta

transcripcional al UV.
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Respuesta transcripcional al dafio al ADN inducido por luz UV

En respuesta a la irradiacion con luz UV, las células sufren una compleja respuesta transcripcional que implica
una inhibicion inicial rapida de la transcripcion, seguida de una recuperacion transcripcional después de 12-24
horas (Figura 117) (Mayne and Lehmann, 1982; Rockx et al., 2000). La inhibicién inicial de la transcripcion implica
dos fases consecutivas. Inmediatamente después de la irradiacién con UV, las células sufren una detencién de la
elongacién debido al bloqueo fisico que el dafio en el ADN impone a la transcripcién. Sin embargo, se sabe hace
mas de 20 afios que el frenado de la RNAPII en el dafio no puede explicar por si solo la inhibicion de la
transcripcion, ya que se demostré que extractos de células irradiadas con UV pueden inhibir eficientemente la
transcripcion de ADN no dafiado (Rockx et al., 2000). Por lo tanto, inmediatamente después de la irradiacion con
UV las células sufren una detencidn de la elongacion, que es precedida por la inhibicidn global de la iniciacién
de la transcripcion, que necesariamente debe ocurrir in trans a la lesion (Andrade-Lima et al., 2015; Epanchintsev
et al., 2017; Rockx et al., 2000; Williamson et al., 2017). Resultados recientes apoyan este modelo, dado que 45
minutos después de UV, la transcripcidon se restringe a los primeros 20 kb de los genes, mientras que, 3 horas
después, se observa una disminucion total de la RNAPII en la cromatina (Tufegdzi¢ Vidakovic¢ et al., 2020). Sin
embargo, un subconjunto de genes escapa de la detencidn inicial de la transcripcién y se sobre-expresa
fuertemente de forma transitoria en respuesta a UV (McKay et al.,, 2004). Teniendo en cuenta que
inmediatamente después de la irradiacién UV los complejos de RNAPII en activa elongaciéon se encuentran con
lesiones en el ADN con una probabilidad que depende de la longitud del gen, los genes cortos tienen menos
probabilidades de dafiarse y, por lo tanto, pueden escapar de la detencidon inmediata de la elongacion
transcripcional. Estos genes son particularmente cortos y muchos de ellos han sido anotados como Immediate
Early Genes (IEGs) (McKay et al., 2004; Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020). No obstante, la transcripcién de estos
genes debe detenerse de nuevo tras la respuesta inicial, para evitar los efectos no deseados de su expresion
persistente. En este sentido, la inhibicidn de la degradacion de RPB1 en mutantes K1268R previno el apagado de
genes cortos en comparacion con su contraparte WT, indicando por primera vez un rol directo de los niveles de
RNAPII en la determinacién de la expresion génica, donde mas RNAPII se asocia simplemente con una mayor
expresion génica (Tufegdzi¢ Vidakovic¢ et al., 2020). Ademads, la ubiquitinacion de RPB1 es alta durante la
detencién transcripcional y vuelve a niveles normales en la fase de recuperacion tras la irradiacion con UV
(Nakazawa et al., 2020; Tufegdzi¢ Vidakovic et al., 2020). En consecuencia, los niveles de RNAPIl emergen como
un fuerte candidato para regular la inhibicidn transcripcional tras la irradiacion con UV, especificamente en la
segunda etapa de la detencidn transcripcional, la inhibicién in trans del inicio de la transcripcidon. Aunque se

desconoce el mecanismo particular que regula este proceso, estos resultados apoyan el modelo de degradacion
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de RPB1 en la region proximal a los promotores, remarcando su rol como centro regulador de la transcripcion en

respuesta al UV.
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Figura I117: La inhibicién de la transcripcidn en respuesta al UV ocurre secuencialmente. El dafio en el ADN bloquea
fisicamente la elongacidn transcripcional en la primera hora luego del UV y, aproximadamente 3 horas mds tarde, la
iniciacidn transcripcional también se inhibe. La iniciacidn transcripcional se recupera mas rapido que la elongacién, la
cual sigue siendo lenta durante muchas horas y regula la expresidn de genes involucrados en el reinicio de la
transcripcion. Notablemente, la transcripcidn parece estar “restringida espacialmente” durante largos periodos, de
modo que las primeras 20—-25 kb a partir del promotor muestran mucha mas actividad que las regiones mas alejadas
dentro de los genes rio abajo del dafio al ADN, lo cual explica el hecho de que practicamente todos los genes inducidos
por el dafio en el ADN sean cortos. Adaptado de (Gregersen and Svejstrup, 2018)
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Sin embargo, otros mecanismos implicados en la regulacién de la respuesta transcripcional a la irradiacidn con
UV han sido postulados. Uno de los genes cortos sobre-expresados después de la irradiacion con UV es ATF3, un
factor de transcripcidon negativo que se une a la region promotora de miles de genes e inhibe su transcripcion,
favoreciendo la inhibicidn transcripcional inducida por UV (Epanchintsev et al., 2017; Kristensen et al., 2013). Sin
embargo, tras la inhibicidn transcripcional, las células deben recuperar la transcripcidn lentamente, unas 12 a 24
horas después de la irradiacion, y se ha demostrado que ATF3 se degrada de manera especifica para favorecer
este proceso (Epanchintsev et al., 2017). Por lo tanto, se ha propuesto que ATF3 es un regulador importante de
la respuesta transcripcional a la irradiacion con UV, ya que alcanza su pico durante la detencidn transcripcional,
pero se degrada mas tarde en la fase de recuperacion (Bouvier et al., 2021; Epanchintsev et al., 2017). Estos
resultados apoyan un modelo en el cual la degradacién de RNAPII es el determinante principal de la inhibicion
transcripcional poco después de la irradiacién con UV, mientras que otros factores, como ATF3, podrian participar

mas adelante durante la recuperacién de la transcripcion cuando los niveles de RNAPII vuelven a la normalidad.

Ademas de mediar la ubiquitinacion de la RNAPII en el sistema TC-NER, CSB y CSA tienen un rol fundamental
durante la recuperacion de la transcripcion 12 a 24 horas después de la irradiacién con UV (Mayne and Lehmann,
1982; Proietti-De-Santis et al., 2006), cuando las lesiones en la hebra molde han sido reparadas por TC-NER (Hu
et al., 2015). La degradacion de ATF3 depende de la chaperona de histonas HIRA (Bouvier et al., 2021), asi como
de CSB y CSA, ya que se ha demostrado que las células deficientes en CSA o CSB no pueden degradar ATF3 y, en
consecuencia, la transcripcién tras la irradiacién con UV permanece blogueada (Epanchintsev et al., 2017;
Kristensen et al., 2013). En este sentido, ha sido demostrado que CSB facilita la asociacidon del complejo PAF1
(PAF1C) con la RNAPII pausada en el promotor, promoviendo la transicidn a elongacidn (Chen et al., 2017; F. X.
Chen et al., 2015) y facilitando asi la recuperacién de la transcripcidn a sus niveles normales, varias horas mas
tarde de la irradiacion con UV. De esta manera, PAF1C participa en la recuperacién de la transcripcion, ya que se
une a la region proximal al promotor de miles de genes a los cuales también se une ATF3 y CSB (van den Heuvel
etal., 2021a). Por lo tanto, CSB cumple un rol crucial dado que induce la ubiquitinacién mediada por CSA de ATF3
y su degradacidn en el proteasoma, y al mismo recluta a PAF1C a los promotores, desempefiando asi un papel

crucial en la estimulacién de la recuperacion transcripcional tras la irradiacion con UV (Figura 118).
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Figura 118: Rol de CSB y CSA en la recuperacion transcripcional luego del UV. Ademas de cumplir un rol central en la
reparacién por TC-NER y la ubiquitinacién de la RNAPII, CSB y CSA promueven la recuperacidn de la transcripcion 12
a 24 horas luego de la irradiacién con UV. Por un lado, CSB facilita la actividad E3 Ubiquitina ligase de CSA, induciendo
la ubiquitinacién y degradacion de ATF3, el cual es un regulador negativo de la transcripcién. Por otro lado, CSB
promueve el reclutamiento de PAF1C, que estimula la transicién a elongacién de RNAPIIs pausadas en la regidn
proximal al promotor, estimulando de este modo el reinicio de la transcripcién.

En paralelo a la drastica inhibicion transcripcional, inmediatamente después de la irradiacion con UV las células
exhiben una desaceleracién de sus tasas de elongacion, lo que se ha demostrado que modula globalmente el
procesamiento co-transcripcional de los ARNm (Mufoz et al., 2009). La disminucién de la tasa de elongacion
persiste por mas tiempo que la detencidn transcripcional, ya que se ha demostrado que la transcripcién se
recupera mas rapido que las tasas de elongacién (Andrade-Lima et al., 2015; Williamson et al., 2017) vy, a su vez
la desaceleracién de las tasas de elongacidn favorece el uso de Alternative Last Exons (ALEs), induciendo asi la
expresion de isoformas cortas de splicing (Williamson et al.,, 2017). Un ejemplo es ASCC3, un gen
cuyo splicing alternativo se modula en respuesta a la irradiacion con UV, cambiando de un ARNm largo que
codifica para la proteina ASCC3, a una ARNnc corto (ALE). Mientras que se ha propuesto que la proteina
codificada por la isoforma larga participa en el mantenimiento de la detencidn transcripcional en respuesta a la
irradiacién con UV, la isoforma corta no codificante presenta funciones necesarias para la recuperacion
transcripcional (Williamson et al., 2017). En consecuencia, la desaceleracidn global de las tasas de elongacion
resulta fisiolégicamente relevante para la regulacién de la respuesta transcripcional al dafio en el ADN inducido

por UV.
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Capitulo 3: La Respuesta al Daio al ADN (DDR) vy el rol de la quinasa ATR

Los efectores centrales de la DDR

Como se describio en el capitulo anterior, el ADN esta constantemente expuesto a diversos agentes genotdxicos
y las células cuentan con variados mecanismos de reparacion. En conjunto, estos mecanismos conforman la
llamada “respuesta al dafio en el ADN” (DNA Damage Response, DDR), que funciona de manera concertada
gracias a la accidn diversas quinasas, siendo ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (ATM and Rad3-related),
DNA-PK (DNA Protein Kinase) algunas de las mas estudiadas. Estas quinasas integran la informacién sobre el
estado celular y coordinan una respuesta concertada que promueve la reparacion del dafio, el arresto del ciclo

celular y la sobrevida (Blackford and Jackson, 2017).

ATR, ATM y DNA-PK pertenecen a la familia de quinasas class-1V phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related kinase
(PIKK) (Awasthi et al., 2016). La particularidad de esta familia de quinasas es que poseen un origen evolutivo
como quinasas de lipidos, pero divergieron como quinasas de proteinas, y fosforilan residuos Serina o Treonina
seguidos por Glutamina (SQ/TQ) (Bakkenist and Kastan, 2004). A su vez, las quinasas de la familia PIKK presentan
una gran homologia estructural, sobre todo en sus dominios con actividad catalitica, por lo que no resulta
sorprendente que exista una activacidon cruzada de los efectores rio abajo de las quinasas de la DDR (Awasthi et
al., 2016). De particular interés para esta tesis, la activaciéon de ATM y ATR promueve la fosforilacién de diversas
proteinas encargadas de activar ckeckpoints del ciclo celular, induciendo el arresto del ciclo y la reparacién del
dafio (Figura 119). ATM se activa principalmente en respuesta a DSBs (Paull, 2015) y gatilla la reparacion por NHEJ
y HR, mientras que ATR protege la integridad del genoma durante la replicacion previniendo el colapso de
horquillas de replicacién arrestadas (Branzei and Foiani, 2008). Ademas, ATR puede activarse en respuesta a
DSBs, pero a través de un mecanismo que depende de ATM (Doksani et al., 2009). Por su parte, DNA-PK también

se activa en respuesta a DSBs y, junto con los efectores Ku70 y Ku80, promueve la reparacién por NHEJ.
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Figura 119: Mecanismos de activacion de ATR y ATM y su rol en la coordinacién de la DDR. (Izquierda) En respuesta al
dafio al ADN, el desacoplamiento en el replisoma entre la helicasa y las ADN polimerasas genera el arresto de la
horquilla de replicacién y la concomitante exposicion de ssDNA, que es recubierto por la proteina RPA. ATR y ATRIP
son reclutados al complejo ssDNA-RPA vy, gracias a la accion concertada del complejo Rad9-Hus1-Rad1 (9-1-1) y
TOPBP1, ATR se activa. Esto lleva a su autofosforilacién en el residuo T1989, asi como la fosforilacion de diversos
factores rio abajo, siendo las fosforilaciones de CHK1 en el residuo S317 y S345 los mds estudiados. La activacidn de
ATR y CHK1 induce la estabilizacidn de las horquillas de replicacién arrestadas, la inhibicién del disparo de origenes de
replicacidn inactivos, el arresto del ciclo celular y la reparacion del dafio (no mostrado). (Derecha) En respuesta a la
formacion de DSB, el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) es reclutado a los extremos del ADN. Esto induce la
monomerizacion de ATM, que se autofosforila en el residuo S1981 y se activa, en un proceso que ademas depende
de la fosfatasa PP2A y diversas acetilaciones. La activacién de ATM fosforila diversos factores, siendo CHK2 y p53 los
mas estudiados. Esto induce el arresto del ciclo celular, la remodelacion de la cromatina, la reparacién del dafio por
HR o NHEJ (no mostrado) y la regulacidn de la respuesta transcripcional. Adaptado gentilmente por la Dra. Luciana
Giono a partir de (Awasthi et al., 2016).
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ATM

En ausencia de dafio agudo, ATM se encuentra inactiva formando un homodimero (Bakkenist and Kastan, 2003).
En respuesta a la induccién de DSB, el complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) se une a los extremos romos del
ADN, lo que favorece el reclutamiento de ATM y su autofosforilacién en el residuo Serina 1981 (Lee and Paull,
2005). En consecuencia, el homodimero se disocia y ATM fosforilada y monomérica es capaz de fosforilar diversos
factores, siendo CHK2, p53 y H2AX los mas estudiados. De esta manera, ATM “marca” la regién circundante al
DSBs, facilitando el reclutamiento de factores necesarios para la reparacidn por recombinacién homaloga (HR)
o no homologa (NHEJ). La decisidn de reparar por HR o NHEJ depende de varios factores, incluido el estadio del
ciclo celular, dado que la reparacion por HR requiere una cromatide hermana, que se encuentra disponible
durante la fase S (dependiendo del avance de la replicacion), la fase G2, y la fase M del ciclo celular. Por su parte,
la reparacion por NHEJ esta disponible en cualquier fase del ciclo. Otro aspecto clave es un proceso conocido
como DNA end resection, en el que el complejo MRN cumple un rol fundamental. Un requisito necesario para la
reparacion por HR es la presencia de overhangs 3’ de ssDNA. Dado que los extremos en un DSB son romos, las
actividades endonucleasa y exonucleasa del complejo MRN llevan a cabo el DNA end resection y promueven la
formacion de ssDNA a partir del DSB, favoreciendo el reclutamiento del factor RAD51, que asiste en la invasion
de la cromatide hermanay la reparacion por HR. Si el proceso de DNA end resection se ve impedido, la reparacion

ocurre principalmente por NHEJ (Qiu and Huang, 2021).

La activacién de ATM en respuesta a DSBs no solo cumple un papel esencial en la sefializacidn y reparacion del
dafio, sino que también tiene un rol central en el control de la expresidn génica. ATM fosforila y estabiliza el
factor de transcripcion p53, induciendo la expresidn de genes asociados al arresto del ciclo celular, la reparacion
del ADN vy la apoptosis (Matsuoka et al., 2007, 1998). Ademas, la activaciéon de ATM induce la remodelacién de
la cromatina y genera la formacion de hibridos ADN:ARN (R-loops) lo cual, presumiblemente, facilita el
reconocimiento del dafio (Shiloh and Ziv, 2013). Finalmente, ha sido propuesto que en respuesta al UV,yno a la
induccion de DSB, ATM es activada por un mecanismo no-candnico, afectando el spliceosoma 'y, por lo tanto, los

patrones de splicing y splicing alternativo (Tresini et al., 2015).

En conjunto, estos mecanismos demuestran que ATM no solo actia como un sensor del dafio en el ADN, sino
gue también desempefia un papel activo en la regulacion de la expresion génica mediante la modulacién del
procesamiento del ARN, el control de la dindmica transcripcional y la activacion de vias dependientes de p53 que

contribuyen a preservar la estabilidad gendmica y la homeostasis celular.
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ATR

A diferencia de ATM, ATR se activa en respuesta a un rango mas amplio de lesiones en el ADN, dado que su
activacion depende de la exposicion de regiones de ssDNA. En particular, la presencia de lesiones en el ADN que
impiden el avance normal de ADN Polimerasas replicativas generan el arresto de las horquillas de replicacion,
con la concomitante exposicion de grandes regiones de ssDNA. Estas regiones de ssDNA son recubiertas por la
proteina RPA, que estabiliza las hebras expuestas y funciona como una plataforma para el reclutamiento de ATR
a través de su subunidad ATRIP (Zou and Elledge, 2003). Sin embargo, el reclutamiento de ATR por si solo no es
suficiente para su activacion completa, ya que este proceso requiere ademds de proteinas co-activadoras como
TOPBP1. En este sentido, el complejo heterotrimérico RAD9-RAD1-HUS1 (911), reconoce especificamente el
extremo 5’ de las junturas entre ssDNA y dsDNA, y facilita la interaccidon entre TOPBP1 y ATR, estimulando su

activacion (Delacroix et al., 2007).

Una vez activado, ATR se autofosforila en el residuo Treonina 1989 (Nam et al., 2011) y fosforila diversos efectores
rio abajo, siendo CHK1 el mas estudiado. La fosforilacién de CHK1 promueve la inactivacion de la fosfatasa CDC25,
cuya principal funcion es estimular la actividad de complejos Ciclina-CDK. Al inactivar CDC25, se impide la
activacion de estos complejos y se bloquea la progresién desde la fase S hacia la fase G2/M del ciclo celular
(Cimprich and Cortez, 2008). Este arresto transitorio del ciclo celular le otorga a la célula el tiempo necesario
para promover la reparacién del dafio, dado que, si las horquillas de replicacion no son estabilizadas y el dafo
reparado, aumenta la probabilidad de que se formen DSB y la situacidn sea ain mds grave (Williams and Zhang,
2021). Por otra parte, la activacion de origenes de replicacion a lo largo del genoma esta estrictamente regulada
y ocurre de manera ordenada en el tiempo y el espacio. Asi, la activaciéon de ATR y CHK1 inhibe el disparo de
origenes de replicacién gracias a la inactivacion de factores necesarios para la replicacién, como el complejo
Ciclina A-CDK1 y CDC45. En particular, CDC45 forma parte de la helicasa CMG (CDC45-MCM-GINS), que estimula
la apertura de la doble hebra del ADN y el inicio de la sintesis de ADN en la horquilla de replicacién. Al regular
negativamente la actividad de estos factores, ATR y CHK1 limitan la densidad de horquillas de replicacién activas

en el genoma dafiado (Saldivar et al., 2017).

Ademas de inducir el arresto del ciclo celular y prevenir el disparo de nuevos origenes de replicacidn, la activacion
de ATR cumple un rol fundamental en la estabilizacidn de horquillas de replicacion arrestadas. En la horquilla de
replicacién, una helicasa desnaturaliza el ADN mientras ADN Polimerasas sintetizan nuevas hebras

complementarias. En presencia de una lesién en el ADN, la helicasa no reconoce el dafio y continda la
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desnaturalizacién del ADN, mientras que, por el contrario, las ADN Polimerasas no son capaces de sortear el
dafio, lo que favorece el desacoplamiento entre la helicasa y las ADN Polimerasas. Esta situacion aumenta la
cantidad de ssDNA expuesto, favoreciendo el arresto de la horquilla de replicacion. Dado que esta situacion
puede llevar a la formacion de DSBs, ATR cumple un rol fundamental al reclutar diversos factores que previenen
el colapso de la horquilla arrestada. Uno de los mecanismos mas conocidos que estabilizan la horquilla de
replicacién arrestada es el Fork reversal o regresién de la horquilla, en el que las hebras de ADN recién
sintetizadas se aparean entre si, disminuyendo la exposicién de ssDNA y la posibilidad de generar DSBs. De esta
manera, ATR regula la actividad de diversos factores, como la translocasa de ADN SMARCAL1 y helicasas como
BLM, que participan en el equilibrio necesario entre la regresion de la horquilla y su resolucidn, estabilizando la

horquilla arrestada y permitiendo reanudar la replicacién una vez que el dafio es reparado (Saldivar et al., 2017).

Ademas de prevenir el colapso de la horquilla de replicacidn, ATR estimula la reparacion del dafio al ADN. Por un
lado, la regresion de la horquilla de replicacidn arrestada estimula el reclutamiento de factores de HR, como
RAD51. Ademads, ATR también estimula la reparacidn por el sistema NER. La proteina RPA que recubre el ssDNA
expuesto en horquillas de replicacién arrestada, también se une al ssDNA expuesto como intermediario del
proceso de reparacion por el sistema NER y estimula la activacion de ATR en células arrestadas en G1 (Hanasoge
and Ljungman, 2007; Kemp, 2017; Matsumoto et al., 2007, 2007; Ray et al., 2016). A su vez, en respuesta al UV,
ATR fosforila al factor XPA y previene su degradacion en el proteasoma (Lee et al., 2014). Si bien se creyé durante
muchos afios que XPA era de localizacién exclusivamente nuclear (Musich et al., 2017), ha sido demostrado que
XPA puede encontrarse en el citoplasma, y en respuesta a la irradiacién con UV, ATR también promueve la
traslocacién nuclear de XPA, estimulando la reparacion por el sistema NER (Wu et al., 2007). De esta manera,
resulta evidente que ATR es un factor clave en la DDR, dado que reconoce el dano, sefializa su presencia y

promueve la reparacion.

Ademas de estabilizar las horquillas de replicacién arrestadas, ATR estimula su reinicio a través de diversos
mecanismos que pueden implicar el reprming mediado por PrimPol (una primasa y ADN polimerasa), el bypass
de la lesidn a través de TLS, el template-switching, o la Recombinacion Homéloga. Si la horquilla colapsa y se
generan DSB, los mecanismos de Recombinacién Homdloga pueden a su vez facilitar el reinicio de la replicacion.
Aungque no esta claro el rol de ATR en la regulacion especifica de PrimPol, se ha demostrado que ATR fosforila a
las polimerasas de translesion REV1 y Pol n, lo que sugiere que promueve el bypass de la lesién. Si bien la
estimulacién del fork reversal y la regulacion de la remodelacién de la cromatina adn son objeto de estudio,

existe un consenso sobre el rol anti-apoptotico de ATR dado que previene el colapso de las horquillas de
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replicacidn arrestadas durante la fase S y de esta manera disminuye la inestabilidad gendmica asociada al estrés

replicativo (Saldivar et al., 2017).

Ademas de su rol anti-apoptoético durante la fase S del ciclo celular, roles no candnicos de ATR fuera del nucleo
celular apoyan este rol anti-apoptdtico. Diversos estudios realizados en los Ultimos afios demostraron que ATR
puede localizarse en la mitocondria, donde su conformacion estructural influye en la decision entre
supervivencia o apoptosis. Gracias a la presencia de la Prolina 429 en su secuencia primaria, ATR puede
encontrarse en una conformacion cis o trans (Benjamin A. Hilton et al.,, 2015). En respuesta al UV, ATR se
estabiliza en su conformacion cis, en la cual se expone un dominio BH3 en su region N-terminal, capaz de
interactuar con tBid en la mitocondria. Esta interaccién previene que tBid active la oligomerizacion de Bax-Bak,
necesaria para la formacion de poros en la membrana externa mitocondrial, la consecuente liberacion del
citocromo C al citoplasma y la formacién del apoptosoma, eventos necesarios para la activacidon de caspasas
efectoras de la apoptosis (Makinwa et al., 2020). De esta manera, sumado a su funcidn nuclear, ATR cumple un
rol fundamental en la regulacion del destino celular en la mitocondria, previniendo la activacion de la apoptosis

y favoreciendo la reparacion del dafio (Biswas et al., 2022).

Rol de ATR en la regulacién transcripcional y la apoptosis

En funcidn de los resultados revisados en este capitulo, resulta claro que ATR tiene un marcado rol anti-
apoptdtico en células en activa division. En consecuencia, la inhibicién de ATR en células en fase S favorece la
muerte celular debido al colapso de las horquillas de replicacion. Sin embargo, el laboratorio del Dr. Aziz Sancar
demostroé que la inhibicidn de ATR en células arrestadas en G1 induce, por mecanismos desconocidos, el efecto
opuesto en cuanto a la sobrevida celular (Kemp and Sancar, 2016). De esta manera, el rol de ATR resulta
paraddjico: En células en fase S tiene un rol anti-apoptético, mientras que en células arrestadas en G1 posee un
rol pro-apoptatico. Asi, las funciones de ATR no se encuentran limitadas a la fase S, dado que ATR puede activarse
durante todo el ciclo celular mediante el ssDNA expuesto durante la reparacién del dafio por el sistema NER
(Kemp, 2017; Vrouwe et al., 2011). En este sentido, resultados publicados por nuestro grupo de investigacion
demostraron que la activacion de ATR por el sistema NER controla el estado de fosforilacion de la RNAPII y
modula la expresion génica (Mufioz et al., 2017). A su vez, ha sido ampliamente demostrado que la expresion
génica en respuesta al dafio al ADN es pro-apoptoética (Mufioz et al., 2017, 2009). De esta manera, es presumible
gue ATR favorezca la muerta celular en células arrestadas en G1 a través del control de la actividad de la RNAPII

y, por lo tanto, de manera independiente de la replicacion (Figura 120). En esta tesis de doctorado, abordaremos
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los mecanismos a través de los cuales ATR modula la actividad de la RNAPIl en células arrestadas en G1,

regulando de esa manera la respuesta transcripcional a la irradiacion UV.
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Figura 120: Activacidn de ATR a través del sistema NER y su rol en la regulacién de la expresion génica. En respuesta al
dafio al ADN, la reparacion a través del sistema NER expone ssDNA capaz de activar a ATR. A su vez, la activacién de
ATR regula el estado de fosforilaciéon del CTD de la RNAPIIl y de esta manera modula la respuesta transcripcional,
induciendo una disminucién en la tasa de elongacién de la RNAPII y en consecuencia la expresidon de isoformas de
splicing pro-apoptéticas. Se desconoce el mecanismo a través del cual ATR modula la actividad de la RNAPII. Adaptado
de (Cambindo Botto et al., 2018).
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Objetivos

Objetivo general:

Comprender los mecanismos subyacentes y las implicancias fisioldgicas de la respuesta transcripcional ante el

dano al ADN inducido por luz ultravioleta.

Objetivos especificos:

1. Describir los mecanismos que controlan los niveles de RPB1 en respuesta al dafio al ADN y su impacto en la

represion global de la transcripcion.

a. Estudiar el rol de TC-NER en la degradacion de RPB1 a tiempos cortos post-UV.

b. Estudiar el rol de GG-NER en la degradacién de RPB1 a tiempos largos post-UV.

c. Caracterizar la degradacion de RPB1 estimulada de manera independiente de la transcripcion.
d. Describir el rol de complejos E3 ligasa en la degradacion de RPB1.

e. Investigar el impacto fisioldgico de la degradacion de RPB1 en la respuesta transcripcional al UV.

2. Investigar el rol de la quinasa ATR en la regulacion de la actividad de la RNAPII y su rol en la induccién de

patrones de expresidn génica especificos de respuesta al dafio.

a. ldentificar factores fosforilados por ATR en células arrestadas en G1 a través de una estrategia
experimental de protedmica cuantitativa: SILAC-Proteomics

b. Identificar factores fosforilados por ATR en células arrestadas en G1 a través de una estrategia
experimental de protedmica cualitativa: Shotgun-Proteomics

c. Evaluar el rol del sistema NER en la activacién de ATR en células arrestadas en G1.

d. Caracterizar el rol de ATR en la regulacidn de la expresion génica a través del analisis por RT-gPCR y

ensayos de secuenciacion.
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Resultados

Seccién 1: Rol del sistema NER en la degradacion de RPB1 en respuesta al

dano al ADN

Debido a la gran cantidad de factores que intervienen en el reconocimiento y la reparacion del dafio en el ADN
por el sistema NER, recomendamos al lector que tenga a mano la representacion esquemadtica de este mecanismo

para facilitar la comprension de esta seccion de resultados (Figura 114).

La luz UV constituye uno de los principales agentes genotoxicos a los que se enfrentan los seres vivos de forma
cotidiana. La irradiacion de ADN con luz UV genera lesiones, como los CPDs y los 6-4PPs, que amenazan la
integridad del genoma y comprometen procesos como la transcripciony la replicacién. Para contrarrestar el dafio
en el ADN inducido por luz UV, los seres humanos contamos con el sistema de Reparacion por Escision de
Nucledtidos (NER), que remueve de manera eficiente las lesiones. Mas alla de su rol en la reparacién del genoma,
el sistema NER también participa en el control de la maquinaria transcripcional a través de la degradacion de
RPB1, la subunidad mayor y catalitica de RNAPII. Si bien el “modelo del ultimo recurso” postula que sdlo los
complejos de RNAPII estancados en una lesidon son marcados para su degradacion, en esta seccidn estudiamos
distintos mecanismos que modulan la degradacién global de RPB1, expandiendo a su vez el rol del sistema NER

en la regulacion transcripcional ante el dafio en el ADN inducido por la luz UV.

Establecimiento del modelo de estudio

La piel humana es la primera barrera entre el interior y el exterior de nuestro cuerpo, y por lo tanto esta
constantemente expuesta al UV. En particular, la epidermis es la capa externa y se compone de varias capas
estratificadas de queratinocitos, incluida una capa basal replicativa y varias capas suprabasales no replicativas,
por lo que los queratinocitos representan el tipo celular mas comun de la piel. En consecuencia, decidimos
utilizar una linea celular inmortalizada derivada de queratinocitos humanos, denominada HaCaT (Boukamp et

al., 1988), para comprender el rol del sistema NER en la degradacion de RPB1.
El sistema NER se encarga de reparar el dafio en el ADN durante todo el ciclo celular. Sin embargo, durante la

fase S, el dafio en el ADN genera conflictos entre ADN Polimerasas y ARN Polimerasas, lo que dificulta el estudio

especifico del sistema NER (Hamperl et al., 2017; Helmrich et al., 2013; Lalonde et al., 2021; Lloyd et al., 2021).
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Por lo tanto, nuestro objetivo inicial fue generar una condicion experimental que minimizara la activacién de vias
asociadas al estrés replicativo y nos permitiera analizar de manera especifica el rol del sistema NER en la
degradacién de RPB1 ante la irradiacion con UV. Para ello, decidimos valernos de protocolos publicados que
indican que las células HaCaT se arrestan en la fase G1 del ciclo celular cuando se encuentran a alta confluencia
y son crecidas en condiciones de bajo Suero Fetal Bovino (FBS), que se utiliza para su mantenimiento en cultivo
(Kemp and Sancar, 2016). De esta manera, se plaquearon células a un 100% de confluencia y se cultivaron en FBS
0,5 % durante 48 horas. Luego, las células fueron cosechadas y tefiidas con yoduro de propidio (PI) para el analisis
por citometria de flujo de la cantidad de ADN. En la Figura R1, se observa que las células privadas de FBS exhiben
un pronunciado arresto del ciclo celular en G1, en concordancia con los protocolos publicados. Por una cuestion
de practicidad, en esta tesis nos referiremos a esta condicién experimental como “células privadas de FBS”, si

bien 0,5% FBS no implica una privacion total del FBS.
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Figura R1. Células HaCaT WT se arrestan en la fase G1 del ciclo celular cuando son privadas de FBS: Células HaCaT
WT fueron incubadas en condiciones normales (10% FBS) o plaqueadas el 100% de confluencia y privadas de Suero
Fetal Bovino (0,5% FBS) durante 48 horas. Las células fueron cosechadas, fijadas y tefiidas con ioduro de propidio (PI)
para el andlisis por citometria de flujo del contenido de ADN. Se muestran los histogramas del ciclo celular y el
porcentaje de células en cada fase del ciclo. El experimento se repitid dos veces, y se muestra un experimento
representativo. Células HaCaT se arrestan en G1 cuando son cultivadas a alta confluencia y privadas de FBS durante
48 h.

A continuacidn, decidimos comprobar que células HaCaT arrestadas en G1 conservan la respuesta esperada al
UV en términos de degradacidn y fosforilaciéon de RPB1. Tal como se describid en la introduccién de esta tesis,
complejos de RNAPII transcripcionalmente activos que se encuentran con una lesién en el ADN constituyen el

primer paso en el reconocimiento del dafio por el sistema TC-NER, lo cual gatilla la reparacion de las lesiones y
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la degradacién de RPB1 en el proteasoma. De esta manera, pre-incubamos células arrestadas en G1 con el
inhibidor del proteasoma MG-132 durante 1 hora, irradiamos con distintas dosis de UV y cosechamos 3 horas
mas tarde en buffer Laemmli 2X. El analisis de los niveles de RPB1 en respuesta al UV se realizé por western blot
(WB) utilizando anticuerpos especificos que reconocen el extremo N-terminal. En la Figura R2 se observan los
dos efectos esperados al realizar un WB contra RPB1 en células irradiadas con UV. Por un lado, un aumento de
la banda que corresponde a la isoforma fosforilada de RPB1 (RNAPIIo o llo) y, en simultaneo, una disminucion
de la isoforma no fosforilada (RNAPIla o Ila). Este aumento en la relacion llo/lla ha sido histéricamente
interpretado como una “hiper-fosforilacién” de RPB1 en respuesta al UV. Por otro lado, e independientemente
de larelacidn llo/lla, se observa una disminucidn de los niveles totales de RPB1, que contempla ambas isoformas,
lloy lla, y el tratamiento con MG-132 previno la disminucion de los niveles totales de RPB1. Estos resultados
confirman que en células HaCaT arrestadas en G1, el UV induce los efectos esperados 3 horas luego de la
irradiacién: la degradacion de RPB1 en el proteasoma, asi como un aumento en la relacion llo/lla. En
consecuencia, los resultados que se mostraran en esta seccidn fueron obtenidos en células HaCaT arrestadas en

G1.

DMSO MG132
20 40 0 20 40 UV (J/m?)

0
10—
- -
e RPB1 (NTD)
-—

lla—

A ——— Vinculina

1.25 =

p<0,05 n.s.

p<0,05 n.s.

1.00 — o

0.75 =

0.50 =

0.25 =

Abundancia relativa de RPB1

0.00 -

I I I
0 20 40 0 20 40 UV (Um?)

DMSO MG132

Figura R2. Células HaCaT arrestadas en G1 se comportan de manera esperada en términos de fosforilacién y
degradacidon de RBP1 en respuesta al UV: Células HaCaT arrestadas en G1 fueron incubadas con el inhibidor del
proteasoma MG132 (10 uM) durante 1 hora antes de la irradiacion con las dosis indicadas de luz UV. Las células fueron
cosechadas 3 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada mediante western blot utilizando un
anticuerpo contra el dominio N-terminal (NTD) de RPB1 y Vinculina como control de carga. llo y lla indican las formas
fosforiladas y no fosforiladas de RPB1. Se muestran las imagenes de un experimento representativo y la media £ SEM
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de la abundancia de RPB1 relativa a la condicion de 0 J/m2 de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron
calculados por ANOVA de dos vias. Células HaCaT arrestadas en G1 muestran la respuesta esperada 3 horas luego de
la irradiacidon con UV: hiperfosforilacion de RPB1 y su degradacion en el proteasoma.

Generacion y caracterizacion de una linea celular deficiente en el sistema GG-NER

Para comprender los mecanismos que controlan los niveles de RPB1, y considerando que los modelos actuales
de degradacién consideran principalmente moléculas de RPB1 fosforiladas y transcripcionalmente activas,
generamos lineas celulares deficientes en el reconocimiento global del genoma (GG-NER), que sélo pueden
reconocer el dafio a través de RNAPIIs en activa elongacion (TC-NER). Para ello, utilizamos la tecnologia CRISPR-
Cas9 para generar lineas celulares Knockout (KO) para los factores XPC y DDB2, asi como una linea celular doble
KO para ambos factores en simultaneo (dKO XPC-DDB2 o dKO). En la Figura R3 se muestran ensayos de western
blot utilizando anticuerpos especificos contra XPC y DDB2 que confirman el genotipo KO para las tres lineas

celulares.

o
& @%{‘0{90
P L

G = XPC

. . ™ __ | DDB2
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Figura R3. Generacidn de lineas celulares deficientes en el sistema GG-NER: Ensayo de western blot mostrando los
niveles de XPC y DDB2 en células HaCaT WT, DDB2 KO, XPC KO y XPC/DDB2 doble KO (dKO). La tincion de proteinas
totales con Ponceau se muestra como control de carga. El asterisco en el western blot de DDB2 indica una banda no
especifica. Los WB confirman el genotipo de las lineas CRISPR KO generadas.

Para confirmar que la linea celular dKO es deficiente en el sistema de reconocimiento y reparacion por el sistema
GG-NER, realizamos un ensayo de southern blot seguido por la incubacion con anticuerpos especificos que
reconocen el daio en el ADN. En la Figura R4 se observa que los niveles de 6-4PPs disminuyen con el tiempo

luego de la irradiacidn con luz UV en células WT, mientras que en las células dKO los niveles se mantienen
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constantes. Estos resultados confirman que las células dKO son deficientes en el reconocimiento y reparacion

del dafio por el sistema GG-NER.

WT dKO
05 1 4 0,5 1 4 Tiempo post UV (h)
ssDNA
— —— BrEt

Figura R4. Las células dKO son deficientes en la reparacién del dafio en el ADN: Células HaCaT WT y XPC/DDB2 doble
KO (dKO) arrestadas en G1 fueron irradiadas con 10 J/m? de luz UV y cosechadas en los tiempos indicados. EI ADN
gendmico fue purificado y sometido a andlisis mediante southern blot. Las membranas fueron incubadas con
anticuerpos que reconocen fotoproductos pirimidin-pirimidona 6-4 (6-4PPs) y ssDNA. La membrana revelada contra
ssDNA vy la tincidn con bromuro de etidio (BrEt) del ADN total se muestran como control de carga. Este experimento
se repitié al menos dos veces, y se muestra un experimento representativo. Células dkKO XPC-DDB2 son deficientes en
la reparacion del dafio en el ADN.

Por ultimo, analizamos por tincidn con Pl y citometria de flujo la cantidad de ADN en células dKO privadas de FBS
por 48 horas y confirmamos que, al igual que su contraparte WT (Figura R1), las células dKO se arrestan

eficientemente en G1 (Figura R5).
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Figura R5. Las células dKO se arrestan en la fase G1 del ciclo celular cuando son privadas de FBS: Células HaCaT XPC-
DDB2 dKO (dKO) fueron incubadas en condiciones normales (10% FBS) o plaqueadas el 100% de confluencia y privadas
de Suero Fetal Bovino (0,5% FBS) durante 48 horas. Las células fueron cosechadas, fijadas y tefidas con ioduro de
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propidio (Pl) para el analisis por citometria de flujo del contenido de ADN. Se muestran los histogramas del ciclo celular
y el porcentaje de células en cada fase del ciclo. El experimento se repitié dos veces, y se muestra un experimento
representativo. Las células dKO se arrestan en G1 al igual que las células WT.

El sistema TC-NER controla la degradacion de RPB1

Una vez establecida y caracterizada la linea dKO deficiente en el sistema GG-NER, evaluamos la degradacion de
RPB1 en respuesta al UV, para confirmar que son competentes en el sistema TC-NER. Para ello, irradiamos células
WT y dKO con dosis crecientes de UV, cosechamos las células 3 horas mas tarde, y analizamos por ensayos de
western blot los niveles totales de RPB1. En la Figura R6.A se observa una reduccién similar en los niveles totales
de RPB1 en respuesta al UV entre células WT y dKO. Estos resultados sugieren que la linea celular dKO es
competente para TC-NER, que induce la degradacidén de RPB1 3 horas después de irradiar. Para confirmar estos
resultados, incubamos durante 3 horas células con la droga llludin S, un agente alquilante del ADN que genera
una lesién reconocida de manera exclusiva por TC-NER (Jaspers et al., 2002; Olivieri et al., 2020). Al igual que en
respuesta al UV, en la Figura R6.B observamos una reduccion similar en los niveles totales de RPB1 entre células
WT y dKO. Estos resultados confirman que TC-NER induce la degradacion de RPB1 en las primeras horas luego

de irradiar vy, a su vez, sugieren que las células dKO, deficientes en GG-NER, son competentes para TC-NER.
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Figura R6. RPB1 es degradada en células dKO a través del sistema TC-NER a tiempos cortos: (A) Células HaCaT WTy
XPC/DDB2 doble KO (dKO) arrestadas en G1 fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas 3 horas
después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada mediante western blot utilizando anticuerpos contra el dominio
N-terminal (NTD) de RPB1 y Vinculina como control de carga. llo y lla indican las formas fosforiladas y no fosforiladas
de RPB1. Se muestran las imagenes de un experimento representativo y la media + SEM de la abundancia de RPB1
relativa a la condicion de 0 J/m2 de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de
dos vias. (B) Células HaCaT WT y XPC/DDB2 doble KO (dKO) arrestadas en G1 fueron incubadas durante 3 h con las
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dosis indicadas de llludin S. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada de la misma manera que antes. Se muestran
las imagenes de un experimento representativo y la media + SEM de la abundancia de RPB1 relativa a la condicion de
0 J/m2 de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. Células dKO
exhiben los patrones esperados de degradacion de RPB1 mediada por TC-NER a tiempos cortos luego de la irradiacién,
lo cual sugiere que, a pesar de ser deficientes en GG-NER, son competentes en TC-NER.

El sistema GG-NER controla la degradacion de RPB1

El sistema TC-NER le toma aproximadamente 8 horas completar el reconocimiento y la reparacion del dafio en
la mayoria de los genes transcripcionalmente activos al momento de la irradiacion con UV, mientras que el
sistema GG-NER se encuentra activo por periodos de tiempo mas largos (Hu et al., 2017, 2015). En consecuencia,
investigamos si la reparacion mediada por GG-NER podria modular los niveles de RPB1 12 horas después de la
irradiacién con UV. Con este fin, irradiamos células WT y dKO con UV y cosechamos las células 12 horas mas
tarde. En la Figura R7 se observa que las células dKO poseen niveles proteicos mas altos de RPB1 que las WT en
respuesta al UV, sugiriendo, sorprendentemente, que el reconocimiento del dafio mediado por GG-NER cumple

un rol en el control de los niveles de RPB1 a tiempos largos después de la induccién del dafio.
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Figura R7. Células dKO previenen la degradacion de RPB1 a tiempos largos: Células HaCaT WT y XPC/DDB2 doble KO
(dKO) arrestadas en G1 fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas 12 horas después. La
abundancia relativa de RPB1 fue evaluada de la misma manera que antes. Se muestran las imdgenes de un
experimento representativo y la media * SEM de la abundancia de RPB1 relativa a la condicion de 0 J/m2 de dos

68



experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. Las células dKO, deficientes en
GG-NER, previenen la degradacion de RPB1 a tiempos largos después de irradiar.

Para descartar efectos especificos de los clones dKO con los que se realizaron estos experimentos, analizamos
los niveles de RPB1 en células KO para XPC o DDB2 por separado. En la Figura R8.A se observa que, 12 horas
luego de la irradiacién, los clones KO simples para XPC o DDB2 también presentan mayores niveles de RPB1. Al
igual que las células dKO, 3 horas después de la irradiacidon no se observaron diferencias respecto a las células
WT (resultados no mostrados). Ademas, realizamos experimentos de knockdown (KD) a través de la transfeccion
con un siRNA especifico para XPC. En la Figura R8.B se muestra el efecto del siRNA en la disminucién de los
niveles de XPC y en la Figura R8.C se observa que células XPC KD se comportan de la misma manera que las
células XPC KO y dKO. En su conjunto, estos resultados demuestran que el reconocimiento del dafio por el sistema
GG-NER modula, por un mecanismo desconocido, la degradacién de RPB1 a tiempos largos luego de la

irradiacion con UV.
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Figura R8. Deficiencias en el sistema GG-NER previenen la degradacion de RPB1: (A) Células HaCaT WT, XPC/DDB2
doble KO (dKO), XPC KO y DDB2 KO arrestadas en G1 fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas
12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como se hizo anteriormente. Se muestra un
experimento representativo de dos experimentos independientes. (B) Células HaCaT WT fueron transfectadas con
siRNA Control (siCtrl) o siRNA contra XPC (siXPC) y cosechadas 48 horas o 72 horas después. La disminucion inducida
por el siRNA contra XPC fue evaluada mediante western blot utilizando anticuerpos contra XPC y Tubulina como
control de carga. Se muestran imagenes de un experimento representativo. (C) Células HaCaT WT fueron transfectadas
con siCtrl o siXPC. Las células fueron incubadas en FBS 0,5% por 48 h, completando 72 horas luego de la transfeccién.
Finalmente, las células fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas 3 o 12 horas después. La
abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestra un experimento representativo de dos
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experimentos independientes. Distintos genotipos deficientes en GG-NER exhiben la _misma prevencién de la
degradacion de RPB1 que células dKO a tiempos largos después de la irradiacion.

Como ya se menciond, el sistema de reconocimiento por TC-NER se encuentra activo en las primeras horas luego
de lairradiacion, mientras que el sistema GG-NER se encuentra activo por periodos de tiempo mucho mas largos.
Para descartar que 12 horas después de la irradiacidn el sistema TC-NER pueda seguir estando activo, y no
depender exclusivamente de la bibliografia publicada, decidimos analizar la degradacién de RPB1 en células
deficientes para distintos factores de TC-NER. Para ello, transfectamos células WT con siRNAs contra CSA (siCSA)
o CSB (siCSB) (Figura R9.B), y analizamos los niveles de RPB1 3 y 12 horas luego de la irradiacién con UV. En la
Figura R9.A se observa que 3 horas después de la irradiacidn, células transfectadas con siCSA y siCSB presentan
mayores niveles proteicos de RPB1 que células transfectadas con el siRNA control. Estos resultados confirman
gue en las primeras horas luego de la irradiacion el sistema TC-NER se encuentra activo e induce la degradacion
de RPB1. Al analizar los niveles de RPB1 12 horas luego de la irradiacion, observamos que células KD para CSA y
CSB exhiben la misma disminucion en los niveles totales de RPB1 que células transfectadas con el siRNA control.
Estos resultados confirman que a tiempo largo el sistema TC-NER no estd involucrado en el control de la
degradacién de RPB1. Si bien a tiempo corto luego de la irradiacidon no se observa una prevencién total de la
degradacién de RPB1 en células transfectadas con los siRNA contra CSA y CSB, esto se debe presumiblemente a
gue la eficiencia del KD no es del 100%, y por lo tanto el remanente proteico de estos factores puedan reconocer

el dafio e inducir la ubiquitinacién y degradacién de RPB1.
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Figura R9. El sistema TC-NER controla la degradacion de RPB1 a tiempos cortos, pero no a tiempos largos: (A) Células
HaCaT WT fueron transfectadas con si RNA Control (siCtrl) o siRNAs contra CSA (siCSA; izquierda) o CSB (siCSB;
derecha). Las células fueron arrestadas en G1 por privacion de suero durante 48 horas, completando 96 horas luego
de la transfeccién. Finalmente, las células fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas 3 0 12 horas
después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada de la misma manera que antes. Se muestran las imagenes de
un experimento representativo y la media + SEM de la abundancia de RPB1 relativa a la condicién de 0 J/m2 de tres
experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. (B) Células HaCaT WT fueron
transfectadas con siCtrl, siCSA o siCSB y cosechadas 96 horas después. La disminucién inducida por los siRNA
correspondientes fue evaluada mediante western blot utilizando anticuerpos contra CSA, CSB y Vinculina como control
de carga. Se muestran imdgenes de un experimento representativo. Deficiencias en el reconocimiento por TC-NER
previenen la degradacion de RPB1 a tiempos cortos luego de la irradiacion, mientras que no la modulan a tiempos

largos.

Los resultados hasta aqui presentados apoyan un modelo secuencial de control de los niveles de RPB1: a tiempos
cortos TC-NER reconoce el dafio y controla la degradacion de RPB1, mientras que, a tiempos largos, cuando TC-

NER no se encuentra mas activo, el reconocimiento por GG-NER controla la degradacion.

La reparacion por el sistema NER induce la degradacion de RPB1

Para comprender el mecanismo por el cual el sistema GG-NER controla la degradacién de RPB1, utilizamos la

tecnologia CRISPR-Cas9 para generar una linea celular KO para XPA (XPA KO) (Figura R10.A). En estas células, el
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ADN dafiado es reconocido eficientemente por los dos sistemas, se induce la reparacion, pero el proceso no
puede completarse. En la Figura R10.B se observa que, 3 horas luego de la irradiacidn, células XPA KO muestran
una disminucidn similar de los niveles totales de RPB1 que células WT. Dado que el reconocimiento del dafio por
TC-NER induce la ubiquitinacién y degradacién de RPB1 antes de que XPA sea reclutado al complejo de
reparacion, no resulta sorprendente que la degradacidon de RPB1 sea similar entre células WT y XPA KO. En
cambio, 12 horas luego de la irradiacidn, células XPA KO exhiben niveles aiin menores de RPB1 en respuesta al
UV en comparacion con células WT. Estos resultados sugieren que el reconocimiento del dafo por el sistema GG-
NER estimula la reparacidn, lo cual a su vez activa un mecanismo que favorece la ubiquitinacion de RPB1 y su
degradacién. De esta manera, en células XPA KO en que el dafio es reconocido pero la reparacion no se puede

completar, la degradacion de RPB1 se encuentra exacerbada.
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Figura R10. Células deficientes en la reparacion por NER exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos:
(A) Ensayo de western blot mostrando los niveles proteicos de XPA en células HaCaT WT y XPA KO. Se utilizé Vinculina
como control de carga. (B) Células HaCaT XPA KO arrestadas en G1 fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV
y cosechadas 3 o 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestran las
imagenes de un experimento representativo y la media £ SEM de la abundancia de RPB1 relativa a la condicion de 0
J/m2 de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. Células XPA KO,
deficientes en el proceso de reparacion del dafio por el sistema NER, exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos
largos después de irradiar.
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Para confirmar que la disminucidn exacerbada en los niveles de RPB1 en células XPA KO se debe a su degradacién
en el proteasoma, pre-inhibimos células WT y XPA KO con MG132, irradiamos las células y cosechamos 3y 12
horas mas tarde. En la Figura R11.A se observa que la inhibicidn del proteasoma previno la hiperdegradacién de
RPB1 en células XPA KO. Ademas, para descartar efectos especificos del clon XPA KO, transfectamos células WT
con un siRNA contra XPA (Figura R11.B) y observamos resultados similares a los obtenidos con células XPA KO
(Figura R1.C). Estos resultados sugieren que deficiencias en el sistema de reparacion NER generan una hiper-

degradacién de RPB1 en el proteasoma a tiempos largos luego de la irradiacion.
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Figura R11. Células deficientes en la reparacion por NER exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos:
(A) Células HaCaT WT y XPA KO arrestadas en G1 fueron incubadas durante 1 hora con el inhibidor del proteasoma
MG132 (10 uM), luego irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y finalmente cosechadas 12 horas después. La
abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestra un experimento representativo de dos
experimentos independientes. (B) Células HaCaT WT fueron transfectadas con siRNA Control (siCtrl) o contra XPA
(siXPA) y cosechadas 72 h después. El efecto del siRNA fue evaluado mediante western blot utilizando anticuerpos
contra XPA y Vinculina como control de carga. Se muestran imagenes de un experimento representativo. (C) Células
HaCaT WT fueron transfectadas con siCtrl o siXPA. Las células fueron arrestadas en G1 por privacién de suero durante
48 horas, completando 72 horas luego de la transfeccién. Finalmente, las células fueron irradiadas con las dosis
indicadas de UV y cosechadas 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada de la misma manera
gue antes. Se muestra un experimento representativo de dos experimentos independientes. La hiperdegradacién de
RPB1 en células XPA KO se previene en presencia del inhibidor del proteasoma MG132. Ademas, células XPA KD se
comportan igual gue las XPA KO.

Si bien XPA es un conocido factor necesario para la reparaciéon del dafio, el primer paso luego del reconocimiento

es el reclutamiento de TFIIH a la lesion. Por lo tanto, y para descartar funciones especificas de XPA, utilizamos
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espironolactona (SP) (Alekseev et al., 2014), un fdrmaco esteroideo que induce rdpidamente la degradacién en
el proteasoma de la helicasa XPB, parte de TFIIH (Figura R12.A). En consecuencia, en células tratadas con SP,
TFIIH puede reclutarse a la lesion, pero carece de la subunidad XPB. Incubamos células WT con SP durante 1
hora, irradiamos con UV y cosechamos 3 y 12 horas mas tarde. En la Figura R12.B se observa que, 3 horas luego
de la irradiacién con UV, células tratadas con SP exhiben niveles similares de RPB1 respecto a su contraparte
tratada con el vehiculo. En cambio, 12 horas luego de la irradiacion, células tratadas con SP muestran menores
niveles de RPB1 respecto a las WT, con un p-valor de 0,0602 que, si bien no es menor a 0,05, acompafia las
tendencias y los resultados observados a lo largo de esta tesis. Ademas, la inhibicidn del proteasoma con MG-
132 previno esta disminucién (resultados no mostrados). Al igual que lo observado en células XPA KO, estos

experimentos sugieren que deficiencias en el sistema de reparacién generan una hiperdegradacién de RPB1.
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Figura R12. Células deficientes en la reparacion por NER exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos:
(A) Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron incubadas durante 20 o 60 minutos con esprinolactona (SP; 2,5 uM).
El efecto del SP fue evaluado mediante western blot utilizando anticuerpos contra XPB y Vinculina como control de
carga. Se muestran imagenes de un experimento representativo. (B) Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron
incubadas durante 1 hora con espironolactona (SP, 2.5 uM) para inducir la degradacion de XPB. Luego, las células
fueron irradiadas con las dosis indicadas de luz UV y cosechadas 3 0 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1
fue evaluada como antes. Se muestran las imagenes de un experimento representativo y la media + SEM de la
abundancia de RPB1 relativa a la condicion de 0 J/m2 de tres experimentos independientes. Los p-valores fueron
calculados por ANOVA de dos vias. Células depletadas de XPB, deficientes en el proceso de reparacién del dafio por el
sistema NER, exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos después de irradiar.
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Los resultados mostrados hasta este punto sugieren fuertemente que células donde el dafio es reconocido, pero
el proceso de reparacion no se puede completar, presentan una hiper-degradacion de RPB1 en respuesta al UV.
Sin embargo, esto podria deberse a roles especificos tanto de XPA, como de XPB. Por lo tanto, decidimos generar
células deficientes en varios factores del sistema de reparacién NER. Para ello, transfectamos siRNAs contra XPD,
la otra helicasa de TFIIH, y contra las endonucleasas XPF y XPG (Figura R13.A). En la Figura R13.B se muestra que
12 horas después de la irradiacidn, en todas las células en las que el proceso de reparacion se encuentra
impedido, se observa una hiperdegradacion de RPB1. Por ultimo, inhibimos la sintesis de ADN, que es la etapa
final del proceso de reparacion. Para ello decidimos utilizar afidicolina, un inhibidor de ADN polimerasas
(Baranovskiy et al., 2014). En este experimento cobra particular relevancia la utilizacion de células arrestadas en
G1, dado que al inhibir las ADN polimerasas sdlo se esta inhibiendo el ultimo paso del sistema NER, y los
resultados observados no estan asociados al estrés replicativo que induce la afidicolina en células proliferativas.
Por lo tanto, incubamos durante 1 hora con afidicolina, irradiamos las células y cosechamos 3 y 12 horas mas
tarde. En la Figura R12.C se observa que células tratadas con afidicolina muestran menos niveles de RPB1 que
las tratadas con el vehiculo a tiempos largos luego del UV. Por lo tanto, la inhibicion de la sintesis de ADN también

induce la hiperdegradacion de RPB1.
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Figura R13. Células deficientes en la reparacion por NER exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos:
(A) Células HaCaT WT fueron transfectadas con siRNAs dirigidos contra XPA, XPD, XPF y XPG y cosechadas 72 horas
mas tarde. La disminuciéon de cada factor XP fue evaluada mediante western blot utilizando anticuerpos especificos y
Vinculina como control de carga. Se muestran imagenes representativas de un experimento. (B) Células HaCaT WT
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fueron transfectadas con siRNAs contra XPA, XPD, XPF y XPG. Las células fueron arrestadas en G1 por privacién de
suero durante 48 h horas, completando 72 h luego de la transfeccidn. Finalmente, las células fueron irradiadas con las
dosis indicadas de luz UV y cosechadas 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes.
Se muestra un experimento representativo de dos experimentos independientes. (C) Células HaCaT WT arrestadas en
G1 fueron incubadas durante 2 horas con afidicolina (300nM), irradiadas con las dosis indicadas de UV y cosechadas
3 y 12 después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestran las imdgenes de un
experimento representativo y la media + SEM de la abundancia de RPB1 relativa a la condicién de 0 J/m? de dos
experimentos independientes. Impedir |a reparacién del dafio a través del KD de los factores NER XPA, XPD, XPF y XPG,
asi como impedir la sintesis de ADN, induce una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos después de la irradiacion
con UV

En conjunto, estos resultados sugieren que el reconocimiento del dano por el sistema GG-NER estimula la
reparacion, lo cual a su vez activa una cascada de sefializacién que controla los niveles de RPB1. De esta manera,
un menor reconocimiento del dafio implica menor degradacion de RPB1, mientras que un proceso de reparacion

incompleto resulta en niveles exacerbados de degradacidn.

El hecho de que células deficientes en el proceso de reparacién exhiban una hiperdegradacion de RPB1 permite
suponer que la exposicién prolongada de intermediarios de reparacidn mantiene activa la via que induce la
ubiquitinacién y degradacion de RPB1. Dado que este proceso involucra helicasas, endonucleasas y ADN
polimerasas, nos preguntamos si quinasas clasicas de la DDR modulan la degradacion de RPB1 por esta via. Para
ello, pre-inhibimos células HaCaT WT arrestadas en G1 con inhibidores farmacoldgicos contra ATM, ATR y DNA-
PK, irradiamos con UV y cosechamos las células 12 horas después de la irradiacién. En la Figura R14 se observa
gue la inhibicion de las tres quinasas genera la misma disminucidn en los mismos niveles de RPB1 que células
tratadas con vehiculo. Estos resultados descartan un rol prominente de estas quinasas en la modulacién de los

niveles de RPB1.
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Figura R14. Las quinasas de la DDR no modulan la degradacién de RPB1: Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron
incubadas durante 1 h con inhibidores de ATR (VE-822, 1 uM), ATM (KU60019, 3 uM) o DNA-PK (NU7441, 1 uM)
irradiadas con 40 J/m2 y cosechadas 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se
muestra un experimento representativo de dos experimentos independientes. Inhibir las tres guinasas mds estudiadas
de la DDR no previene la degradacion de RPB1 en células WT.
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La degradacion de RPB1 mediada por GG-NER es independiente de la transcripcion y

ocurre in trans respecto a la lesion

Dado que en el sistema GG-NER no hay moléculas de RNAPII involucradas, los resultados presentados hasta aqui
sugieren que el reconocimiento del dafio por GG-NER estimula la reparacion, lo cual a su vez activa una via que
controla la degradacion de RPB1. Por lo tanto, este mecanismo debe ser necesariamente in trans respecto a la
lesién. En consecuencia, cualquier molécula de RPB1 podria ser dirigida para su degradacion por esta via, y no
necesariamente moléculas de RPB1 formando parte de complejos de RNAPII transcripcionalmente activos que
se encuentran con una lesion. Para evaluar el estado transcripcional de las moléculas de RPB1 que son marcadas
para su degradacion, decidimos utilizar el farmaco 5,6-dicloro-1-B-D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB), un pan-
inhibidor de quinasas del CTD de RPB1 que favorece la acumulaciéon de la isoforma no fosforilada, respecto a la
isoforma fosforilada. De esta manera, el tratamiento con DRB previene la fosforilacion de RPB1, inhibiendo asi la
transcripcion (Chodosh et al., 1989). Por lo tanto, pre-inhibimos durante 3 horas con DRB células WT, irradiamos
con UV y cosechamos 12 horas mas tarde. En la Figura R15.A se muestra que en células tratadas con DRB, la
isoforma no fosforilada supera ampliamente a la isoforma fosforilada, y se observa una marcada disminucion de
los niveles de RPB1 luego de la irradiaciéon con UV. Estos resultados sugieren que las moléculas de RPB1 no
fosforiladas y transcripcionalmente inactivas pueden ser dirigidas para su degradacion en el proteasoma. Para
comprender con mayor detalle el rol de la regulacién transcripcional en la degradacién de moléculas de RPB1 no
fosforiladas, utilizamos inhibidores especificos de las dos principales quinasas del CTD involucradas en la
regulacién transcripcional: CDK7 y CDK9. Como se detallé en el Capitulo 1 de la introduccién de esta tesis, CDK7
fosforila el CTD de RPB1 en la Serina 5 y estimula la iniciacidon de la transcripcidn, mientras que CDK9 fosforila
principalmente la Serina 2, y estimula la elongacidn productiva. Pre-inhibimos células WT durante 1 hora con un
inhibidor de CDK7 (THZ1), o con un inhibidor de CDK9 (BAY1251152), y en ambas condiciones observamos
resultados similares a los observados con DRB: una clara reduccidn en los niveles de la isoforma no fosforilada

de RPB1 en respuesta a la exposicidén con UV (Figura R15.B)
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Figura R15. Las moléculas de RPB1 transcripcionalmente inactivas pueden ser dirigidas a la degradacién: (A) Células
HaCaT WT arrestadas en G1 fueron incubadas durante 3 horas con el inhibidor de quinasas DRB (100 uM) y luego
irradiadas con las dosis indicadas de luz UV. Las células fueron cosechadas 12 horas después de la irradiacidn. La
abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestran imagenes de un experimento representativo y la
media + SEM de la abundancia de RPB1 en relacidn con la condicidon de 0 J/m? de tres experimentos independientes.
Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. (B) Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron irradiadas con
40 J/m? de luz UV. Inmediatamente después de la irradiacidn, se afiadié el inhibidor de CDK7 THZ1 (100 nM) o el
inhibidor de CDK9 BAY 1251152 (400 nM), y las células fueron cosechadas 12 horas después. La abundancia relativa
de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestra un experimento representativo de tres experimentos independientes.
Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. La isoforma no fosforilada y transcripcionalmente inactiva de
RPB1 es degradada a tiempos largos luego de la irradiacion con UV.

En conjunto, los resultados presentados en esta seccidn respaldan la hipdtesis de que las moléculas de RPB1
transcripcionalmente inactivas pueden ser dirigidas para su degradacién. En este sentido, la disminucion de la
isoforma de RPB1 no fosforilada en células tratadas con UV se interpretd hasta ahora como una conversion hacia
la isoforma fosforilada, que luego seria degradada. Sin embargo, en vista de los resultados aqui presentados, la

desaparicidn observada de la banda no fosforilada puede ademas reflejar su degradacion.

78



La degradacion de RPB1 mediada por el sistema NER depende de E3 ligasas de la familia
CRL

El hecho de que el sistema GG-NER controle la degradacion de RPB1 de manera independiente de la actividad
transcripcional, en un mecanismo in trans respecto a la lesidn, abre el interrogante respecto a qué complejo E3
Ligasa es activado para inducir la ubiquitinacion de RPB1. En este sentido, diferentes complejos E3 Ligasa de
ubiquitina han sido asociados al sistema de reparacion NER y a la ubiquitinacién de RPB1. La mayoria de estos
complejos forman parte de la familia de E3 Ligasas “Cullin-RING Ligases” (CRL), las cuales comparten la
caracteristica de necesitar la conjugacion de NEDDS a las culinas para su activacién catalitica. Para comprender
el rol de la familia de CRLs en la degradacién de RPB1, utilizamos el inhibidor de la neddilacion MLN4924, que
previene la activacion de toda la familia de CRLs (Soucy et al., 2009). Para ello, pre-inhibimos células WT durante
1 hora con MLN4924, irradiamos con UV y cosechamos luego de 3 y 12 horas. En la Figura R16.A se observa que,
tanto a tiempo corto como a tiempo largo, el tratamiento con MLN4924 previno por completo la degradacion de
RPB1 en respuesta al UV. Ademas, la pre-inhibicién por 1 hora con MLN4924 seguido del agregado de Illudin S
también previno la degradacién de RPB1 mediada especificamente por TC-NER (Figura R16.B). Estos resultados
confirman que E3 ligasas de la familia CRL estan involucradas en la degradacion de RPB1 mediada por TC-NER a
tiempo corto, y sugieren que esta familia esta también involucrada en la degradacion mediada por GG-NER a

tiempo largo.
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Abundancia relativa de RPB1

Figura R16. E3 ligasas de la familia CRL controlan la degradacion de RPB1: (A) Células HaCaT WT arrestadas en G1
fueron incubados durante 1 hora con el inhibidor de neddilaciéon MLN4924 (10 uM) antes de la irradiacion con las
dosis indicadas de luz UV. Las células fueron cosechadas 3 o 12 horas después. La abundancia relativa de RPB1 fue
evaluada como antes. Se muestran imagenes de un experimento representativo y la media £ SEM de la abundancia
de RPB1 en relacidn con la condicidon de 0 J/m? de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados
por ANOVA de dos vias. (B) Células HaCaT arrestadas en G1 fueron incubadas durante 1 hora con el inhibidor de
neddilacion MLN4924 (10 uM) antes de afiadir las dosis indicadas de llludin S. Las células fueron cosechadas 3 h
después. La abundancia relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestran imagenes de un experimento
representativo y la media + SEM de la abundancia de RPB1 en relacidn con la condicién de 0 J/m? de dos experimentos
independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. La inhibicidn de las E3 ligasas de la familia de
CRLs previene la degradacién global de RPB1 tanto a tiempo corto como tiempo largo, asi como la inducida
especificamente por TC-NER en células tratadas con llludin S.

El hecho de que la inhibicién de la familia de CRLs prevenga la degradacion a tiempos largos permite suponer
gue esta familia de E3 ligasas esta involucrada en la degradacion de moléculas de RPB1 transcripcionalmente
inactivas. Por lo tanto, pre-inhibimos células WT con DRB y MLN4924 y observamos una prevencion en la
degradacién de moléculas de RPB1 no fosforiladas 12 horas luego de la irradiacién (Figura R17). Estos resultados
sugieren que la actividad E3 ligasa de la familia de CRLs es responsable del control de la degradacién de RPB1
mediada por el reconocimiento de las lesiones por GG-NER. En conjunto, estos resultados confirman que la
familia de CRLs estd involucrada en la ubiquitinacién global de RPB1, aunque no nos permiten conocer en detalle

los factores que confieren la especificidad al complejo E3 ligasa en cada uno de los escenarios.
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Figura R17. E3 ligasas de la familia CRL controlan la degradaciéon de moléculas de RPB1 transcripcionalmente
inactivas: (A) Células HaCaT arrestadas en G1 fueron incubadas con el inhibidor de neddilacion MLN4924 durante 1
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hora (10 uM), con el inhibidor de quinasas DRB (100 uM) durante 3 horas, o una combinacion de ambos, antes de la
irradiacién con las dosis indicadas de luz UV. Las células fueron cosechadas 3 o 12 horas después. La abundancia
relativa de RPB1 fue evaluada como antes. Se muestran imagenes de un experimento representativo y la media + SEM
de la abundancia de RPB1 en relacién con la condicidn de 0 J/m? de dos experimentos independientes. Los p-valores
fueron calculados por ANOVA de dos vias. La inhibicién de las E3 ligasas de la familia de CRLs previene la degradacién
de moléculas de RPB1 no fosforiladas y transcripcionalmente inactivas.

Regulacion transcripcional en células deficientes en el sistema NER

Ha sido demostrado que en células ddnde RPB1 no puede ser degradada se observa un aumento en la expresién
génica en respuesta al dafio (Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020), y también hemos mostrado en esta tesis que
células deficientes en GG-NER presentan mayores niveles de RPB1 a tiempos largos después de la irradiacion
(Figura R7). Por lo tanto, decidimos analizar los niveles globales de transcripcion en células WT y deficientes en
el reconocimiento por GG-NER. Para ello, irradiamos con luz UV células WT y dKO, y cosechamos las células 12
horas luego de la irradiacion. 15 minutos antes de cosechar las células, marcamos metabdlicamente los
transcriptos nacientes con un pulso del andlogo de uridina 4sU. Luego, purificamos ARN total y unimos covalente
la molécula biotina al 4sU incorporado al ARN naciente durante el pulso de 15 minutos. Finalmente, realizamos
ensayos de dot blot de ARN total y revelamos con estreptadivina acoplada a una molécula fluorescente. Dado
qgue la estreptadivina se une con alta afinidad a la biotina, estos experimentos permiten conocer los niveles
totales de los transcriptos sintetizados durante los 15 minutos previos a cosechar las células. En la Figura R18 se
observa que, en respuesta a la irradiacién con 20 J/m? de UV, células dKO presentan niveles mds altos en la
sintesis total de ARN que las células WT, en el momento en el cual a su vez exhiben mayores niveles de RPB1
(Figuras R7 y R8). Sin embargo, con 40 J/m? de UV se observan los mismos niveles de transcripcion naciente.
Estos resultados sugieren que, en respuesta al dafio al ADN, células deficientes en GG-NER muestran mayores
niveles de RPB1 y, en consecuencia, mayores niveles en la actividad transcripcional de RNAPII. Sin embargo, no
nos permiten descartar el rol de otros factores en la regulacidn transcripcional cuando el daio resulta excesivo,

como es el caso del factor de transcripcién ATF3.
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Figura R18. Los niveles de RPB1 modulan la transcripcion. Células HaCaT WT o XPC-DDB2 dKO (dKO) arrestadas
en G1 fueron irradiadas con las dosis indicadas de UV y cosechadas 12 h después. 15 minutos antes de cosechar,
las células fueron tratadas con un pulso de 15 minutos de 4sU (1 mM) y luego se purificé ARN total. El ARN total
fue biotinilado y sometido a un ensayo de dot blot. La membrana fue incubada con estreptavidina acoplada a un
fluoréforo, revelando el ARN naciente incorporado durante el pulso de 4sU. La tincidn con azul de metileno del
ARN total se muestra como control de carga. Panel izquierdo: membranas de 4sU y azul de metileno de un
experimento. Panel derecho: niveles de incorporacion de 4sU relativos al ARN total. Mayores niveles de RPB1

exhiben un aumento en los niveles totales de transcripcién con 20 J/m?, pero no con 40 J/m?.

Los resultados mostrados en esta seccidon apoyan un modelo secuencial del control de la degradacion de RPB1:
a tiempos cortos por TC-NER, mientras que a tiempos largos por GG-NER. De esta manera, el reconocimiento por
GG-NER estimula la reparacidn del dafio y a su vez activa una cascada de sefializacidon que induce la activacion
de E3 ligasas de la familia de CRLs que promueven la ubiquitinacién y degradacién de RPB1. Esta sefalizacion
debe ser necesariamente in trans, dado que moléculas transcripcionalmente inactivas de RPB1 puedan ser
dirigidas para su degradacion. De esta manera, la degradacion de RPB1 en respuesta al dafio al ADN no es un
paso exclusivamente necesario para la reparacion, sino que constituye un mecanismo involucrado en el control
de la expresidén génica y la respuesta celular ante el dafio al ADN, donde mayor reparacidon implica menores

niveles de RPB1, facilitando la represion global de la transcripcion.
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Seccion 2: Rol de la quinasa ATR en la respuesta transcripcional al daifio al ADN

Tal como se describid en la introduccidn de esta tesis, en respuesta al dafio al ADN se observan cambios globales
en la regulacion transcripcional. En la Seccién 1 de Resultados describimos el rol del sistema NER en la
degradacién de RPB1 y su impacto en la represidon global de la transcripcion. Sin embargo, el dafio al ADN
también genera la induccidn de un programa transcripcional especifico que escapa a esta represion, e involucra
la expresion de genes de respuesta al dafio y la disminucidn global en la tasa de elongacion de RNAPII. Estudios
previos de nuestro laboratorio demostraron que, en células irradiadas con luz UV, la quinasa ATR se activa
mediante el sistema NER, lo cual favorece la hiperfosforilacién de RPB1, reduciendo asi su tasa de elongacion y
modulando la respuesta de splicing alternativo (Mufioz et al., 2017). A la vez, como ha sido demostrado por
nuestro grupo de investigacidn, esta respuesta transcripcional favorece la induccién de isoformas de splicing
alternativo pro-apoptdticas (Mufioz et al., 2009). Si bien durante la fase S del ciclo celular ATR desempefia un
claro rol anti-apoptético dado que previene el colapso de horquillas de replicacion arrestadas, resultados del
laboratorio del Dr. Aziz Sancar mostraron que, en células HaCaT arrestadas en G1, ATR tiene un rol pro-
apoptoético (Kemp and Sancar, 2016). Estos resultados sugieren que la actividad de ATR no se restringe a la
estabilizacion de horquillas de replicacion en fase S, sino que también estd involucrada en la regulacion
transcripcional a lo largo de todo el ciclo celular. En esta seccién de resultados, profundizaremos en los
mecanismos moleculares por los cuales ATR modula la actividad de la RNAPII y la induccidn del programa

transcripcional especifico de respuesta al dafio al ADN que escapa a la represion global de la transcripcion.

La inhibicion de ATR previene la hiperfosforilacion del CTD de RPB1

Tomando como punto de partida los resultados publicados por nuestro grupo que muestran que la inhibicién de
ATR previene la hiperfosforilacion de RPB1 en respuesta al UV (Figura R19, extraida de Mufioz et al., 2017),
decidimos investigar los mecanismos moleculares subyacentes a esta regulacion. La héptada consenso del CTD
de RPB1 esta conformada por los aminoacidos Tirosina-Serina-Prolina-Treonina-Serina-Prolina-Serina (YSPTSPS),
mientras que ATR fosforila Serinas o Treoninas seguidas de Glutamina (SQ/TQ). De esta manera, resulta
improbable que ATR sea una quinasa del CTD de RPB1, dado que esta no posee la secuencia consenso necesaria.
Si bien RPB1 posee 6 sitios SQ/TQ cerca de su extremo amino-terminal, incluso si ATR fosforilara estos residuos,
dificilmente pueden ser responsables de inducir el retraso en la corrida electroforética de la banda llo de RPB1.
En consecuencia, ATR debe modular el estado de fosforilacion del CTD de RPB1 de manera indirecta. Para
identificar los factores fosforilados por ATR encargados de esta modulacidén, realizamos ensayos de

inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos que reconocen la secuencia consenso de ATR en su estado
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fosforilado (p-(SQ/TQ)), seguido por andlisis por espectrometria de masas. Realizamos dos enfoques
experimentales distintos y utilizamos diversos inhibidores de ATR para asi garantizar que los factores
identificados son sustratos de ATR bona fide. Tal como ha sido discutido en la Seccién 1 de Resultados, realizamos
estos experimentos en células arrestadas en G1 para prevenir la activacion de ATR por el estrés replicativo, y

considerar sdlo su activacion mediada por el sistema NER.
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Figura R19, extraida de Muiioz et al., 2017. La inhibicidn de ATR previene la hiperfosforilacion de RPB1 en respuesta
al UV: Se incubaron células HaCaT con el inhibidor de ATR ETP-46464 durante 1 hora, se irradié con 15 J/m? de UV y
se cosechd para el analisis por western blot 3 horas mas tarde. Se observa que la inhibicidn de ATR previene la
hiperfosforilacion de RPB1 en respuesta al UV.

Identificacion de factores fosforilados por ATR a través de protedmica cuantitativa:
SILAC-Proteomics

El primer enfoque experimental que nuestro grupo de investigacion decidid utilizar para la identificacion de
factores fosforilados por ATR consistid en realizar un SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture),
seguido de inmunoprecipitacién con un anticuerpo que reconoce la secuencia consenso de ATR en su estado
fosforilado (p-(SQ/TQ)) y analisis por espectrometria de masas de los factores inmunoprecipitados (SILAC-
Proteomics). Esta estrategia de protedmica permite estudiar de manera cuantitativa cambios en la abundancia

relativa de proteinas entre las distintas condiciones experimentales.

Los resultados publicados que se muestran en la Figura R19 se obtuvieron utilizando ETP-46464, un potente
inhibidor de ATR, pero con baja especificidad, dado que puede presentar efectos pleiotrépicos sobre otras
guinasas de la DDR (Toledo et al., 2011). Por lo tanto, el primer paso fue la puesta a punto del AZ20, un inhibidor
mas reciente y con mayor selectividad hacia ATR (Weber and Ryan, 2015). En respuesta a estrés replicativo, ATR
fosforila diversos factores, siendo CHK1 su sustrato mejor caracterizado, con fosforilaciones reportadas en los
residuos Serina 317 y Serina 345. Sin embargo, estudios previos del laboratorio del Dr. Aziz Sancar demostraron

gue CHK1 no se expresa en células arrestadas en G1 vy, en linea con estos resultados, nuestro grupo fue incapaz
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de detectar CHK1 en células arrestadas en G1 (Kemp and Sancar, 2016). Dado que la falta de expresion de CHK1
en G1 impide su uso como marcador de la actividad de ATR, evaluamos el efecto del inhibidor AZ20 sobre Ia
activacion de ATR en células en activa proliferacion. Para ello, se incubaron células HaCaT WT con AZ20 1uM
durante 1 hora, se irradié con UV y se cosecharon las células 3 horas mas tarde. En la Figura R20 se observa que
la pre-inhibicidn con AZ20 1 uM previene la fosforilacion de CHK1 y los patrones globales de p-(5SQ/TQ), por lo
gue se utilizd esta concentracion de inhibidor para realizar el ensayo SILAC seguido de analisis por espectrometria

de masas en células arrestadas en G1.

0J/m? 20 J/m?

-+ -+ AZ20 (1 pM)
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— p-Ser317 CHK1
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Figura R20. El inhibidor AZ20 previene la activacién de ATR: Células HaCaT WT en activa proliferaciéon fueron
incubadas durante 1 hora con el inhibidor de ATR AZ20 (1 uM), irradiadas con UV (20 J/m?), incubadas luego en
presencia de inhibidor por 3 horas y finalmente cosechadas. Se midieron por western blot los niveles de p-Ser317 de
CHK1, los niveles totales de p-(SQ/TQ) y de actina como control de carga. Se observa que el AZ20 previene la
fosforilacion de CHK1 en su serina 317, asi como una disminucion en los patrones globales de fosforilacion en residuos

sQ/TQ.

Una vez puesta a punto la concentracion de inhibidor, se realizd el ensayo de SILAC seguido de
inmunoprecipitacidon de p-(SQ/TQ) y analisis por espectrometria de masas. La estrategia de SILAC consiste en el
marcado metabdlico de proteinas mediante la incorporacion de aminodcidos esenciales enriquecidos con
isdtopos estables durante el crecimiento celular. De esta manera, las proteinas sintetizadas en cada condicion
experimental presentan una firma isotdpica distintiva Light (L) o Heavy (H), que permite poolear los extractos

proteicos antes de la inmunoprecipitacién y luego analizarlos en un mismo ensayo de espectrometria de masas.
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Este enfoque permite la cuantificacién de la abundancia relativa de proteinas entre muestras de distintas

condiciones, reduciendo la variabilidad técnica y permitiendo detectar cambios sutiles en la abundancia de las

proteinas.

Para conocer los factores fosforilados por ATR en respuesta al UV, se realizaron por simplificado dos experimentos

de SILAC en paralelo. En la Figura R21 se muestra una representacion esquematica del disefio experimento

utilizado:

e SILAC 1: Se compard entre células Control (H) o irradiadas con UV (L). Al realizar la inmunoprecipitacién
con un anticuerpo anti p-(SQ/TQ), este experimento permite identificar proteinas fosforiladas en
residuos SQ/TQ en respuesta al UV.

e SILAC 2: Se compard entre células irradiadas con UV y tratadas con inhibidor de ATR (H), y células
irradiadas con UV pero sin inhibidor de ATR (L). Este experimento permite identificar proteinas cuya

fosforilacidon en residuos SQ/TQ en células irradiadas con UV depende especificamente de ATR.
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H L H
Ctrl uv UV + ATRi

Inmunoprecipitacion
con anticuerpo que
reconoce p-(SQ/TQ)

Espectrometria de masas
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Figura R21: Esquema experimental utilizado para los experimentos de proteémica cuantitativa “SILAC-Proteomics”:
Se representa esquematicamente el disefio experimental utilizado. Para el SILAC1, las células no irradiadas fueron



crecidas con aminoacidos Heavy (H), mientras que las irradiadas con UV con aminoacidos Light (L). Para el SILAC2, las
células irradiadas con UV y tratadas con AZ20 1uM (ATRi), fueron crecidas con aminodcidos Heavy (H), mientras que
las células irradiadas con UV e incubadas con vehiculo (DMSO), fueron crecidas con aminodcidos Light (L). Se utilizé el
mismo extracto proteico de células irradiadas con UV (L), en ambos SILAC, para poder comparar entre ellos. Antes de
realizar lainmunoprecipitacion, los extractos proteicos Hy L de cada SILAC fueron pooleados y finalmente los extractos
inmunoprecipitados sometidos a analisis por espectrometria de masas. Este disefio experimental permite cuantificar
diferencias relativas en la abundancia de las proteinas identificadas entre las condiciones de cada SILAC, asi como
comparar entre ambos experimentos de SILAC.

Para el SILAC1, se establecié un umbral a partir del cual la diferencia H/L resulta significativa, y consideramos
positivas aquellas proteinas con una relacion H/L baja, es decir, que se encuentran enriquecidas en las muestras
tratadas con UV (L), respecto a las Control (H). Ademas, fueron curadas manualmente y consideradas positivas
aquellas proteinas que no fueron identificadas en las células Control, pero si fueron identificadas en las células
irradiadas con UV. Estas proteinas no exhiben una relacidn H/L, y por lo tanto se definen como “ON-OFF”. De

esta manera, se consideraron positivas solo a las proteinas que son fosforiladas en SQ/TQ en respuesta al UV.

De manera analoga, en el SILAC2 se establecidé un umbral a partir del cual la diferencia H/L resulta significativa y
fueron consideradas positivas aquellas proteinas que presentan una relacién H/L baja, es decir, que son mas
abundantes en la condicidén irradiada con UV en ausencia de inhibidor de ATR (L), respecto a irradiadas con UV
en presencia del inhibidor de ATR (H). También fueron consideradas aquellas proteinas “ON-OFF” que no fueron
identificadas en la condicion UV + inhibidor de ATR, pero si fueron identificadas en las células tratadas con UV
en ausencia del inhibidor. De esta manera, se consideraron positivas a las proteinas que “dejan de estar

fosforiladas” en presencia del inhibidor de ATR.

Dado que se utilizd el mismo extracto proteico de células irradiadas con UV (L), es posible comparar las
diferencias en la relacion H/L, asi como la identificacion “ON-OFF”, entre experimentos de SILAC. De esta manera,
el solapamiento entre los factores considerados en el SILAC1 y el SILAC2 permite identificar proteinas fosforiladas
en residuos SQ/TQ en respuesta al UV (SILAC1), cuya fosforilacion depende especificamente de ATR (SILAC2).
Resulta relevante destacar que usar el mismo extracto proteico de células irradiadas con UV vy sin inhibidor de
ATR (L) en los dos SILAC nos permite comparar entre ellos, pero representa una limitacion metodoldgica dado

gue no contamos con una condicion experimental que sea sin UV y con inhibidor de ATR.
De esta manera, los datos de cada SILAC fueron analizados de manera individual y luego solapados, para
identificar exclusivamente los factores enriquecidos en la fraccion UV (L) de ambos experimentos de SILAC en

simultaneo. Los resultados obtenidos, tanto cuantitativamente (relacidon H/L), como cualitativamente (ON-OFF),
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se muestran en la Tabla R1. Se observa que en el SILAC 1 (Ctrl-UV), todos los factores identificados luego del
solapamiento son factores ON-OFF, es decir, que no estaban fosforilados en células sin irradiar, y se fosforilan en
respuesta al UV. Para estos factores fosforilados en respuesta al UV identificados en el SILAC1, en el SILAC 2 se
observa que la inhibicion de ATR previene parcialmente su fosforilacion, dado que la mayoria de estos factores
presenta una disminucién de la relacion H/L, y sélo una porcidon minoritaria muestra ausencia completa en

presencia del inhibidor (ON-FF).

SILAC1 SILAC 2
Nombre del | Relacién H/L | Intensidad L | Intensidad H | Relacién H/L | Intensidad L | Intensidad H 1 2 3
gen normalizada (UV) (Ctrl normalizada | (UV + DMSO) | (UV + AZ20)
ACIN1 ON-OFF 463800000 0 -1,97835 135820000 | 14802000 vV
MED13L ON-OFF 138170000 0 -1,86659 77086000 9550700 v
POP1 ON-OFF 44475000 0 -1,83074 568240000 | 38776000 |/
MED23 ON-OFF 450290000 0 -1,46578 140790000 | 34356000
SENP3 ON-OFF 325870000 0 -1,45052 434000000 | 81045000 v
MED6 ON-OFF 376500000 0 -1,44046 91641000 19771000
PELP1 ON-OFF 71454000 0 -1,37083 144200000 | 39136000 |
NR2F2 ON-OFF 459230000 0 -1,30415 249850000 | 70342000
RBM15 ON-OFF 13788000 0 -1,29917 19556000 3780000 |V v
SMARCC1 ON-OFF 15397000 0 -1,25453 10657000 1187700 v
MED1 ON-OFF 211030000 0 -1,24438 321740000 | 97262000 |V |V
MED14 ON-OFF 190990000 0 -1,19363 72687000 22693000
MED15 ON-OFF 255330000 0 -1,12221 132320000 | 54388000
LAS1L ON-OFF 173980000 0 -1,11344 49952000 8935800 v
MED4 ON-OFF 244900000 0 -1,09271 81433000 | 24673000
NOL9 ON-OFF 247110000 0 -1,05781 53671000 14943000 v
DKC1 ON-OFF 60909000 0 -1,0357 84846000 | 23812000
CDK19 ON-OFF 185260000 0 -1,01045 183730000 | 61674000 v
SAP18 ON-OFF 77180000 0 -0,989306 72813000 23931000
DST ON-OFF 106480000 0 ON-OFF 697890000 0 v
PIK3C2A ON-OFF 13331000 0 ON-OFF 8343700 0
AFF1 ON-OFF 927530 0 ON-OFF 3821700 0
ZFP36L1 ON-OFF 8023000 0 ON-OFF 3665000 0
MAGOH ON-OFF 11076000 0 ON-OFF 2146100 0 v
DCLRE1C ON-OFF 54291000 0 ON-OFF 1771900 0

Tabla R1. Factores identificados por “SILAC-Proteomics”: Se muestran los resultados del andlisis del experimento de
SILAC seguido de protedmica, identificados a partir del solapamiento de los resultados de los SILAC 1y 2. En ambos
experimentos se consideraron aquellos factores que se encuentran enriquecidos en la condicién UV (L). Se observa
que todos los factores identificados en el SILAC1 corresponden a factores “ON-OFF”, ya que no fueron identificados
en el extracto Control (H). En el SILAC2, la mayoria de los factores identificados presenta una relaciéon H/L normalizada
negativa, lo cual indica que se encuentran enriquecidos en el extracto UV + DMSO (L), respecto a UV + AZ20 (H). El
andlisis y filtrado de los datos se describe en Materiales y Métodos, y fue realizado segun (Kidiyoor et al., 2020). Las
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columnas 1, 2 y 3 corresponden a los trabajos ([1]Matsuoka et al., 2007), ([2] Olsen et al., 2010) y ([3] Kidiyoor et al.,
2020) respectivamente, y los ticks negros informan que los genes correspondientes fueron identificados en estos
trabajos, al analizar fosforilaciones en sitios SQ/TQ. Se observa que multiples subunidades del complejo Mediador
(marcadas en negrita) son putativos sustratos de ATR, entre otros factores identificados.

Entre los factores identificados, se destacan multiples subunidades del complejo Mediador (MED1, MED4, MEDS,
MED13L, MED14, MED15, MED23 y CDK19), asi como factores de transcripcion (NR2F2, AFF1), factores
regulatorios asociados al Exon Junction Complex (MAGOH, ACIN1, SAP18), remodeladores de la cromatina
(SMARCC1), entre otros. Estos resultados sugieren que efectivamente ATR esta involucrado en la regulaciéon
transcripcional en respuesta al UV, ya sea a través de la regulacién del inicio de la transcripcidn, la fosforilacion

del complejo Mediador, o a través de la regulacion per se del proceso splicing.

Las tres columnas en la derecha de la Tabla R1 muestran factores identificados a través de ensayos de protedmica
en células proliferativas, que fueron publicados por otros grupos de investigacion y coinciden con los factores
obtenidos por nuestro grupo. Notablemente, entre los factores concurrentes, se encuentran las subunidades del

complejo Mediador MED1 y MED13L.

En la Figura R22 se generd una red de interacciones utilizando la base de datos STRING con los factores
identificados en la Tabla R1 (Szklarczyk et al., 2023). Se observan 4 clusters de interaccion, siendo el cluster
formado por las subunidades identificadas del complejo Mediador el de mayor tamafo. Varias de estas
subunidades no poseen residuos SQ/TQ en su secuencia primaria, por lo que estos resultados sugieren que ATR
fosforila selectivamente algunos de ellos, lo cual facilita a su vez la co-inmunoprecipitacién del resto del complejo

al utilizar anticuerpos anti p-(SQ/TQ).
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Figura R22. Red de interacciones de los factores identificados en la Tabla R1: Se utilizé la base de datos STRING
(Szklarczyk et al., 2023) para realizar una red de interacciones de los factores identificados en el ensayo de SILAC-
Proteomics. Los nodos representan los factores, mientras que las lineas que los conectan representan interacciones
fisicas reportadas, en bases de datos curadas tanto bibliografica como experimentalmente (celeste), o determinadas
puntualmente de manera experimental (rosa). Se observa que las subunidades del complejo Mediador forman un
cluster de interaccion, dado que forman parte del mismo complejo.

Identificacion de factores fosforilados por ATR a través de protedmica cualitativa:

Shotgun-Proteomics

Para validar los resultados obtenidos a través de la protedmica cuantitativa, decidimos realizar un nuevo ensayo
de protedmica, al repetir un esquema experimental similar, pero esta vez realizando un analisis cualitativo de
“Shotgun-Proteomics”, en donde simplemente detectamos factores “ON-OFF”, es decir, que se encuentran en

una condicidn, pero no en otra.

En este ensayo utilizamos los inhibidores de ATR VE-822 y AZD6738, dos compuestos mas modernos y selectivos
hacia ATR en comparacion con el AZ20, que ademas estan siendo utilizados en ensayos clinicos para el
tratamiento del cancer (Weber and Ryan, 2015). Como ya se menciond, dada la falta de expresién de CHK1 en
células arrestadas en G1 analizamos el efecto de los inhibidores en la activacién de ATR utilizando células
proliferativas, y luego utilizamos la concentracion elegida de cada inhibidor en las células arrestadas en G1. Para

ello, incubamos células HaCaT WT con dosis crecientes de cada inhibidor durante 1 hora, irradiamos las células
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y las cosechamos 3 horas mas tarde. En la Figura R23 se muestran ensayos de western blot utilizando anticuerpos
gue reconocen la fosforilacidn en el residuo Serina 345 de CHK1, la fosforilacidn en el residuo Treonina 1989 de
ATR vy los patrones globales de p-(SQ/TQ). Se observa que tanto el VE-822 (5 uM) como el AZD6738 (2 uM)
previenen de manera similar la fosforilacién de CHK1 en su Serina 345 en respuesta al UV, por lo que decidimos
utilizar estas concentraciones en los ensayos posteriores. El compuesto AZD6738 es el inhibidor de ATR mas
moderno de los que hemos utilizado, y su alta especificidad hacia ATR se puede observar dado que, si bien
previene la fosforilacion de CHK1 en su Serina 345, modula parcialmente los patrones globales de p-(SQ/TQ). En
cambio, el compuesto VE-822 exhibe una prevencién mucho mayor de los patrones globales de p-(SQ/TQ). Dado
que los residuos SQ/TQ también son fosforilados por otras quinasas de la DDR, estos resultados confirman la alta
especificidad del compuesto AZD6738 hacia ATR. Por ultimo, resulta relevante destacar que, si bien los
inhibidores previenen la auto-fosforilacién del residuo T1989 de ATR, se observa una fosforilacion basal que
genera que la induccidn en respuesta al UV resulte muy sutil, y por lo tanto no resulte un buen indicador de la

inhibicion de ATR.

VE822 AZD6738
DMSO 10puM  5uM  2uM DMSO  3uM  2uM  1uM
- + - + - + - + - + - + - + - + UV (20 J/m?)
. p-Thr1989 ATR
250 kDa -
50 kDa_ — — p-Ser345 CHK1
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Figura R23. Los inhibidores VE-822 y AZD6738 previenen la activacion de ATR: Células HaCaT WT en activa
proliferacién fueron pre-incubadas durante 1 hora con las concentraciones indicadas de VE-822 y AZD6738, irradiadas
con UV (20 J/m?), incubadas luego en presencia de inhibidor por 3 horas y finalmente cosechadas. Se midieron por
western blot los niveles de CHK1 p-Ser345, los niveles totales de CHK1, los niveles de p-(SQ/TQ), los niveles de ATR p-

91



T1989 y de Vinculina como control de carga. Se observa que los inhibidores VE-822 y AZ6738 previenen la fosforilacidn
de CHK1 en su serina 345, asi como de ATR en su T1989. El inhibidor VE-822 previene cambios en los patrones globales
de p(SQ/TQ), mientras que el inhibidor AZD6738 lo hace parcialmente, confirmando su mayor especificidad por ATR.

Una vez puesta a punto la concentracidon de ambos inhibidores, realizamos el ensayo de protedmica cualitativa.
Para ello, utilizamos el esquema experimental que se muestra mas abajo (Figura R24), que consiste en el pre-
tratamiento durante 1 hora con cada uno de los inhibidores de ATR (VE-822 (5uM) o AZD6738 (2uM)), la
irradiacién con luz UV (20 J/m?) y el cosechado de las células 3 h mas tarde. Los extractos proteicos obtenidos se
utilizaron para realizar ensayos de inmunoprecipitacién con anti-p-(SQ/TQ) y posterior andlisis por

espectrometria de masas.

DMSO VE822 AZD6738
Ctrl uv Ctrl uv Ctrl uv
reeTeT

Inmunoprecipitacion con anticuerpo que reconoce p-(SQ/TQ)

| | l | | l

Espectrometria de masas

|

Identificaciéon de factores “ON-OFF”

Figura R24. Esquema experimental utilizado para los experimentos de proteémica cualitativa “Shotgun-
Proteomics”: Se representa esquemadticamente el disefio experimental utilizado para el ensayo de protedmica
cualitativa. Para la identificacién de factores fosforilados por ATR en respuesta al UV, se utilizé un esquema similar al
mostrado en la Figura R22. Células HaCaT WT arrestadas en G1 se pre-incubaron durante 1 hora con AZD6738 (2 uM)
y VE-822 (5uM), irradiadas con 20 J/m? de UV, incubadas luego en presencia de cada inhibidor por 3 horas y finalmente
cosechadas para realizar inmunoprecipitaciones utilizando un anticuerpo que reconoce la secuencia consenso de ATR
fosforilada (p-(SQ/TQ)). Finalmente, los extractos inmunoprecipitados fueron inyectados secuencialmente en un
espectrémetro de masas para la identificacién de los factores obtenidos en cada condicidn experimental.

Al igual que para el experimento de SILAC-Proteomics, consideramos como positivos a aquellos factores
identificados Unicamente en células irradiadas con UV, y no en células sin irradiar o irradiadas en presencia de
los inhibidores de ATR. De esta manera, podemos identificar factores que son fosforilados en SQ/TQ en respuesta

al UV de manera especifica por ATR. Gracias al desarrollo de los métodos de protedmica en los ultimos afios, ya
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no resulta necesario realizar el marcado metabdlico de las proteinas a través de SILAC para poder estimar
cuantitativamente diferencias en la abundancia relativa de las proteinas identificadas en cada condicién. Sin
embargo, dado que el experimento fue realizado por simplificado, sélo podemos ser lo mas restrictivos posibles

en el andlisis, analizando cualitativamente los factores “ON-OFF”.

En la Figura R25.A se listan los factores fosforilados por ATR en respuesta al UV en células arrestadas en G1,
mientras que la Figura R25.B muestra la red de interacciones de los factores identificados. Notablemente, se
observa nuevamente que el cluster de mayor tamafio identificado corresponde a subunidades del complejo
Mediador, por lo que estos resultados apoyan fuertemente el rol de ATR en la fosforilacién de este complejo. Al
igual que en la protedmica cualitativa, muchos de estos factores fueron identificados en ensayos de proteémica
publicados por otros grupos, destacandose nuevamente la subunidad MED1. Remarcamos que no todos los
factores identificados poseen sitios SQ/TQ en su secuencia primaria, por lo que no podemos descartar que ATR
fosforile otras secuencias no candnicas también reconocidas por el anticuerpo anti p-(SQ/TQ), que haya

fosforilaciones indirectas o bien que algunos de estos factores co-inmunoprecipiten.

Por ultimo, es importante destacar que las queratinas son uno de los contaminantes mdas comunes en los ensayos
de espectrometria de masas. Sin embargo, el cluster de queratinas observado en la Figura R25 no debe
confundirse con un contaminante, dado que las HaCaT son derivados de queratinocitos humanos y expresan una
gran cantidad de queratinas que regulan su diferenciacion (Colombo et al., 2017). Las proteinas que se unen
inespecificamente a los anticuerpos o a las beads magnéticas durante la inmunoprecipitacién son luego filtradas
en el andlisis de los datos, por lo que este resultado sugiere que ATR fosforila diversas queratinas en respuesta

al UV, y probablemente cumpla un rol regulatorio del estado de diferenciacién de las HaCaT.
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Factores "ON-OFF"
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Figura R25. Factores identificados por “Shotgun-Proteomics”: (A) Se muestra la lista de factores identificados en el
ensayo de “Shotgun-Proteomics”. Fueron considerados positivos aquellos factores que se identificaron en respuesta
al UV, pero la inhibicion de ATR con los dos inhibidores previno su identificacidon (Factores “ON-OFF”). (B) Red de
interacciones generada a partir de los factores listados en (A). La red de interaccidn se realizé igual que en la Figura
R23. Se identifican multiples subunidades del complejo Mediador (marcadas en negrita) fosforiladas por ATR en

respuesta al UV.

ATR fosforila al complejo Mediador en respuesta al UV

A pesar de que el ensayo de SILAC-Proteomics fue realizado experimentalmente por el director de esta tesis, y el
ensayo de Shotgun-Proteomics por el propio autor, y de que ambos experimentos se llevaron a cabo con cinco
anos de diferencia utilizando un total de tres inhibidores distintos de ATR, los resultados convergen de forma
contundente: ATR fosforila multiples subunidades del complejo Mediador, asi como diversos factores de

transcripcion (Tabla R1, Figura R22, y Figura R25).

A partir de los datos obtenidos en los dos ensayos de protedmica, realizamos el solapamos de los factores
identificados en cada uno de ellos y obtuvimos la lista de factores que se ilustra en la Figura R26. A excepcién de

MEDA4, todos los factores identificados poseen sitios SQ/TQ en su secuencia primaria, lo cual sugiere fuertemente
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gue estos factores son efectivamente fosforilados por ATR. Sin embargo, el hecho de que MED4 sea identificado
a pesar de no poseer sitios SQ/TQ en su secuencia primaria no nos permite descartar que este factor co-
inmunoprecipite con el resto de las subunidades fosforiladas. Como ya discutimos, esto también podria deberse
a que ATR pueda fosforilar otras secuencias en MED4, que también serian reconocidas por el anticuerpo anti p-

(SQ/TQ).

Para comprender en mayor profundidad estos resultados, realizamos un andlisis detallado de la secuencia
aminoacidica de las subunidades identificadas luego del solapamiento de los resultados obtenidos a partir de los
dos ensayos de protedmica. Evaluamos la cantidad de sitios SQ/TQ presentes, la posibilidad de que sean
fosforilados segun el predictor NetPhos3.1 (Blom et al., 1999) y cuantos de estos sitios han sido previamente
identificados en ensayos de inmunoprecipitacion usando anticuerpos p-(SQ/TQ) seguido de espectrometria de
masas segun la base de datos phosphosite.org (Hornbeck et al., 2015). MED1 posee 19 sitios SQ/TQ, de los cuales
15 podrian ser fosforilados, y 13 han sido identificados en otros ensayos. MED14 posee 11 sitios SQ/TQ, de los
cuales 3 podrian ser fosforilados y 1 ha sido reportado. MED23 posee 8 sitios, de los cuales 5 podrian ser
fosforilados y ninguno ha sido identificado previamente. SENP3 posee 6 sitios SQ/TQ, todos podrian ser
fosforilados y ninguno ha sido reportado previamente. Lo mismo ocurre con NR2F2, que posee 7 sitios SQ/TQ,
todos potencialmente fosforilables y ninguno reportado. Como ya mencionamos, MED4 no posee sitios SQ/TQ

€n su secuencia primaria.

MED4

Interacciones fisicas reportadas

@ —© en bases de datos curadas
©—© determinadas experimentalmente

Figura R26. Factores identificados consistentemente en ambos ensayos de protedmica: Red de interacciones
generada de igual manera que en las Figuras R23 y R26.B. Se muestran los factores identificados consistentemente en
ambos ensayos de protedmica: SILAC-Proteomics (Tabla R1 y Figura R23) y Shotgun-Proteomics (Figura R26). Se
observa que las subunidades MED1, MED4, MED14 y MED23 forman una red de interaccién, dado que son
subunidades del complejo Mediador. El factor NR2F2 y la sumoproteasa SENP3 también fueron identificados en los
dos ensayos experimentales. Estos resultados sugieren que ATR fosforila los factores mostrados en respuesta al UV en
células arrestadas en G1.
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ATR fosforila al complejo Mediador: validacion por western blot

Los resultados obtenidos a través de los dos ensayos de protedmica sugieren que ATR fosforila las subunidades
MED1, MED14 y MED23, y potencialmente MEDA4. Si bien existen algunas fosforilaciones reportadas en sitios
SQ/TQ en MEDI1, no existen anticuerpos comerciales que detecten fosforilaciones en estas subunidades del
complejo Mediador. De esta manera, en los trabajos que estudian estas fosforilaciones se utilizan anticuerpos
caseros o disenados a pedido por empresas especializadas. Por lo tanto, para validar los resultados obtenidos en
los ensayos de protedmica, realizamos inmunoprecipitaciones con el anticuerpo p-(SQ/TQ) y detectamos por
western blot la inmunoprecipitacién de las subunidades MED1, MED4 y MED23 del complejo Mediador. Para
ello, pre-incubamos células HaCaT WT arrestadas en G1 con el inhibidor AZD6738 durante 1 hora, irradiamos las
células con UV 20 J/m?y las incubamos por 3 horas mas en presencia del inhibidor de ATR. Finalmente, las células
fueron cosechadas y los extractos proteicos utilizados para realizar inmunoprecipitaciones. En la Figura R27 se
observa que MED1, MED4 y MED23 inmunoprecipitan en respuesta al UV, y esto se ve prevenido en presencia

del inhibidor de ATR.

De esta manera, estos resultados sugieren que ATR modula la respuesta transcripcional en respuesta al UV a
través de la fosforilacion de, al menos, las subunidades MED1 y MED23 del complejo Mediador; mientras que la
subunidad MED4 presumiblemente co-inmunoprecipite consistentemente o sea fosforilada en un sitio no-
candnico. A diferencia de estas subunidades, se observa que la proteina HSP90 no es identificada, y funciona

como control de especificidad de la inmunoprecipitacion y el rol de ATR en la fosforilacion de sitios (SQ/TQ).

A B
Input IP p-(SQ/TQ) IP 1gG
p-(SQITQ)  IgG DMSO AZD6738 DMSO AZD6738 DMSO AZD6738
Input IP Input IP - + - + - + - + - + - + UV (20 J/m?)
250 kDa— * - - -~ MED1
150 kDa
P(SQTQ) 150 kDa— ) MED23
75 kDa—"
37 kDa—| « MED4
100 kDa -]
HSP90

Figura R27. Validacion por western blot de los ensayos de protedmica: (A) Extractos proteicos de células HaCaT WT
arrestadas en G1 fueron utilizados para ensayos de inmunoprecipitacidn con anticuerpos anti p-(SQ/TQ), o 1gG Normal
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(control de isotipo). Los extractos inmunoprecipitados fueron analizados por western blot utilizando el mismo
anticuerpo anti p-(SQ/TQ) para confirmar la inmunoprecipitacion. (B) Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron pre-
incubadas durante 1 hora con AZD6738 2 uM, irradiadas 20 J/m?de UVCy cosechadas 3 horas mas tarde. Se realizé la
inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos anti p-(SQ/TQ) o IgG normal como control y se midié por western blot la
presencia de MED1, MED4, MED23, y HSP90 como control de especificidad. Se observa que los factores MED1, MED4
vy MED23 son inmunoprecipitados con el anticuerpo anti p-(SQ/TQ) en respuesta al UV, y esto es prevenido en
presencia del inhibidor de ATR AZD6738.

El sistema NER estd involucrado en la activacion de ATR vy la fosforilacion del complejo
Mediador

Los resultados hasta aqui presentados muestran que las subunidades MED1, MED4 y MED23 inmunoprecipitan
de manera dependiente de ATR en respuesta al UV. Considerando que durante la reparacion del dafio por el
sistema NER se expone ssDNA, decidimos evaluar el rol de este sistema de reparacion en la activacion de ATR en
ausencia de estrés replicativo. Para ello, repetimos los ensayos de inmunoprecipitacién de p-(SQ/TQ) seguido de
western blot, pero esta vez utilizando células arrestadas en G1 tanto WT como deficientes en el reconocimiento
de lesiones por GG-NER (dKO XPC-DDB2). Al igual que en la Figura R27, en la Figura R28 se observa nuevamente
gue en células WT, MED1, MED4 y MED23 inmunoprecipitan en respuesta al UV y esto es prevenido en presencia
del inhibidor de ATR. En cambio, en células dKO, la inmunoprecipitacion de MED1, MED4 y ME23 se encuentra
prevenida parcialmente en respuesta al UV, y la inhibicién de ATR la previene por completo. Nuestros resultados
confirman que ATR es activada en respuesta al UV, por fuera de fase S, en un mecanismo que depende del sistema
NER y favorece la fosforilacion de subunidades del complejo Mediador. Sin embargo, el hecho de que la
inmunoprecipitacion de estas subunidades del complejo Mediador se prevenga parcialmente en células dKO
XPC/DDB2 no nos permite descartar que otros mecanismos estén involucrados en su activacion. En la Seccién 2
de Discusidn profundizaremos en posibles mecanismos complementarios al sistema NER que pueden activar ATR

en ausencia de estrés replicativo.

Input IP p-(SQ/TQ)
WT dKO WT dKO

DMSO AzZD6738 DMSO AZD6738 DMSO AzD6738 DMSO AZD6738

- + - + - + - + - + - + - + - + UV (20 J/m?)
250 kDa— * S - & - o b4 : = 4 | MED1
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Figura R28. Deficiencias en el sistema GG-NER previenen parcialmente la inmunoprecipitacién dependiente de ATR
de las subunidades MED1, MED4 y MED23 en respuesta al UV: Células HaCaT WT o dKO XPC-DDB2 (dKO) arrestadas
en G1 fueron pre-incubadas durante 1 hora con AZD6738 2 uM, irradiadas con 20J/m? de luz UV y cosechadas 3 horas
mas tarde. Se realizd la inmunoprecipitacién utilizando anticuerpos anti p-(SQ/TQ) y se midié por western blot la
presencia de MED1, MED23 y MEDA4. Se observa que los factores MED1, MED23 y MED4 son inmunoprecipitados con
el anticuerpo anti p-(SQ/TQ) en respuesta al UV en células WT, mientras que en células dKO este efecto esta prevenido
parcialmente. El inhibidor de ATR AZD6738 previene totalmente la inmunoprecipitacion de los factores mencionados
en ambas lineas celulares.

ATR modula la induccién de genes de respuesta a estrés

Hasta aqui, nuestros resultados sugieren que, en respuesta a la irradiacién con UV, ATR fosforila de diversas
subunidades del complejo Mediador, conocido regulador de la expresion génica. Para comprender el impacto de
ATR en la regulacion transcripcional, realizamos un ensayo de secuenciacién global de ARN asociado a la
cromatina utilizando células HaCaT WT arrestadas en G1 e irradiadas tanto en presencia como ausencia del
inhibidor AZD6738. El analisis de ARN asociado a la cromatina nos permite conocer la abundancia de ARNs
nacientes, tanto procesados como no procesados (Nojima et al., 2015). Para ello, pre-incubamos células HaCaT
WT arrestadas en G1 con AZD6738 durante 1 hora, irradiamos las células con 20 J/m?de UV y las cosechamos 3
horas mas tarde para la purificacion, primero de la fraccion cromatinica y luego de los ARNs asociados a ella.
Actualmente nos encontramos analizando los datos globales ya generados, aunque, sin embargo, podemos
comentar de manera preliminar sobre algunos genes individuales. CXCL8 y EGR1 son dos genes de respuesta a
estrés cuya expresidon aumenta en respuesta al UV, mientras que JAG1 es un gen cuya expresion se reprime en
respuesta al UV. Estos genes fueron seleccionados a partir de un analisis bibliografico y nos resultan relevantes
por su regulacion en respuesta al UV, y no necesariamente por el rol que cumple la proteina para la cual codifican.
Ademas del ensayo de secuenciacién, analizamos estos mismos tres genes de manera individual, a través de

ensayos de RT-qPCR, siguiendo el mismo protocolo experimental que para el andlisis global por secuenciacion.
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Figura R29. La inhibicion de ATR aumenta la expresion de genes de respuesta a UV, pero no de genes cuya expresion
se reprime: Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron pre-incubadas con AZD6738 2 uM durante 1 hora, irradiadas
con 20 J/m? de UV y cosechadas 3 horas mas tarde para la purificacién secuencial de cromatina y ARN, con el objetivo
de obtener ARNs asociados a la cromatina. Luego, se realizo la secuenciacién del ARN y las lecturas obtenidas fueron
alineadas al genoma humano de referencia. Se muestra la distribucion de lecturas para los genes de respuesta a estrés
EGR1 y CXCLS, y del gen JAG1, cuya expresion se reprime por UV. El eje Y representa el nUmero de lecturas por millén
de lecturas mapeadas. Se observa que tanto CXCL8 como EGR1 aumentan su expresién en respuesta al UV, y la
inhibicion de ATR exacerba este efecto. En cambio, JAG1 muestra una disminucion de los niveles de ARN en respuesta
al UV, y el inhibidor de ATR nho modula esta respuesta.
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Figura R30. La inhibicion de ATR aumenta la expresion de genes de respuesta a UV, pero no de genes cuya expresion
se reprime: Células HaCaT WT arrestadas en G1 fueron tratadas en las mismas condiciones que en la Figura R29 y
cosechadas para la purificacion de ARN total. Se realizé RT-qPCR para medir los niveles de ARN mensajero maduro de
los genes EGR1, CXCL8 y JAGL. Los niveles de ARN mensajero fueron relativizados al housekeeping U6, medido de la
misma manera. Se muestra la media + el error estandar de la media (SEM) de la abundancia relativa de cada gen a U6
de dos experimentos independientes. Los p-valores fueron calculados por ANOVA de dos vias. Se observa que la
inhibicion de ATR exacerba el efecto del UV en genes de respuesta a estrés, mientras que no modula la expresion del
JAG1, cuya expresion disminuyeen respuesta al UV.

En las Figuras R29 y R30 se observa, a través de dos técnicas independientes, que CXCL8 y EGR1 aumentan su
expresion en respuesta al UV, y la inhibicion de ATR induce un aumento (Figura R30) en la expresién de estos
genes especificamente en respuesta al UV. En cambio, JAG1 disminuye su expresidon en respuesta al UV, y la
inhibicién de ATR no modula este cambio. Estos resultados sugieren que ATR permite la induccion especifica de
genes de respuesta a estrés, pero de manera controlada, evitando una sobre expresion que pueda resultar

deletérea en un contexto de estrés genotoxico.

En esta seccién hemos presentado resultados que demuestran que, en respuesta al dafio en el ADN inducido por
la luz UV, el procesamiento de las lesiones por el sistema NER estimula la activacion de la quinasa ATR, que
fosforila diversas subunidades del complejo Mediador. Si bien no hemos dilucidado el mecanismo subyacente,
estos resultados sugieren que la fosforilacién del Mediador por ATR modula la respuesta transcripcional ante el
dafio en el ADN, previniendo la sobre-expresion de genes de respuesta a estrés. En la Seccién 2 de Discusion,
analizaremos los mecanismos posibles que explican estos resultados, asi como su relevancia en términos del

impacto en la sobrevida celular.
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Discusion
Seccién 1: Rol del sistema NER en la degradacion de RPB1 en respuesta al

dano al ADN

Durante mas de 20 afios se penso que el inico mecanismo posible de degradacion de RPB1 era el llamado “Ultimo
recurso”, en donde la subunidad RPB1 de una RNAPII frenada en una lesidon es degradada para permitir la
reparacion del dano por el sistema NER. Sin embargo, en los ultimos 5 afios fueron publicados decenas de
trabajos que desafian esta vision reducida de una situacién considerablemente mdas compleja. En esta tesis
doctoral identificamos un mecanismo de control de la abundancia de RPB1 que depende de la reparacién por el
sistema NER, y dirige moléculas de RPB1 transcripcionalmente inactivas para su degradacion. En este contexto,
hemos mostrado que la degradacién de RPB1 en respuesta al daiio al ADN no es un paso estrictamente necesario
para la reparacidn, sino que estd involucrada en el control de la actividad de la RNAPII y la expresion génica ante
el dafio al ADN. De esta manera, mayores niveles de dafio en el ADN implican mayores niveles de reparacion y
por lo tanto menores niveles de RPB1, facilitando la represion global de la transcripcion. En esta seccion
discutiremos las implicancias de nuestros resultados, en el marco de la creciente bibliografia que explora la

modulacién de los niveles proteicos de RPB1.

Los niveles de RPB1 son controlados secuencialmente por el sistema NER: a tiempos

cortos por TC-NER y a tiempos largos por GG-NER

La reparacion por el sistema NER regula secuencialmente la degradacién de RPB1. En las primeras horas luego
del dafio en el ADN inducido por la irradiacidon con UV, una RNAPII en activa elongacion que se encuentra con la
lesién representa el primer paso en el reconocimiento del dafo por el sistema TC-NER. Esta situacion favorece
el reclutamiento de factores especificos, como CSA y CSB, que favorecen la ubiquitinacién de la subunidad RPB1
de la RNAPII frenada. Si bien esta ubiquitinacién cumple un rol en la modulacidn de la reparacién, que no fue
evaluado en esta tesis, la ubiquitinacién de RPB1 estimulada por CSB y CSA también favorece la degradacién de
RPB1. De esta manera, en la Figuras R2 y R6 se observa una disminucién en los niveles de RPB1 3 horas luego de
la irradiacion, y esta disminucion es prevenida en presencia del inhibidor del proteasoma MG132 (Figura R2).
Ademas, en la Figura R6.B se observa una disminucidn de los niveles totales de RPB1 en células tratadas con
Illudin S, una agente alquilante del ADN que induce exclusivamente la activacion del sistema TC-NER. Mas aun,

en la Figura R9 se observa que el KD de CSA y CSB previene la degradacidén de RPB1 3 horas luego de la irradiacion.
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De esta manera, a tiempos cortos luego de la irradiacion, el sistema TC-NER es mayormente responsable por la

degradacién de la subunidad RPB1 de la RNAPII frenada en el dafio a través de las subunidades CSA y CSB.

El sistema TC-NER reconoce y repara un gran porcentaje del dafio en la hebra molde de los genes unas 3 horas
luego de la irradiacion (Nakazawa et al., 2020) y 8 horas mas tarde la reparacion es casi total (Hu et al., 2017,
2015). En cambio, el sistema GG-NER reconoce el dafio en el ADN a través de los factores XPC y DDB2 durante
periodos de tiempo mucho mayores, que pueden ser incluso mayores que el tiempo de duplicacién de la célula
(Yurchenko et al., 2023). Para evaluar el rol del sistema GG-NER en la degradacion de RPB1, generamos células
doble KO XPC/DDB2 (Figuras R3 y R4). Utilizando estas células deficientes en el reconocimiento por GG-NER,
observamos que, a tiempos cortos luego de la irradiacidn, la degradacidén de RPB1 es similar a la de células WT
(Figura R6.A). Mas aun, el tratamiento con Illudin S de células dKO XPC/DDB2 exhibe los mismos niveles de
degradacidn que los observados en células WT (Figura R6.B). Estos resultados confirman que, a diferencia de TC-
NER, GG-NER no cumple un rol destacable en la degradacién de RPB1 a tiempos cortos. Sin embargo, a tiempos
mas largos la situacién es completamente diferente. 12 horas luego de la induccidon del dafio, cuando el sistema
TC-NER ya no se encuentra activo, células doble KO XPC/DDB2 exhiben una marcada prevenciéon en la
disminucién de los niveles de RPB1 (Figura R7) y, de la misma manera, tanto los KO individuales de XPC y DDB?2,
como el KD de estos factores, exhiben un comportamiento similar (Figura R8). Si ademas consideramos que el
KD de los factores de TC-NER, CSA y CSB, no tiene un efecto en la degradacion de RPB1 a tiempos largos después
de la irradiacion (Figura R9), estos resultados sugieren fuertemente que el reconocimiento del dafio por el
sistema GG-NER es responsable de la degradacién de RPB1 cuando TC-NER ya no se encuentra activo. De esta
manera, proponemos un modelo secuencial del control de la degradacion de RPB1, en el cual a tiempos cortos
TC-NER es responsable de la degradacién de RPB1, mientras que a tiempos mas largos el sistema GG-NER

continua activo y es responsable de su degradacion.

El proceso de reparacion senaliza la degradaciéon de RPB1

El hecho de que no haya moléculas de RPB1 involucradas en el reconocimiento del dafio por GG-NER, abre el
interrogante respecto a cudl es el mecanismo que sefializa para su degradacion. A través de la utilizacién de
diversas estrategias genéticas y farmacoldgicas, demostramos que el procesamiento del dafio por los factores de
reparacidon comunes a ambas vias de reconocimiento es responsable de esta sefializacién. En la Figura R10y R11
mostramos que células XPA KO y KD exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos luego de la

irradiacién, que depende del proteasoma. De la misma manera, en la Figura R12 mostramos que células en las
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cuales se indujo el KD farmacolégico de XPB, también exhiben una hiperdegradacion de RPB1 a tiempos largos
luego de la irradiacion. Finalmente, en la Figura R13 mostramos que el KD de XPA, XPD, XPF y XPG, asi como la
inhibicidn de la sintesis del ADN a través del tratamiento con afidicolina, induce una hiperdegradacién de RPB1
a tiempos largos luego de la irradiacidon. En consecuencia, proponemos que el proceso de reparacion del dafo
induce la activacion de una cascada de sefializacidn responsable de la degradacion de RPB1. De esta manera, en
células dKO XPC/DDB2 en las que el dafio no es reconocido la degradacién se encuentra prevenida. En cambio,
en células en las que el dafo es reconocido, pero el proceso de reparacion no se puede completar, debe
necesariamente existir una sobre-activacién de la sefial que estimula la degradacion de RPB1, y por eso
observamos una marcada hiperdegradacién en células deficientes para XPA, XPB, XPD, XPF, XPG vy la sintesis de

ADN.

Considerando que el proceso de reparacion contempla helicasas, endonucleasas y la exposicién de ssDNA,
resulta légico pensar que las quinasas de la DDR, ATR, ATM y DNA-PK, podrian ser responsables de sefializar la
degradacién de RPB1. Sin embargo, en la Figura R14 mostramos que la inhibicidn de estas quinasas no previene
la degradacion de RPB1 a tiempos largos luego de la irradiacidn. Si bien no hemos podido dilucidar cual es la
sefial que induce la degradacion de RPB1, es posible hipotetizar una gran diversidad de mecanismos que podrian
ser responsables de sefializar la degradacion de RPB1. Por ejemplo, podria ser posible que la sefial involucre
topoisomerasas que liberan el estrés topoldgico en al ADN asociado al proceso de reparacidon, aunque resulta
improbable pensar que estos mecanismos no involucren a las quinasas de la DDR. Por otro lado, también podria
ser posible que cambios estructurales en TFIIH sean responsables de la sefializacion. Dado que TFIIH se disocia
de su médulo CAK cuando se une al dafio en el ADN, pero este médulo resulta crucial para estimular el inicio de
la transcripcidon, quizas un desbalance en la asociacién de TFIIH al mddulo CAK sea el responsable de la
sefializacidn. Sea cual sea el caso, nuestros resultados sugieren claramente que la exposicion prolongada de
intermediarios de reparacidn, producto de deficiencias en los factores responsables de la reparacién, inducen
una hiperdegradacion de RPB1 en respuesta al dafio al ADN. De esta manera, identificar la sefal resulta
indispensable para dilucidar el mecanismo de manera completa, por lo que resulta un tema relevante para

investigaciones futuras.

Degradacion in cis vs in trans de RPB1

Como ya hemos discutido, nuestros resultados apoyan un modelo en el cual el sistema NER controla

secuencialmente la degradaciéon de RPB1. A tiempos cortos, TC-NER estimula la degradacion in cis de la
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subunidad RPB1 de una RNAPII frenada en una lesién. En cambio, a tiempos mas largos, el reconocimiento del
dafio por el sistema GG-NER estimula la reparacion, lo cual a su vez sefaliza la degradacién de RPB1. Dado que
no hay moléculas de RNAPII involucradas en el reconocimiento por GG-NER, esta degradacidon debe ser

necesariamente in trans respecto a la lesion.

Sin embargo, el sistema TC-NER también estimula la reparacién del dafio, por lo que también deberia estimular
la degradacion de RPB1 in trans. De esta manera, los mecanismos de degradacién de RPB1 dependientes de TC-
NER in cis e in trans podrian co-existir. El hecho de que no observemos hiperdegradacién a tiempo corto en
células deficientes en el proceso de reparacidén, como en células XPA KO (Figura R10), se deba presumiblemente
a que la degradacién in cis por CSA y CSB antecede al proceso de reparacién, y por lo tanto enmascara la
degradacidn in trans sefalizada por la reparacion. En este sentido, resultados de nuestro grupo de investigacion
gue no forman parte de esta tesis doctoral, apoyan este modelo. A través del uso de a-amanitina, una droga que
induce el frenado de la RNAPII en el dafio y provoca el reclutamiento de los factores de TC-NER, asi como gracias
al uso de mutantes de RPB1 resistentes a la degradacién inducida por esta droga, nuestro grupo demostré que
la reparacion del dafio inducida por TC-NER en respuesta al tratamiento con a-amanitina, también estimula la

degradacion in trans de RPB1 (Choudhary et al., en revision).

En este contexto, dos trabajos recientemente publicados demostraron que, en respuesta al dano al ADN, RPB1
es degradada cuando esta pausada en la regidén proximal al promotor, incluso de genes no dafiados, demostrando
gue los niveles de RPB1 también pueden regulados in trans (Bay et al., 2022; Steurer et al., 2022). Sin embargo,
existen diferencias entre nuestros resultados y los mostrados en estos trabajos en términos del estado de
fosforilacion de RPB1, que serdn discutidos mas adelante, y permiten hipotetizar que el escenario es incluso mas

complejo de lo pensado inicialmente.

De esta manera, existe una diferencia sustancial entre la degradacion in cis o una cascada de sefializacion in trans
gue controla los niveles de RPB1. La degradacidn in cis presumiblemente facilite la reparacion de lesiones, como

Ill

plantea el modelo del “lltimo recurso” mientras que, en una cascada de sefalizacion in trans, la degradacion de
RPB1 no esta relacionada con la reparacion, sino con el control general de la respuesta transcripcional ante el
dafio en el ADN. Entonces, es posible que la degradacién in cis e in trans co-existan. La luz ultravioleta, uno de
los agentes citotoxicos mas comunes utilizados en la investigacion, induce diferentes tipos de lesiones que bien
podrian condicionar la via de eleccidon, es decir, la degradacion in cis o in trans. Aparte de los dimeros de

pirimidina, la exposicidon a la luz UV favorece el crosslink entre aminoacidos aromaticos y acidos nucleicos
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(Greenberg, 1979). En este sentido, datos de crio-microscopia electrénica de un complejo de RNAPII en activa
elongaciéon mostraron que dos residuos de fenilalanina y seis de tirosina estan lo suficientemente cerca, a menos
de diez angstroms, de un nucledtido de ADN o ARN (PDB: 8B3D). De esta manera, el crosslink entre los residuos
de RPB1y el ADN o ARN podria representar un escenario en el que se favorezca la degradacién in cis. Mas aun,
resultados recientes demostraron que efectivamente CSA y CSB resuelven el crosslink entre la RNAPII y el ADN

al estimular la ubiquitinacién y degradacion de RPB1 (Carnie et al., 2024; Oka et al., 2024; van Sluis et al., 2024).

Degradacion de moléculas de RPB1 transcripcionalmente inactivas

En relacidn a la actividad transcripcional de la molécula de RPB1 que es degradada en el proteasoma, el marco
conceptual hasta ahora apuntaba hacia moléculas de RPB1 que forman parte de complejos transcripcionalmente
activos de RNAPII. Sin embargo, los resultados mostrados en la Figura R15 y R17 muestran claramente que, en
células tratadas con distintos inhibidores de la transcripcion, las moléculas de RPB1 no fosforiladas (lla), inactivas
desde el punto de vista transcripcional, pueden ser degradadas. Estos resultados no sélo abren nuevos
interrogantes respecto a la regulacién de la expresidn génica en respuesta al UV, sino que confirman que RPB1
puede degradarse in trans respecto a la lesion. Considerando los trabajos mencionados mas arriba, que indican
qgue la RNAPII detenida en la region proximal al promotor puede ser dirigida para su degradacion (Bay et al.,
2022; Steurer et al., 2022), estos resultados podrian interpretarse como la degradacion de moléculas inactivas o
detenidas desde el punto de vista transcripcional, con pocos o ningun nucledtido de ARN sintetizado. Sin
embargo, en estos trabajos las moléculas de RPB1 degradadas en el promotor se encuentran enriquecidas en
Serina 5 fosforilada, en contraste con nuestros resultados que indican que las moléculas no fosforiladas son
dirigidas a su degradacion. Dada la complejidad de las células humanas y la relevancia de la RNAPII en la
homeostasis celular, es esperable que co-existan diferentes mecanismos encargados del control de los niveles

de RPB1, activos en diferentes tipos o estados celulares.

En apoyo a la hipdtesis de degradacién de RPB1 en el promotor, resultados de nuestro grupo de investigacidn
gue no forman parte de esta tesis doctoral demuestran que la degradacion in trans de moléculas no fosforiladas
de RPB1 depende de su unidn a la cromatina. Considerando que el Unico lugar en el cual existen moléculas de
RPB1 no fosforiladas y unidas a la cromatina es inmediatamente después de su asociacién a los promotores,
estos resultados también sugieren que las moléculas transcripcionalmente inactivas de RPB1 son dirigidas para
su degradacién cuando estan asociadas al promotor. Mas aun, dos trabajos recientes demostraron que, en

ausencia de estrés genotoxico, el complejo Integrator previene la transcripcion de complejos de RNAPII
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defectuosos, y deficiencias en este complejo estimulan la degradacién de RPB1 frenada en el promotor,
previniendo el inicio de la transcripcidn (Blears et al., 2024; Cacioppo et al., 2024). De esta manera, estos
resultados sugieren que los promotores son el sitio en el cual se decide el destino de una RNAPII en distintas
condiciones celulares: o comienza a transcribir, o es degradada. Asi, los promotores podrian ser interpretados
no sélo como un sitio de regulacion de la transcripcidn in cis, es decir, del gen que transcriben, sino un centro

regulador global de la expresion génica, a través de la regulacion de la degradacion de RPB1.

Rol de la familia de E3 ligasas CRL en la degradacion de RPB1 dependiente de NER

Una gran diversidad de complejos E3 ligasa han sido asociados a la ubiquitinacién de RPB1 en distintos estados
celulares, muchos de los cuales han sido discutidos en la Introduccién de esta tesis y en (Mufioz et al., 2022). En
su mayoria, se destacan por formar parte de la familia de E3 “Cullin-RING Ligases” (CRL). Las CRL, la familia mas
grande de E3 ligasas, comparten un mismo core estructural, pero usan distintos adaptadores y subunidades que
le confieren especificidad. Ademas, esta familia de E3 ligasas requiere la conjugacion de NEDDS8 para su
activacion catalitica. Utilizando el farmaco MLN4924, un inhibidor del proceso de conjugacion de NEDDS,
nuestros resultados sugieren que la familia de CRL esta efectivamente involucrada en la degradacion de RPB1,
tanto a tiempos cortos, como tiempos largos después de la irradiacion (Figura R16). En este sentido, tanto CRL4A
como CRL4P°®2 forman parte de la familia de CRLs, poseen a la misma Culina 4 en su core proteico, pero se
diferencian en el factor de especificidad. Nuestros resultados confirman el rol de CSA en la degradacion de RPB1,
dado que el KD de CSA previene la degradacion de RPB1 a tiempos cortos luego de la irradiacion (Figura R9). Sin
embargo, el hecho de que no prevenga la degradacion de RPB1 a tiempos largos (Figura R9), descarta este

complejo como responsable de la degradacion mediada por GG-NER.

En este sentido, ha sido recientemente identificado que CSA promueve la poli-ubiquitinacion del residuo K1268
de RPB1 en respuesta al UV a tiempos cortos luego de la irradiacion (Nakazawa et al., 2020; Tufegdzi¢ Vidakovic¢
et al., 2020). La prevencion de la ubiquitinacidn de este residuo en células K1268R, en las que la lisina es mutada
por una arginina no ubiquitinable, previene la degradacién de RPB1. Sin embargo, mientras que la mutacion
K1268R previene la degradacion de RPB1, también previene el reclutamiento de TFIIH al complejo de reparacién
TC-NER, pero genera sélo defectos parciales en el proceso de reparaciéon (Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020).
Sumado al hecho de que distintas ramificaciones de poli-ubiquitina pueden formarse a partir del residuo K48 o
K63 de una ubiquitina conjugada a la K1268 de RPB1 (Nakazawa et al., 2020); asi como que la enzima USP7 que

remueve ubiquitinas es reclutada al complejo TC-NER, estos resultados sugieren que la ubiquitinacion de RPB1
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por CSA cumple un rol central en la regulacion de la reparacion. De esta manera, es probable que distintos pasos
de ubiquitinacién-deubiquitinacién, asi como distintas E3 ligasas, modulen el proceso de reparacidn y a su vez
definan el destino de la RNAPII frenada en el daio. El hecho de que el KD de CSA no prevenga por completo la
degradacién de RPB1 a tiempos cortos (Figura R9), se debe presumiblemente a que la eficiencia del KD no es del
100%, aunque no podemos descartar que efectivamente otros complejos E3 ligasa estén involucrados en la
degradacién a tiempos cortos. En este sentido, la ubiquitinacién de RPB1 por CSA posee un maximo a las 2 horas
luego de la irradiacién, mientras que antes y después esta E3 ligasa no esta involucrada (Tufegdzi¢ Vidakovié et

al., 2020).

A tiempos largos luego de la irradiacién, tanto células dKO XPC-DDB2 como simple KO para DDB2 presentan una
prevencién de la degradacién de RPB1 (Figura R7 y Figura R8), por lo que el complejo CRL4°®2 podria ser
responsable de la ubiquitinacién a tiempos largos. Sin embargo, ha sido demostrado que DDB2 es degradada en
respuesta al dafio al ADN, y esto no depende de su interaccion con el dafio (Luijsterburg et al., 2007), por lo que
resulta improbable que DDB2 sea la E3 ligasa de RPB1. En cambio, es factible pensar que DDB2 esté involucrada
en la regulacion de la degradacién dado su rol en el reconocimiento del dafio en el ADN, y no por ubiquitinar in

trans a RPB1.

El hecho de que, a tiempos largos, defectos en el proceso de reparacién induzcan la hiperdegradacion de RPB1
a (Figuras R10, R11, R12, R13), y el inhibidor MLN4924 prevenga la degradaciéon de RPB1 (Figura R16), sugiere
gue alguna, o algunas, E3 ligasas de la familia de CRL se activan de manera transitoria durante la reparacion del
dafio, y continlian activas hasta que la estructura del ADN es restaurada. En este sentido, ha sido publicado que
los complejos CRL4 se reorganizan dinamicamente en respuesta al UV (Reichermeier et al., 2020), lo que favorece

aun mas la hipdtesis de que distintas E3 ligasas estén involucradas en esta regulacion.

En este sentido, los resultados mostrados en la Figura R17 sugieren que la familia de CRLs es también responsable
de la degradacidon de moléculas no fosforiladas de RPB1, dado que el co-tratamiento con DRB y MLN4924
previene la degradacion de RPB1. En este contexto, ha sido reportado que la E3 ligasa WWP2, que forma parte
de la familia de las CRL, se une preferentemente a moléculas de RPB1 no fosforiladas respecto a fosforiladas en
Serina 5 o Serina 2 (R. Y. Moreno et al., 2023). Ademas, es capaz de inducir la ubiquitinacién de RPB1
independientemente de su estado de fosforilacion (Li et al., 2007) y se activa en respuesta a la formacion de DSB

en el ADN, como mecanismo para inhibir la transcripcidén y promover la recombinacion homadloga (Caron et al.,
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2019). De esta manera, resulta interesante evaluar el rol de WWP2 en la degradacion in trans de moléculas de

RPB1 transcripcionalmente inactivas inducido por la reparacion por el sistema NER.

El sistema NER conecta la reparacion del dafio con la expresion génica: RPB1 como un

factor limitante bajo estrés

La idea de una conexidn entre la reparacién del ADN y la expresidon génica se establecid hace muchos afios,
cuando se hizo evidente que ciertos factores, como TFIIH, juegan roles en ambos procesos. Asi, se concibié la
idea de que factores con roles duales pueden resultar limitantes y de esta manera conectar ambos procesos. En
funcidn de los resultados presentados en esta tesis, proponemos una capa adicional en el acoplamiento entre la
expresion génicay la reparacion del ADN, en la cual la reparacién mediada por NER convierte a RPB1 en un factor
limitante, restringiendo la actividad de RNAPII y, por lo tanto, moldeando la respuesta de expresion génica al

dafio del ADN.

La respuesta celular al dafio en el ADN inducido por UV ha sido objeto de numerosos estudios en los ultimos 50
afios. Por lo tanto, es ampliamente sabido que, inmediatamente después de la irradiacidn UV, la elongacion de
la transcripcidon se ve impedida, considerando que el dafio en el ADN inducido por UV impone un bloqueo fisico
a la elongacion de RNAPII. Sin embargo, luego del bloqueo de la elongacidn, ocurre una inhibicion de la iniciacion
de la transcripcion, que ocurre de manera global e independientemente del bloqueo a la elongacion que impone
el dafio. Si bien este mecanismo resulté una incdgnita durante mucho tiempo, la reciente identificacién de la
ubiquitinaciéon del residuo K1268 de RPB1 en respuesta al UV permitié ampliar el panorama. La prevencion de la
ubiquitinacién de RPB1 en células K1268R previno su degradacidn y, como consecuencia, células K1268R exhiben
elevados niveles transcripcionales tras la irradiacién UV. Esto demuestra que la degradacion de RPB1 es suficiente
para explicar la inhibicion de la iniciacidn de la transcripcidn en respuesta a la irradiacién UV (Tufegdzi¢ Vidakovic
et al., 2020). De esta manera, la degradacion de RPB1 emerge como un importante regulador del apagado global
de la iniciacion de la transcripcidn, proporcionando de esta manera una explicacién respecto al mecanismo que
gobierna este proceso (Tufegdzi¢ Vidakovic et al., 2020). En esta tesis doctoral, demostramos que deficiencias en
el sistema de reconocimiento GG-NER previenen la degradacién de RPB1 a tiempos largos luego de la irradiacion
(Figuras R7 y R8), lo cual ademas genera mayores niveles transcripcionales (Figura R18). Esta observacion permite
complementar los resultados publicados previamente, dado que los niveles de RPB1 no sélo controlan el
apagado inicial de la transcripcion, sino que ademas modulan los niveles transcripcionales de manera global a

tiempos mas largos. De esta manera, la presencia excesiva de dafo en el ADN, reconocida por el sistema GG-

108



NER, previene el reinicio de la transcripcion al inducir la degradacion de RPB1. De todos modos, nuestros
resultados no nos permiten descartar que existan otros mecanismos que también regulan el re-inicio de la

transcripcion, como el mecanismo que involucra a ATF3 y fue discutido extensamente en la Introduccidn.

Un analisis retrospectivo de datos relevantes publicados sugiere que la degradacion de RPB1 dependiente del
proceso de reparacién por NER, que proponemos en esta tesis, podria haber sido pasada por alto. El trabajo
seminal de Ratnery sus colaboradores (Ratner et al., 1998) presentd diversos resultados que sugieren que células
deficientes en NER tienen niveles alterados de RPB1 en respuesta a la irradiacién con UV: i) Los resultados de la
Figura 1 muestran que los fibroblastos mutantes en XPD tienen niveles reducidos de RPB1 en comparacion con
células WT, ii) los resultados de la Figura 6 muestran lo mismo, pero esta vez utilizando fibroblastos mutantes en
XPA y XPG, vy iii) la Figura 6 también muestra que los fibroblastos mutantes en XPC presentan niveles mas altos
de RPB1 que su contraparte WT (ver Ratner et al., 1998). Ademas, el laboratorio del Dr. Aziz Sancar mostré un
aumento en la reparacion de la hebra molde en fibroblastos mutantes en XPC, un resultado que concuerda con
la idea de esta tesis, en el que un contexto deficiente en GG-NER genera mayores niveles de RPB1, favoreciendo
asi la transcripcién (Hu et al., 2015). Por lo tanto, proponemaos que existe un aumento de la actividad de TC-NER
en células deficientes en GG-NER, no solo porque no hay reparacion por GG-NER, sino también debido al
aumento en los niveles de RPB1 en respuesta a cualquier dafio reconocido por NER. En este sentido, células
mutantes en factores clave de reparacidon de NER (XPA, XPB, XPD, XPF y XPG) exhiben menores niveles de RPB1

y por lo tanto menor actividad de TC-NER.

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que los niveles de RPB1 son controlados a través del sistema
NER debido a que modula su degradacion. Sin embargo, si observamos en detalle los resultados presentados en
la Figura R2, la inhibicién del proteasoma no previene por completo la disminucion de los niveles de RPB1. Si
bien en la mayoria de los experimentos controlamos que la disminucidn de los niveles RPB1 fuera producto de
su degradacidn, al realizar controles con MG132, no podemos descartar que la sintesis de RPB1 sea relevante en
la respuesta al dafio al ADN. De hecho, resultados de nuestro grupo de investigacién que no forman parte de
esta tesis doctoral muestran que, en células WT, la expresidén del gen POLR2A, que codifica para RPB1, disminuye
su expresion a tiempos cortos, pero aumenta a tiempos mas largos. Mas aun, la inhibicién de la sintesis de
proteinas gracias al tratamiento con cicloheximida mostré una disminucion aun mayor, si bien sutil, de los niveles
de RPB1, tanto a tiempos cortos como largos. Sorprendentemente, la vida media de RPB1 no ha sido evaluada
en profundidad en ausencia de dafio, pero resulta claro que se degrada rapidamente luego de la irradiacion con

UV. En consecuencia, resulta de gran relevancia evaluar el rol del sistema NER en la regulacidn de la sintesis de
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RPB1 en profundidad. De esta manera, el analisis del estado epigenético y la expresion del gen POLR2A, asi como
el procesamiento del pre-ARNm, la sintesis proteica y su degradacion, deben evaluarse en detalle para

comprender holistica los mecanismos que controlan los niveles de RPB1.

Regulacion de la abundancia de RPB1 y su impacto en patologias humanas

Dada la relevancia de la RNAPII en la expresion génica, es esperable que la abundancia de RPB1 sea crucial para
un correcto funcionamiento celular. De hecho, en un estudio reciente se analizaron variaciones en el nUmero de
copias de los genes humanos y su relacion con la probabilidad de desarrollar enfermedades (Collins et al., 2022).
Para comprender el impacto de los niveles de RPB1 en patologias humanas, utilizamos estos datos para analizar
el efecto de un aumento o disminucion del dosaje génico de POLR2A. Como se muestra en la Figura D1, tanto
duplicaciones como deleciones en el gen POLR2A estan altamente asociadas con la aparicion de enfermedades.
Consistentemente, trabajos previos reportaron que pacientes con carcinoma colorrectal y cancer de préstata
presentan deleciones en heterocigosis de POLR2A (Li et al., 2018), mientras que, por el contrario, pacientes con
leucemia mieloide aguda (LMA) exhiben una sobre-activacién de POLR2A, y en consecuencia niveles elevados
de RPB1. Los niveles elevados de RPB1 en células derivadas de LMA, en comparacion con células hematopoiéticas
normales, desafia la creencia ampliamente aceptada de que RPB1 deberia expresarse en abundancia en la gran
mayoria de las células vivas, bajo el argumento de que es esencial para la transcripcion (Yu et al., 2019). En
conjunto, estos resultados indican que cualquier tipo de alteracion en los niveles de RPB1, y en consecuencia en
los patrones de expresion génica, afecta el normal funcionamiento de las células, y por lo tanto los niveles de
RPB1 deben estar finamente regulados para preservar la homeostasis celular. El hecho de que el sistema NER
reconozca y repare diferentes tipos de lesiones, incluidas algunas derivadas del metabolismo oxidativo como las
ciclopurinas, sugiere que la abundancia de RPB1 podria estar regulada no solo en una respuesta aguda al dafio,
sino también en distintas condiciones patoldgicas. De esta manera, es posible que tejidos de alta demanda
energética de pacientes deficientes en el sistema NER presenten niveles anormales de RPB1 y, en consecuencia,
una desregulacion de la expresidn génica. Por lo tanto, los mecanismos de regulacion de la abundancia de RPB1

resultan altamente relevantes en términos de salud humana.
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Figura D1: Sensibilidad predicha al dosaje génico a resolucidn de gen unico. El eje Y representa la probabilidad
predicha de desarrollar una enfermedad cuando un gen humano (ordenados en el eje X) se encuentra en una sola
copia (lzquierda, haploinsuficiencia) o presenta una copia extra (derecha, triplosensibilidad). POLR2A, el gen que
codifica para RPB1, se muestra en rojo y se encuentra entre los genes que presentan mayor probabilidad de desarrollar
una enfermedad ante variaciones en su nimero de copias. Figura realizada por el Dr. Manuel de la Mata a partir de
los datos publicados en (Collins et al., 2022).

Modelo de control de los niveles de RPB1 por el sistema NER

En funcién de lo discutido hasta aqui, en la Figura D2 proponemos un modelo de control de la degradacion de
RPB1 por el sistema NER. A tiempos cortos después de la induccion del dafio, el reconocimiento de las lesiones
depende principalmente de TC-NER, que induce la degradacidn in cis de la RNAPII frenada en el dafio a través de
CSA. Esta RNAPII (llo) se encuentra fosforilada, dado que forma parte del pool de complejos en activa elongacion.
Luego, a medida que la transcripcion es inhibida y el sistema TC-NER completa la reparacién, GG-NER se encarga
del reconocimiento de la mayoria de las lesiones. Independientemente de como se haya reconocido la lesidn, el
reclutamiento de los factores comunes a ambas vias encargados del procesamiento del dafio estimulan, por un
mecanismo desconocido, la activacidon de E3 ligasas de la familia de CRL. Esto genera la ubiquitinacién y
degradacién, in trans, de moléculas de RPB1 transcripcionalmente inactivas y no fosforiladas (lla). Este
mecanismo de control de la degradacidn resulta fundamental en el control de la expresion génica, dado que los

niveles de RPB1 emergen como uno de los responsables de determinar los niveles transcripcionales.
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Figura D2: Modelo propuesto sobre el rol del sistema NER en el control secuencial de la degradacién de RPB1.
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Seccion 2: Rol de la quinasa ATR en la respuesta transcripcional al dafio al ADN

En la Seccién 1 de los Resultados de esta tesis abordamos el rol del sistema NER en la degradacion de RPB1. Si
bien evaluamos el rol de la quinasa ATR y otras quinasas de la DDR, no encontramos que estuvieran involucradas
en la degradacién de RPB1 por el sistema NER, al menos durante la fase G1 del ciclo celular (Figura R14). No
obstante, ATR si modula el estado de fosforilacion de RPB1 y los patrones de splicing alternativo en respuesta al
dafio al ADN (Mufioz et al., 2017). En este contexto, en la Seccidn 2 de los Resultados de esta tesis demostramos
gue, en ausencia de estrés replicativo, la reparacion del dafio por el sistema NER estimula la activacion de ATR,
que fosforila diversas subunidades del complejo Mediador, y regula la expresidon de genes involucrados en la
respuesta al dafo. En esta seccién de discusidn analizaremos estos resultados, con el objetivo de comprender la

importancia de ATR en la respuesta celular al dafio al ADN mas alla de su rol en la fase S del ciclo celular.

ATR fosforila al complejo Mediador

En repuesta al dafio al ADN se desencadena una respuesta celular conocida como la DNA Damage Response
(DDR), que reconoce el dafio en el ADN y promueve su reparacion. Esta respuesta celular es llevada a cabo por
una gran diversidad de enzimas que contempla nucleasas, helicasas, polimerasas, topoisomerasas,
recombinasas, ligasas, glicosilasas, demetilasas, quinasas y fosfatasas (Ciccia and Elledge, 2010). Dentro de la
gran diversidad de modificaciones post-traduccionales que existen, las fosforilaciones son las mas estudiadas, y
gran parte de lo que conocemos sobre la DDR viene del estudio de las quinasas ATR, ATM y DNA-PK. Estas tres
quinasas fosforilan residuos Serina o Treonina seguido de Glutamina (SQ/TQ) (Awasthi et al., 2016; Matsuoka et
al., 2007), mientras que DNA-PK también puede fosforilar otros residuos (Chan et al., 1999; Jette and Lees-Miller,
2015). Durante la fase S del ciclo celular, el arresto de las horquillas de replicacidon genera la exposicion de ssDNA,
gue es recubierto por la proteina RPA, e induce la activacidon de ATR. Una vez activa, ATR fosforila una gran
diversidad de factores, siendo CHK1 el mas estudiado. Los residuos Serina 317 y Serina 345 de CHK1 son los
mejores caracterizados, y ldgicamente poseen Glutamina luego de cada Serina, por lo que son definidos como
sitios SQ/TQ. De la misma manera, ATR se autofosforila en el residuo Treonina 1989, que también es un sitio
SQ/TQ. A pesar de que la fosforilacién en sitios SQ/TQ por ATR ha sido ampliamente estudiada en respuesta al
estrés replicativo, su estudio fuera de la fase S no habia sido abordado hasta esta tesis doctoral. A través de dos
ensayos de inmunoprecipitacion de sitios SQ/TQ fosforilados (p-(SQ/TQ)) seguidos de espectrometria de masas,
que denominamos “SILAC-Proteomics” y “Shotgun-Proteomics”, en esta tesis doctoral identificamos que ATR

fosforila diversas subunidades del complejo Mediador durante la fase G1 del ciclo celular. Considerando que las
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quinasas ATR, ATM y DNA-PK poseen un alto grado de homologia estructural, en particular en el dominio que
posee la actividad catalitica, defectos en la actividad de una de estas quinasas puede ser reemplazado por otra.
Por lo tanto, utilizamos un total de 3 inhibidores distintos de ATR en los dos ensayos de protedmica, para asi

intentar garantizar que los sustratos identificados sean efectivamente modificados por ATR.

Los factores identificados por ensayos de espectrometria de masas cuantitativa “SILAC-Proteomics” se muestran
enlaTablaR1y, enla Figura R22, se muestran interacciones reportadas entre estos factores. En este experimento
utilizamos el inhibidor AZ20. De manera notable, el cluster de factores mas grande corresponde a subunidades
del complejo Mediador. Entre las subunidades identificadas, se destacan subunidades de cada uno de los sub-
maodulos del core del Mediador: Identificamos factores de los sub-mddulos middle (MED1 y MED4), tail (MED15
y MED23), head (MED®6) y la subunidad scaffold (MED14) que establece contactos con el resto de los sub-
modulos. Ademas, identificamos subunidades del médulo MKM (CDK19 y MED13L). Por otra parte, en los
ensayos de espectrometria de masas cualitativa “Shotgun-Proteomics”, utilizamos dos inhibidores de ATR, VE-
822 y AZD6738. Los factores identificados se muestran en la Figura R25. Nuevamente, observamos que el cluster
de factores identificados de mayor tamafio corresponde al complejo Mediador. En este caso, identificamos
factores de los sub-mdédulos middle (MED1 y MEDA4), tail (MED16, MED23 y MED24), head (MED17, la subunidad
scaffold (MED14) y el médulo MKM (CCNC). Considerando que identificamos al menos una subunidad de cada
uno de los sub-mddulos de ATR en ambos experimentos, y que varias de estas subunidades poseen sitios SQ/TQ,
estos resultados sugieren que ATR fosforila estas subunidades y favorece el ensamblado de todo el complejo,

incluido el médulo MKM.

Para identificar las subunidades del complejo Mediador efectivamente fosforiladas por ATR solapamos los
resultados de ambos ensayos de protedmicas. En la Figura R26 se muestran los factores identificados en ambos
ensayos, que consisten en las subunidades del médulo middle (MED1 y MED4) y del médulo tail (MED23), y la
subunidad scaffold MED14, asi como el factor de transcripcién NR2F2 y la sumopeptidasa SENP3. Para validar
los ensayos de protedmica, realizamos inmunoprecipitaciones de los sitios p-(SQ/TQ) seguido de western blot.
En las Figuras R27 y R28, se observa que las subunidades MED1, MED4 y MED23 inmunoprecipitan al utilizar
anticuerpos anti p-(SQ/TQ) en respuesta al UV, y esto es prevenido por la inhibicién de ATR, sugiriendo que ATR
fosforila estas subunidades. Sorprendentemente, la subunidad MED4 no posee sitios SQ/TQ en su secuencia,
por lo que es posible que ATR fosforile otras secuencias no candnicas, que también deberian ser reconocidas por
el anticuerpo utilizado en la inmunoprecipitacion, o bien que MED4 se asocie fuertemente al resto del complejo

y co-inmunoprecipite consistentemente.

114



Diversos trabajos han indagado en el rol de ATR y ATM en la fosforilacion de sitios SQ/TQ en respuesta al dafio
al ADN utilizando células en activa proliferacion (Kidiyoor et al., 2020; Matsuoka et al., 2007; Olsen et al., 2010).
Estos trabajos también identificaron a las subunidades MED1 y MED13L, entre otros factores que identificamos
en nuestros ensayos de protedmica, sugiriendo que ATR fosforila al complejo Mediador durante todo el ciclo
celular. Dado que ATR fosforila una gran cantidad y diversidad de factores durante la fase S, esto podria impedir
o complejizar la deteccidn de todos los factores que son fosforilados, y por lo tanto la fosforilacion del Mediador

se vuelve aparente en células arrestadas en G1.

En linea con los resultados presentados en esta tesis, ha sido demostrado que MED1 se fosforila en respuesta al
dano al ADN inducido por UV. Si bien en este trabajo describieron a CHK2 como responsable por esta
fosforilacidon, estas conclusiones fueron obtenidas a través del uso de wortmanina y cafeina, dos inhibidores
pleiotrépicos de quinasas de la DDR (Powis et al., 1994; Selby and Sancar, 1990). En cambio, los resultados
presentados en esta tesis doctoral fueron obtenidos por andlisis de protedmica no sesgados, a través del uso de
3 inhibidores mas especificos de ATR, que poseen un IC50 menor. De esta manera, junto con nuestros resultados,
los resultados obtenidos en (Kim and Yun, 2017) también podrian sugerir que ATR fosforilaa MED1 en respuesta

al dafo al ADN.

Si bien varios trabajos han abordado el rol regulatorio de la fosforilacion de distintas subunidades del complejo
Mediador, la gran cantidad de subunidades que lo conforman, asi como la caracteristica modular del complejo,
dificultan comprender en detalle los mecanismos subyacentes. En particular, se ha evaluado el rol de las
fosforilaciones del complejo Mediador en S. cerevisiae, que posee un alto grado de conservacién respecto al
complejo Mediador de humanos. Un trabajo demostré que la subunidad MED4 es fosforilada por la quinasa
KIN28, ortdloga de CDK7 en humanos, lo cual modula el ensamblado del complejo y la asociacion de KIN28 con
la RNAPII (Guidi et al., 2004). Otro trabajo también demostré que la fosforilacion de MED4 y MED14 estimula la
asociaciéon del core Mediador con el mdédulo MKM, previniendo la induccién de la expresion génica (Drogat et
al.,, 2012). Ademas, un trabajo publicado por el grupo del Dr. Patrick Cramer demostré que 17 de las 25
subunidades del complejo Mediador de S. cerevisiae son fosforilados en respuesta a estrés y, en particular, la
fosforilacion de MED15 previene la induccidn de los patrones de expresion génica especificos de respuesta a
estrés (Miller et al., 2012). Ninguna de las fosforilaciones mencionadas hasta este punto corresponde a sitios
SQ/TQ, sin embargo, resultan de gran relevancia en el contexto de esta tesis doctoral. Nuestros resultados

podrian interpretarse como que la fosforilacion de MED4 o MED14 por ATR podria modular la interaccién de
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CDK7 con la RNAPII, y asi modular la fosforilacion de RPB1 en respuesta al UV (Mufioz et al., 2017), aunque esta

hipétesis no fue abordada experimentalmente en esta tesis.

La reparacion del dano por el sistema NER estimula la activacion de ATR

La exposicidon de ssDNA en las horquillas de replicacion arrestadas estimula la activacion de ATR. Como hemos
discutido en esta tesis, el ssDNA es un intermediario de la reparacion por el sistema NER y es concebible que
favorezca la activacion de ATR. Utilizando células arrestadas en G1, varios trabajos evaluaron el rol del sistema
NER en la activacidn de ATR. Dos trabajos demostraron que la acumulacién de intermediarios de reparacién del
sistema NER estimula la fosforilacion de la histona H2AX, en un proceso que depende de la activacidon de ATR
(Hanasoge and Ljungman, 2007; Vrouwe et al., 2011). Mas aun, otros dos trabajos demostraron que la
acumulacién de intermediarios de reparacion recluta especificamente a ATR a los sitios del dafio, lo cual a su vez
estimula la fosforilacién de la histona H2AX (Matsumoto et al., 2007; Ray et al., 2016). Finalmente, otro grupo
de investigacion también reportd, a través de ensayos de western blot utilizando anticuerpos que reconocen
sitios p-(SQ/TQ), que los intermediarios de reparacidn del sistema NER estimulan la activacion de ATR (Kemp,
2017). En este trabajo también demostramos que el sistema NER estimula la activacién de ATR durante la fase
G1 del ciclo celular en respuesta al UV, que fosforila subunidades del complejo Mediador. En las Figuras R22 y
R25-R28 mostramos que las subunidades MED1, MED4 y MED23 inmunoprecipitan utilizando anticuerpos que
reconocen sitios SQ/TQ fosforilados, y esto es prevenido en presencia de inhibidores de ATR. En la Figura R28
mostramos que en células dKO XPC/DDB2 esta inmunoprecipitacion se ve prevenida parcialmente. De esta
manera, estos resultados también sugieren que el sistema NER activa a la quinasa ATR, pero no nos permiten
descartar otros mecanismos. Dado que en células arrestadas en G1 no hay estrés replicativo, otra fuente posible
de ssDNA es el propio proceso de transcripcion, que expone ssDNA. Por lo tanto, al momento de entrega de esta
tesis nos encontramos realizando experimentos similares a los mostrados en la Figura R28, pero utilizando
células dKO XPC/DDB2 pre-incubadas con DRB, para impedir tanto la reparacion como la transcripcion.
Esperamos que estos resultados prevengan por completo la fosforilacién de las subunidades del Mediador en
respuesta al UV, lo cual sugeriria que cualquier fuente de ssDNA es capaz de activar a ATR, provenga de

intermediarios de reparacion, del proceso de transcripcion per se o del estrés replicativo.
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Rol de ATR en la regulacién transcripcional ante el dano al ADN

En esta tesis doctoral hemos demostrado que la reparacion del dafio por el sistema NER estimula la activacidn
de ATR que fosforila subunidades del complejo Mediador. Para comprender el rol de ATR en la regulacién de la
transcripcion, realizamos un ensayo de secuenciacion de ARN asociado a la cromatina en respuesta al UV en
células arrestadas en G1, que aun nos encontramos analizando al momento de entrega de esta tesis. Sin
embargo, mostramos algunos andlisis preliminares. En la Figura R29 se observa que genes asociados con la
respuesta a estrés, como CXCL8 y EGR1, aumentan su expresidn ante la irradiacion con UV, y la inhibicién de ATR
exacerba esta respuesta. En cambio, la expresion del gen JAG1, que se reprime en respuesta al UV, no es
modulado por ATR. Asimismo, en la Figura R30 se muestran los niveles de ARN mensajero maduro de estos
mismos genes medido por RT-gPCR, y se observa la misma respuesta. Estos resultados sugieren que ATR regula
la expresion de genes que forman parte del programa transcripcional especifico de la respuesta al dafio. El hecho
de que la inhibicion de ATR aumente la expresion de estos genes indicaria que ATR previene una sobre-activacion
de la expresion, que puede resultar deletérea en un contexto de estrés genotodxico. Si bien nuestros resultados
fueron obtenidos en células arrestadas en G1, anteriormente comentamos sobre la posibilidad de que ATR
fosforile al complejo Mediador, y en consecuencia module la expresidn génica, a lo largo de todas las etapas del

ciclo celular.

Si bien estos resultados podrian interpretarse siguiendo la hipotesis de que la fosforilacion de MED4 y MED14
modula la interaccion de la RNAPII con TFIIH, y de esta manera ATR regula la actividad de la RNAPII, es probable
gue la asociacién del MKM al complejo Mediador tenga un rol alin mas preponderante. En los dos ensayos de
protedmica que realizamos en esta tesis doctoral mostramos que distintas subunidades del MKM son
identificadas junto con el resto de las subunidades del core Mediador. Esto nos permite hipotetizar que la
fosforilacién de algunas subunidades del complejo Mediador favorece la asociacion del MKM con el resto del
complejo. Como ya ha sido discutido en la introduccion, la asociacién del MKM al complejo Mediador posee un
rol inhibitorio de la transcripcidn, dado que previene la asociacion de TFIIH con la RNAPII. De esta manera,
nuestros resultados sugieren que ATR disminuye los niveles transcripcionales en respuesta al UV,
presumiblemente debido a que la fosforilacion del complejo Mediador estimula su asociacion con el médulo
MKM. En linea con esta hipodtesis, varios trabajos sugieren que ATR regula al MKM. Por un lado, ha sido
demostrado que la deplecidon de las subunidades CCNC o CDK8 del MKM disminuyen el estrés replicativo
generado por la inhibicién de ATR y favorecen el reinicio del ciclo celular (Lloyd et al., 2021; Nakamura et al.,

2018). El trabajo de (Lloyd et al., 2021) fue publicado por el laboratorio del Dr. Stephen Jackson, donde también
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muestran que la inhibicion de la transcripcidn por el tratamiento con DRB tiene un efecto similar que la deplecion
de CCNC o CDKS8. En este contexto, la deplecién de CCNC no genera el reinicio del ciclo celular en células tratadas
con inhibidores de ADN polimerasas (afidicolina), por lo que estos resultados sugieren que el MKM tiene un rol
especifico en contrarrestar el estrés replicativo asociado a la transcripcién (Lloyd et al., 2021). De esta manera,
en este trabajo especulan con que el MKM podria ser regulado por ATR, previniendo la transcripcidn y
disminuyendo el estrés replicativo asociado. Mas aun, sugieren que la subunidad CCNC, que posee sitios SQ/TQ
en su extremo carboxilo terminal, podria ser un potencial sustrato de ATR (Lloyd et al., 2021). Notablemente, en
la Figura 25 mostramos que la subunidad CCNC es uno de los factores identificados en nuestro ensayo de
“Shotgun-Proteomics” y, si bien no pasd los filtros utilizados en el ensayo de “SILAC-Proteomics” para considerar
significativa una diferencia en la relacién H/L, la subunidad CCNC es fosforilada en respuesta al UV (SILAC1) y

esta fosforilacidn es prevenida en presencia del inhibidor de ATR (SILAC2).

En marcado apoyo a nuestros resultados y los del laboratorio del Dr. Jackson, otros grupos de investigacién
profundizaron en los mecanismos subyacentes a esta regulacion. Por un lado, a través de una comunicacion oral
del Dr. Marteijn Luijsterburg en el congreso “The DNA Damage Response in cell physiology and diseases” de la
Organizacidn Europea de Biologia Molecular (EMBO) llevado a cabo en el 2024. Resultados auin no publicados de
Su grupo sugieren que existe un acoplamiento entre el disparo de origenes de replicacion y la transcripcion.
Mientras que una RNAPII transcribe a una tasa aproximada de 2 kb/minuto, el replisoma avanza mas lento, a una
tasa de 1 kpb/minuto. En este contexto, sus resultados sugieren que la activacion de un promotor estimula el
disparo de un origen de replicacién rio arriba, disminuyendo la probabilidad de que se produzcan colisiones
cabeza-cabeza y cabeza-cola entre el replisoma y la RNAPII. En este contexto, defectos en la transcripcion que
disminuyen la tasa de elongacién favorecen la colisién cabeza-cola entre el replisoma y la RNAPII. Ante estas
colisiones, el factor CFAP disocia a la RNAPII de la cromatina, previniendo el arresto prolongado de la horquilla
de replicacién colisionada. Notablemente, el Dr. Luijsterburg también mostré qué, en este contexto, la subunidad
CCNC del MKM del complejo Mediador esta involucrada en la disminucidn de los niveles transcripcionales, y la
quinasa ATR posee un rol regulatorio en este proceso. En consecuencia, estos resultados sugieren que ATR
favorecen la disminucion de los niveles transcripcionales, a través de la regulacion del MKM, lo que a su vez

previene colisiones entre el replisoma y la RNAPII.
De manera similar, un estudio reciente, aln no sujeto a revisidon por pares, realizado en S. cerevisiae, sugiere que

la deplecién de las subunidades CDK8 y MED12 del MKM aumenta los niveles de fosforilacion de RAD53, ortélogo

de CHK2 en humanos, debido a un aumento en la formacion de DSBs en respuesta al dafio al ADN (Memisoglu
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et al., 2023). Mas aun, se muestra que la deplecidon de CDKS8 rescata la hipersensibilidad al UV generada por el
KO de MEC1, ortélogo de ATR en humanos (Memisoglu et al., 2023). De esta manera, los resultados revisados
hasta aqui sugieren que ATR reduce los niveles transcripcionales a través de la regulaciéon del MKM,

disminuyendo asi el estrés replicativo asociado a la transcripcion.

En conjunto, estos trabajos tienen una gran similitud con los resultados presentados en esta tesis. En las Figuras
R29 y R30 mostramos que, ante la irradiacidon con UV de células arrestadas en la fase G1 del ciclo celular, ATR
fosforila al complejo Mediador y previene la sobre-activacidon de genes de respuesta a estrés. Estos resultados
sugieren que ATR permite que estos genes se expresen, pero de manera controlada, dado que transcribir un
genoma dafado puede resultar altamente deletéreo. Dado que el sistema NER se encuentra activo durante todo
el ciclo celular, es esperable que ATR regule la transcripcion durante todo el ciclo celular. De esta manera, la
regulacién de la expresion génica por ATR en células en fase S permitiria que los genes de respuesta a estrés se
transcriban, pero de manera controlada, para disminuir la probabilidad de que haya colisiones con el replisoma.
Esta hipdtesis cobra ain mas sentido si consideramos que los genes de respuesta a estrés suelen ser

particularmente cortos (Tufegdzi¢ Vidakovi¢ et al., 2020).

Considerando que el proceso de transcripcion per se es mutagénico, e implica la exposiciéon de ssDNA, (Anderson
et al., 2024; Beletskii and Bhagwat, 1996; Brégeon et al., 2003; Hendriks et al., 2008; Jinks-Robertson and
Bhagwat, 2014), nuestros resultados sugieren que ATR es un factor que protege al genoma de cualquier evento
gue involucre la exposicion de ssDNA a lo largo de todo el ciclo celular, y no sélo en las horquillas de replicacion

arrestadas durante la fase S en un contexto de estrés genotdxico.
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Rol de ATR en la regulacién de la apoptosis

Si bien ha sido demostrado que la inhibicidén de ATR en células arrestadas en G1 previene la muerte celular (Kemp
and Sancar, 2016), los resultados presentados en esta tesis no abonan a la hipotesis de que esto se debe a su rol
en la regulacién de los niveles transcripcionales. Dado que sdlo hemos analizado unos pocos genes de los
resultados de la secuenciacién, resulta dificil sacar conclusiones globales. Sin embargo, el hecho de que Ila
inhibicion de ATR genere una sobre-activacion de los genes de respuesta a estrés a priori deberia implicar un
aumento en la expresiéon de genes involucrados en la induccién de la apoptosis. Ademas, los resultados
publicados por otros, y mostrados en esta tesis, sugieren que, durante la fase S, ATR previene el estrés replicativo
asociado a la transcripcién al regular el MKM vy disminuir los niveles transcripcionales. En consecuencia, ATR
también protege al genoma durante la fase G1 del ciclo celular, y su rol pro-apoptdtico debe estar asociado a la

regulacién de otras vias.

Por ejemplo, ha sido reportado que ATR posee roles citoplasmaticos, donde modula de manera local en la
membrana de las mitocondrias la induccion de la apoptosis (Benjamin A. Hilton et al., 2015). En este contexto,
en los ensayos de protedmica identificamos los factores DAP3 y MRSP12, dos subunidades del ribosoma
mitocondrial. Otra posible explicacidn es que ATR module la muerte celular a través de la regulacién de la sintesis
de proteinas. Como ha sido publicado, el UV no sélo dafia el ADN, sino que también dafia el ARN y genera
colisiones entre ribosomas (Stoneley et al., 2022). Esta situacidon genera una respuesta celular conocida como
Ribotoxic Stress Response (Sinha et al., 2024), que tiene un gran impacto en la induccion de la apoptosis. En este
contexto, en los ensayos de protedmica identificamos al factor RPS5, una subunidad del ribosoma 408,
potencialmente fosforilado por ATR. Ademas, identificamos varios factores putativos, entre los que se destacan
SENP3, WDR18, PELP1 y RPL7L1, involucrados en la biogénesis de ribosomas (Gordon et al., 2022), POLR3B, parte
de la RNAPIII, que transcribe el ARN ribosomal 5S, y la subunidad EXOSC7 del complejo exosoma, involucrado en
la degradacién del ARN en distintas condiciones celulares (Gerlach et al., 2022). En este sentido, resultados
preliminares no incluidos en esta tesis sugieren que ATR regula los niveles globales de traduccién en células
arrestadas en G1 irradiadas con UV. De esta manera, ATR podria ejercer su rol en la regulacion de la apoptosis
en la fase G1 del ciclo celular a través de la regulacidn de la traduccion y la biogénesis de ribosomas. Finalmente,
es posible que ATR module el splicing de genes pro-apoptoéticos (Mufioz et al., 2017, 2009) de manera directa, y
no a través de la regulacion del inicio de la transcripcion y la fosforilacion de la RNAPII. En los ensayos de

protedmica identificamos que ATR fosforila potencialmente a los factores MAGOH, ACIN1 y SAP18, que forman
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parte del Exon Junction Complex, un complejo proteico que regula diversas etapas del procesamiento de los pre-

ARNmMm, incluido el splicing (Singh et al., 2013).

De esta manera, la diversidad de funciones regulatorias por las que ATR podria modular la muerte celular, tanto
en G1 como en otras etapas del ciclo celular, adquiere particular relevancia en términos de salud humana,
considerando que los inhibidores de ATR se utilizan en tratamientos contra el cancer. En este contexto, no resulta
sorprendente que los resultados obtenidos hasta ahora en ensayos clinicos con estos inhibidores hayan mostrado
una elevada toxicidad y eficacia variable (Joo et al.,, 2024). En consecuencia, es necesario comprender la
diversidad de roles regulatorios de ATR, y asi mejorar las terapias contra al cancer utilizando inhibidores de ATR
en combinacién con otras drogas que prevengan los efectos no deseados de los diversos roles de ATR en la

regulacién de la muerte celular.
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Conclusiones

Seccién 1: Rol del sistema NER en la degradacion de RPB1 en respuesta al

dano al ADN

¢ En esta tesis demostramos que, en respuesta al daiio al ADN inducido por luz UV, el sistema NER controla de
manera secuencial la degradacion de la subunidad RPB1 de la RNAPII. A tiempos cortos por TC-NER, mientras

que a tiempos largos por GG-NER.

¢ El proceso de reparacion del dafio, comin a ambas vias de reconocimiento, es responsable de activar una
cascada de sefializacion que induce la degradacién de RPB1, en un mecanismo que debe ser necesariamente in

trans respecto a la lesion.

¢ La cascada de sefalizacion activada por el procesamiento del dafio estimula la activacién de la familia de E3
ligasas de la familia CRL, que inducen la ubiquitinacidn y degradacion de RPB1. Ademas, y por primera vez,
demostramos que la degradacion de RPB1 puede ocurrir de manera independiente de la transcripcion, dado que
moléculas no fosforiladas y transcripcionalmente inactivas de RPB1 pueden ser dirigidas para su degradacion.

Estos resultados a su vez confirman que la degradacion de RPB1 ocurre in trans respecto a la lesién.

¢ Demostramos que los niveles de RPB1 modulan la actividad transcripcional, dado que los niveles de RPB1
correlacionan con la cantidad de sintesis de ARN. De esta manera, estos resultados establecen un marco tedrico
para la heterogeneidad clinica observada en pacientes con deficiencias en factores del sistema NER. Deficiencias
en el reconocimiento de las lesiones implican mayores niveles de RPB1, mientras que deficiencias en la

reparacion implican menores niveles de RPB1.
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Seccion 2: Rol de la quinasa ATR en la respuesta transcripcional al dafio al ADN

¢ En esta tesis doctoral demostramos que ante el dafio en el ADN inducido por luz UV, los intermediarios de
reparacion del sistema NER, que exponen ssDNA, son capaces de estimular la activacion de ATR. Si bien estos
resultados fueron obtenidos en células arrestadas en G1 para impedir la activacién de ATR por estrés replicativo,
el sistema NER se encuentra activo durante todo el ciclo celular, y por lo tanto puede ser responsable de la

activacion de ATR en todas las fases del ciclo.

¢ A través de dos ensayos de protedmica no sesgados utilizando tres inhibidores distintos de ATR, demostramos
gue su activacién en la fase G1 estimula la fosforilacion de subunidades el complejo Mediador, entre otros
factores identificados involucrados en la regulacion transcripcional, el procesamiento de los pre-ARNm, la

biogénesis de ribosomas y la sintesis de proteinas.

¢ En linea con los resultados de los ensayos de protedmica, demostramos que en respuesta al dafio al ADN en
células arrestadas en G1, ATR modula la expresion génica de manera global. Al momento de entrega de esta tesis
podemos confirmar que modula especificamente la expresidn de genes de respuesta a estrés, previniendo una
sobre-activacién que pueda resultar deletérea. De esta manera, la activacion de ATR por el sistema NER
disminuye los niveles transcripcionales en un genoma dafiado, pero permitiendo la induccion de los genes de

respuesta a estrés de manera controlada.

* Si bien nuestros resultados fueron obtenidos en células arrestadas en G1, es posible que ATR regule la expresidn
génica en todas las fases del ciclo celular. Durante la fase S, la disminucion de la transcripcion mediada por ATR
también podria prevenir colisiones entre la RNAPII y la maquinaria replicativa. Si ademas se considera que la
transcripcion es un proceso mutagénico per se, estos resultados sugieren que ATR protege al genoma de

cualquier fuente de ssDNA, y no sdlo ante el estrés replicativo.
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Materiales y Métodos

El desarrollo experimental de esta tesis fue realizado principalmente en el Instituto de Fisiologia, Biologia
Molecular y Neurociencias (IFIBYNE), ubicado en Ciudad Universitaria, Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina entre los afios 2019 y 2025. En el ultimo trimestre de los afios 2021 y 2022, los experimentos fueron
realizados en el Istituto Fondazione di Oncologia Molecolare ETS (IFOM), ubicado en Milan, Italia, en el
laboratorio del Dr. Marco Foiani. A menos que se indique lo contrario, se siguieron los mismos protocolos

experimentales en ambos institutos.

Mantenimiento de la linea celular HaCaT

Los queratinocitos humanos HaCaT se cultivaron en medio completo en placas estériles de 10 cm (P100) en
incubadoras con 5% de CO, a 37°C. El medio completo consiste en DMEM alta glucosa, suplementado con 10%
de suero fetal bovino (FBS) y 1% del antibiético Primocin. Para su mantenimiento, las células se sub-cultivaron
dos a tres veces por semana en diluciones de 1:3 a 1:6, evitando que superen un 60% de confluencia. Para ello,
se retiré el medio completo y se lavé con PBS 1X. Luego se agregd EDTA 2 mM (1 ml para P100), asegurando que
cubra toda la placa, y se incubd a 37°C durante 15-20 minutos hasta observar que las células adoptaran una
morfologia circular y brillante (refringente). A continuacién, se agregé tripsina 2,5% m/v en EDTA 2mM (500 pl
para P100) y se incubd durante 5 minutos a 37°C para desprender las células de la placa, verificando al
microscopio el despegado. Luego, las células se disgregaron cuidadosamente, y se inactivé la tripsina diluyendo
1/10 con medio completo. Finalmente, las células se sembraron en nuevas placas segln la relacion de dilucidn
elegida. Las células fueron congeladas y descongeladas siguiendo protocolos convencionales segun

http://www.atcc.org.

Protocolo de arresto del ciclo celular en G1

Para inducir el arresto del ciclo celular en G1, se siguid el protocolo descripto en (Kemp and Sancar, 2016). Las
células HaCaT fueron sembradas a un 90% de confluencia en medio completo en distintos formatos, segln los
requerimientos de cada experimento (P100, P60, MW6, MW12, MW24). Al dia siguiente, las células fueron
lavadas dos veces con PBS1X y se reemplazé el medio de cultivo completo, por uno con 0,5% FBS en lugar de
10% FBS. Las células fueron incubadas durante 48 horas bajo estas condiciones. De esta manera, luego de ser
crecidas a altas confluencias en medio FBS 0,5 % durante 48 horas, las células exhiben un marcado arresto del

ciclo celular y se realizaron los distintos experimentos.
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Tratamientos con drogas

Segun los requerimientos de cada experimento, las células fueron tratadas con las distintas drogas que se listan
mas abajo. Las células control fueron tratadas con el vehiculo correspondiente. En todos los casos, las drogas
fueron agregadas al medio de cultivo condicionado en el cual las células estaban siendo incubadas antes de
realizar los experimentos. En los experimentos que implicaron la utilizacion de drogas vy la irradiacidon con UV, se
pre-incubd con la droga correspondiente en medio condicionado, se irradid, y luego se volvid a agregar el medio
condicionado conteniendo la droga o el vehiculo seglin corresponda. Las concentraciones utilizadas y el vehiculo
correspondiente se indican en cada experimento. llludin S (MedChemExpress #HY-125098); MG132 (Selleckchem
#S2619); Espironolactona (Selleckchem #S4054); Afidicolina (MedChemExpress #HY-N6733); 5,6-
Diclorobenzimidazol 1-B-D-ribofurandsido (DRB) (SIGMA #D1916); Inhibidor de CDK7 THZ1 (Selleckchem
#S7449); Inhibidor de CDK9 BAY1251152 (Selleckchem #58730); MLN4924 (Selleckchem #57109); Inhibidor de
ATM KU60019 (Selleckchem #51570); Inhibidor de DNA-PK NU7441 (Selleckchem #52638); Inhibidor de ATR AZ20
(MedChemExpress #HY-15557); Inhibidor de ATR VE-822 (Selleckchem #S57102); Inhibidor de ATR AZD6738
(Selleckchem #57693).

Irradiacion con luz UV

La irradiacion con luz UV fue realizada utilizando tubos fluorescentes de mercurio, que emiten luz
monocromatica de 254 nm de longitud de onda (UVC). Para la irradiacidn, se retiré el medio de cultivo, se lavd
una vez con PBS1X, se irradié con las dosis deseadas de UVC y se agregd inmediatamente el medio de cultivo
retirado. Las células se irradian en seco para impedir la absorcion del UV por parte del medio de cultivo o el PBS.
Dado que la luz UV se mide en unidades de Joule/metro? (J/m?), la distancia entre la fuente de luz UV y las placas

debe ser tenida en cuenta a la hora de realizar la irradiacion.

En el IFIBYNE, las células fueron irradiadas con un aparato de irradiacidn personalizado, en el cual la distancia
entra la fuente de luz y las células, y el tiempo de irradiacidon necesario, fue puesto a punto con un radiémetro
externo provisto por el laboratorio de la Dra. Vanesa Gottifredi. En el IFOM, se utilizé un CL-1000 Shortwave
Crosslinker (UVP) que cuenta con un radidmetro incorporado, que considera el tiempo vy la distancia, y garantiza

gue la dosis de UV seleccionada sea efectivamente la recibida por las células.

125



Silenciamiento por siARN

El knockdown de los factores de interés fue realizado mediante la transfeccion de células HaCaT con siARNs
especificos para cada factor. Para obtener células arrestadas en G1 y transfectadas con los siARN
simultdneamente, se adapto el protocolo de arresto del ciclo celular. Para ello, las células fueron sembradas en
medio completo a un 70% de confluencia utilizando placas MultiWell de 12 pocillos. Al dia siguiente, fueron
transfectadas utilizando el reactivo RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific #13778075) segun las instrucciones del
fabricante. Los complejos de transfeccion se prepararon agregando, en un primer tubo 2 uL de RNAIMAX y 100
uL de Optimem, mientras que en otro tubo se agregd 1,5 uL de siARN (20 uM) y 100 pL de Optimem. Luego los
tubos fueron combinados y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Durante los 20 minutos de
incubacidn, las células fueron lavadas con PBS1X y se agregd medio completo, pero sin antibiético, dado que
interfiere con la incorporacion de los siARN a las células. Finalmente, los 200 pL resultantes de complejos de
transfeccidn se agregaron a cada pocillo y se mantuvieron en incubadora 5% de CO, a 37°C durante toda la noche.
Al dia siguiente las células se encontraban a un 90% de confluencia, por lo que se retiré el medio de transfeccidn,
se lavd dos veces con PBS1X y se agregd medio completo con 0,5 % FBS. Las células se incubaron durante 48
horas en incubadora 5% de CO, a 37°C. De esta manera, los experimentos fueron realizados con células

arrestadas en G1 y transfectadas con siARN 72 horas antes.

Este protocolo se utilizd para todos los siARN utilizados, obtenidos de la empresa Dharmacon, salvo para los
siARN contra CSA y CSB, obtenidos de la empresa Sigma. Estos dos siARN mostraron una menor eficiencia en el
silenciamiento, por lo que el protocolo fue modificado de manera de obtener células arrestadas en G1, pero
transfectadas con siARN 96 antes. Para ello, las células fueron sembradas a una confluencia inicial menor, y el
medio de cultivo fue reemplazado por medio completo 0,5% FBS 48 horas luego de la transfeccién, en lugar de

24 horas, como para el resto de los siARN.

Western Blot

Preparacion de las muestras

Las muestras de proteinas se obtuvieron agregando Buffer Laemmli 2X (Tris-HCI pH 6.8 125 mM, 3-Me 10%, SDS
4%, Glicerol 20%). Previamente, las células se lavaron con PBS1X, para eliminar células muertas. Para un pocillo
de MultiWell de 12 pocillos, se agregd 150 pL de Buffer Laemmli 2X y se ajustaron estos volimenes segun el

formato en el que se encontraban las células. Luego la placa se congeld a -20 °C durante 20 minutos para facilitar
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el despegado de las células de la placa, y se transfirié el lisado celular a tubos de 1,5 mL. Se incubd a 95 °C durante

5 minutos y se centrifugd brevemente a maxima velocidad.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Una vez obtenidos los extractos proteicos, realizamos electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Para ello,
se prepararon los geles utilizando una unidad de armado de minigeles Bio-Rad, utilizando vidrios que generan
geles de 1,5 mm de espesor. Los geles consisten en un gel separador y un gel concentrador. El gel concentrador
estd compuesto por Tris HCl pH 8,8 375 mM, SDS 0,1% m/v y concentracion de poliacrilamida variable segun el
peso molecular de la proteina de interés que se quiere estudiar. El gel separador esta compuesto por HCI pH 6,8
125 mM, SDS 0,1% m/v y poliacrilamida 4%. Se prepard primero el gel separador (7 mL por gel), y se deposité
con cuidado entre los vidrios. Una vez polimerizado, se afiadié el gel concentrador (3 ml por gel), colocando el
peine que forma los pocillos. Las muestras fueron sembradas en el gel concentrador y corridas en buffer Tris 25
mM, glicina 250 mM y SDS 0,1% m/v. Primero se corrieron las muestras durante 15 minutos a 100 V para que
ingresen al gel separador, y luego durante 45 minutos a 200 V, hasta que el frente de corrida alcanzé el final del
gel separador. Se utilizé6 un marcador de peso molecular Bio-Rad que permite conocer el peso relativo de las

proteinas separadas en el gel.

Este protocolo experimental fue realizado en el IFIBYNE. Para la deteccién de RPB1 por western blot, se utilizé
un gel separador 8%. En el IFOM se realizaron los western blots de manera similar, pero utilizando geles
comerciales NUPAGE® precast 4—-12% (Invitrogen). La diferencia entre geles caseros y pre-cast solamente genera
distintos grados de separacién entre la banda llo y lla de RPB1, como se puede observar a lo largo de los western

blots de RPB1 presentados en esta tesis.

Transferencia de las proteinas

Luego de la corrida electroforética, las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. Para ello, se utilizd el sistema de transferencia de minigeles Bio-Rad utilizando buffer Tris 25 mM,
glicina 250 mM y metanol 20% v/v y se aplicé una corriente de 100 V durante 2 horas. El dispositivo de
transferencia utilizado fue mantenido en hielo en todo momento, para evitar un aumento de la corriente que
pueda afectar la transferencia. Finalmente, la membrana fue teiiida con el colorante Ponceau S, que se une de

manera inespecifica a proteinas y permite verificar la presencia de proteinas totales en la membrana. La
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membrana fue cortada en regiones de distintos pesos moleculares, para poder revelar a partir de un mismo gel,

proteinas de distintos tamafios.

Incubacidn con anticuerpos y revelado de las proteinas

Una vez obtenidos los fragmentos deseados, se realizd el bloqueo de las membranas durante 1 hora con una
solucién de leche en polvo descremada 5 % m/v en buffer Tris HCI pH 7,6 50 mM, NaCl 150 mM y Tween 0,1%
v/v (TTBS). Este paso se realiza para recubrir las proteinas de la membrana con las proteinas de la leche, y asi
favorecer que los anticuerpos utilizados solo reconozcan su proteina especifica. Luego del bloqueo, se incubd
con una preparacién de anticuerpo primario especifico (diluido en la misma solucidn de bloqueo, generalmente
1/1000) durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se lavd la membrana tres veces con TTBS, para remover
restos de anticuerpo primario. Luego se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con una preparaciéon de
anticuerpo secundario, que reconoce la especie en la cual fue realizado el anticuerpo primario. Finalmente, se

lavd tres veces con TTBS y se revelaron las membranas.

En el IFIBYNE utilizamos anticuerpos secundarios acoplados a una molécula fluorescente (IRDye 800CW Li-Cor),
para su deteccion con el equipo Odyssey (Li-Cor). En el IFOM, utilizamos anticuerpos secundarios conjugados
con HRP, para su deteccidn con un sustrato quimioluminiscente ECL y el equipo ChemiDoc (Bio-rad). En ambos
casos, la cuantificacion de las proteinas identificadas fue realizada utilizando el software ImageStudio (Li-Cor).

La lista de anticuerpos utilizados se muestra en la Tabla M1 al final de esta seccidn.

Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen), o un equivalente de otros
fabricantes, siguiendo las instrucciones del proveedor y empleando en todo momento plasticos y soluciones

libres de ARNasas.

Para la purificacion de ARN total, se lavaron los pocillos con PBS1X para eliminar células muertas, y se agregé el
volumen correspondiente de TRIzol (1 ml para P100, 500 puL para formatos de menor tamafio). El lisado celular
se transfirié a un tubo de 1,5 mLy se agrego cloroformo 100%, en una proporcién equivalente al 20% del volumen
inicial de TRIzol. Luego de mezclar por inversidn, se centrifugd a 12.000 g durante 15 minutos y se recuperd la
fase acuosa. Seguidamente, se afiadié isopropanol en un volumen igual al de la fase acuosa y se agregaron 20 ug

de glucégeno para favorecer la precipitacion del ARN. Tras una incubacién de al menos 30 minutos a -20°C, se
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centrifugd a 12.000 g durante 8 minutos, y se obtuvo un pellet de ARN. Para eliminar sales, se realizé un lavado
con 500 pL de etanol 70% v/v en agua bidestilada, volviéndose a centrifugar a 8000 g durante 8 minutos. Se
descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet hasta que adquirié una apariencia transparente. Finalmente,
el ARN se resuspendid en el volumen de agua deseado y se incubd a -80 °C durante 20 minutos. Luego se realizd

un shock térmico incubando durante 5 minutos a 55°C, para favorecer la resuspension del ARN.

La concentracién de la muestra se determiné utilizando un espectrofotometro Qubit y el reactivo Qubit RNA
High Sensitivity, que determina a través de un fluoréforo que se une de manera especifica al ARN su
concentracion. Para ello, se prepard el reactivo Qubit mezclando 199 uL de Buffer Qubit y 1 plL del fluoréforo
Qubit. Luego, se afiadié 199 L del reactivo Qubit y 1 uL de ARN a un tubo de 0,5 mL y se incubd durante 2
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se midié la concentracion de ARN. Se realizé una calibracién con

estandares de concentracion conocida cada vez que se realizé una medicidn.

La pureza del ARN se determind con un espectrofotémetro Nanodrop, que efectla un barrido en distintas
longitudes de onda para medir la absorbancia de la muestra. El software calcula la concentracion a partir de la
absorbancia a 260 nm, mientras que la pureza se determina a partir del cociente de absorbancias 260/280 y
260/230. La integridad del ARN se verificd mediante una corrida en gel nativo de agarosa al 1% m/v con lavandina
al 1% v/v, a 110 V durante 30 minutos. Una preparacion 6ptima de ARN exhibe tres bandas principales,

correspondientes (de mayor a menor tamafio) a los ARNr 28S, ARNr 18S y ARNr 5,8S.

Retrotranscripcion y PCR cuantitativa (RT-gPCR)

Para evaluar los niveles de ARNm maduro, primero se realizd una reaccion de retrotranscripcion para generar
una copia de ADN (ADNc) a partir del ARN. Para ello, se incubaron 2 puL de ARN con 0,125 pL de random decamers
(1 pg/uL) y 0,5 pL de una mezcla de dNTPs 10 mM en un volumen de reaccion de 4 pL. La mezcla se incubd
durante 5 minutos a 65 °C para favorecer el apareamiento de los random decamers con el ARN, y desnaturalizar
estructuras secundarias que pueden interferir con el proceso de retrotranscripcion. A continuacidn, se agregoé el
buffer de retrotranscripcion para obtener una concentracion 1X, y 0,2 uL de la enzima M-MLV retrotranscriptasa,
en un volumen final de reaccion de 10 pL. Finalmente, se incubd la mezcla durante 1 hora a 37 °C, y luego 15
minutos a 70 °C para inactivar la enzima. Se utilizé una termocicladora de mesada marca Bio-Rad. El ADNc

sintetizado a partir de los ARN se reservé en hielo para su posterior andlisis por PCR cuantitativa (qPCR).
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Para evaluar los niveles de ARN maduro, se realizé una PCR cuantitativa a partir del ADNc generado en el proceso
de retrotranscripcion. Para ello se utilizé una MasterMix comercial desarrollada por Thermo Fisher Scientific que
posee Taqg Polimerasa y todos los componentes necesarios para realizar la PCR. Ademas, posee el fluoréforo SyBr
Green, que al intercalarse entre las hebras del ADN aumenta su fluorescencia y permite estimar la cantidad de
ADN en cada pocillo de reaccion. Se utilizaron placas de 96 pocillos en una termocicladora Eppendorf RealPlex
2, que cuenta con un detector de fluorescencia de SyBr Green. La qPCR se realizd con 6,25 pL de MasterMix 2X,
0,25 uL de primers especificos (10 uM), 2,5 uL del ADNc y agua bidestilada hasta completar un volumen de

reaccion de 12,5 plL por pocillo. El protocolo de amplificaciéon de PCR utilizado consistio en:

¢ Desnaturalizacién inicial y activacion de la Taq Polimerasa: 5 minutos a 95 °C.
1 - Desnaturalizacién: 30 segundos a 95 °C.
2 - Annealing: 30 segundos a 60 °C.
3 - Elongacidn: 30 segundos a 72 °C.
4 - Pasos 2 a 4 por 40 ciclos.

¢ Elongaciodn final: 2 minutos a 72 °C.

Tras cada fase de elongacidn, se midid la fluorescencia emitida por el SyBr Green para monitorear la amplificacidon
ciclo a ciclo. Para cada par de primers utilizado, se realizd una curva estandar a partir de un pool de muestras,
con el fin de determinar la eficiencia de amplificacidn, y establecer un umbral de fluorescencia en el cual la
fluorescencia medida en funcién del logaritmo de la concentracién relativa ajusta a una recta. Se realizaron
diluciones de la curva estandar y las muestras de manera tal que el umbral de deteccion de las muestras se
ubique entre el primer y ultimo punto de la curva, y asi garantizar que la amplificacién medida se encuentra
dentro de la linealidad de la curva estandar. Ademas, la curva estandar se utiliza para estimar la cantidad inicial

de molde en cada muestra, y de esta manera comparar la abundancia relativa entre muestras.

Por ultimo, al final de los 40 ciclos de amplificacién, se realizd una curva de desnaturalizacion del ADN
amplificado, en la cual los pocillos son calentados desde 60 °C hasta 100 °C durante 15 minutos, midiendo la
fluorescencia cada 0,1 °C. De este modo, dado que la temperatura de desnaturalizacion del ADN varia en funcion
de la secuencia y longitud de cada amplicdn, se puede monitorear la presencia en cada pocillo de un Unico pico
de desnaturalizacidon que corresponde a un Unico producto de amplificacion por par de primers. La abundancia

de los ARNm mensajeros fue relativizada a los niveles de ARN mensajero de U6, un housekeeping ampliamente
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utilizado dado que sus niveles se mantienen invariables frente a una gran variedad de tratamientos. La lista de

primers utilizados se muestra en la Tabla M2 al final de esta seccidn

Deteccion de ARN naciente por dot blot

Este experimento se realizd segun el protocolo descripto en (Gregersen et al., 2020). Para el marcado metabdlico
de los ARN nacientes, las células fueron incubadas durante 15 minutos con el analogo de uridina 4sU 1 mM en
medio de cultivo condicionado, y luego se purificd ARN total utilizando el reactivo TRIzol seglin se indica en
“Extraccion de ARN total”. El pulso de 15 minutos se realizd de manera escalonada, garantizando que cada una
de las condiciones experimentales analizadas fueran incubadas exactamente por 15 minutos. Luego de
cuantificar el ARN total, se mezclaron 5 pg de ARN con biotina-XX MTSEA (Biotium #BT90066) durante 30 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad. Esto permite que el ARN naciente sea biotinilado a través del grupo
sulfhidrilo del 4sU, que se une covalentemente a la biotina. Luego, el ARN naciente biotinilado fue purificado
nuevamente con Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1) para descartar la biotina en exceso. Si bien es altamente
ineficiente para la purificacién de ARN, este paso se realiza con fenol basico, dado que el fenol acido puede
romper la unién entre la biotina y el 4sU. Finalmente, el ARN re-purificado se inmovilizé sobre una membrana
de Nylon utilizando un aparato de Dot Blot acoplado a una bomba de vacio (Biorad #1706545). Luego de dotear
las muestras, se realizé el crosslinking del ARN a la membrana a través de la irradiacién con 2000 J/m? de luz UV.
Las membranas fueron luego incubadas con una solucién de bloqueo SDS 10%, EDTA 500 mM, PBS1X durante
20 minutos a temperatura ambiente seguido de incubacién con una dilucion 1:50000 del fluoréforo Alexa Fluor
790 conjugado a estreptavidina, que se une fuertemente a la biotina. Finalmente, las membranas fueron lavadas
tres veces con tres diluciones seriadas 1:10 del buffer de lavado (SDS 10%), completando un total de 9 lavados.
La sefial de Alexa Fluor 790-estreptavidina fue revelada con el equipo de deteccidon Odyssey (Li-Cor). Luego de
revelar las membranas, fueron lavadas una vez con agua bidestilada y tefiidas durante 10 minutos con una
solucién de azul de metileno (0,5% azul de metileno, 0,5M acetato de sodio) y lavadas multiples veces con agua
bidestilada durante 24 horas. La tincidn con azul de metileno permite revelar el ARN total y sirve como control
de carga. La cuantificacion de la sefal de Alexa Fluor 790-estreptavidina y de azul de metileno detectada en cada
pocillo fue realizada utilizando el software ImageStudio (Li-Cor). Los niveles de ARN nacientes fueron reportados
como el cociente entre la sefal de Alexa Fluor 790-estreptavidina y el azul de metileno para cada pocillo. Los

anticuerpos utilizados se muestran en la Tabla M1 al final de esta seccidn.
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Southern blot

Para evaluar los niveles de reparacion del dafio en el ADN se realizé un ensayo de southern blot seguido por la
incubacién con anticuerpos que reconocen el dafio. Para ello, se irradiaron las células con luz UV y se cosechd
30 minutos, 1 hora y 4 horas mas tarde. Se extrajo el ADN gendmico con el kit comercial de QIAGEN QIAmp DNA
Mini Kit (Qiagen #51304), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido fue cuantificado por Qubit
siguiendo un protocolo similar al de cuantificacion de ARN total mostrado en “Extraccion de ARN total". Las
muestras se sembraron en un gel de agarosa 0,8 % m/v y se corrieron durante 1 h a 100 V en buffer TAE 1X. Dado
gue se analizaron tanto 6-4PPs como ssDNA, cada muestra de ADN se sembré dos veces: 600 ng de ADN para los
6-4PPsy 200 ng para el ssDNA. Luego de la corrida electroforética, el ADN gendmico migra unos pocos milimetros
en el gel, y puede ser transferido a una membrana de Nylon. En el caso del gel sembrado para detectar ssDNA,
se obtuvieron imagenes utilizando un trans-iluminador UV con el fin de obtener la sefial de bromuro de etidio,
evitando exponer al UV al gel destinado a los 6-4PPs. Luego, ambos geles se incubaron durante 10 minutos en
0,25 M HCl para su depurinacidn; a continuacion, se lavd con agua y se agité durante 30 minutos en una solucion
desnaturalizante (0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl), seguida de otros 30 minutos en una solucién de 0,1 M acetato de
amonio y 40 uM NaOH. Luego de estos pasos, se procedio a realizar la transferencia del ADN gendmico, desde
los geles a la membrana. Para ello, una membrana de nylon Hybond+ (Amersham Hybond-XL GE Healthcare) se
equilibré en buffer SSC10X (1,5 M NacCl, 0,15 M Tris-Na Citrato, pH 5) y se montd la transferencia capilar: se
colocé un papel Whatman 3M sumergido en SSC10X sobre un soporte plastico, ubicando encima el gel y luego
la membrana equilibrada, retirando cuidadosamente cualquier burbuja. Se cubrid la membrana con parafilm en
los laterales para evitar que la transferencia ocurra por los costados de los geles y se afiadié mas papel Whatman
3M, afladiendo aproximadamente 0,5 kg de peso para favorecer la transferencia capilar durante toda la noche.
Al dia siguiente, se desmonté el “sandwich” de transferencia capilar, se dejo secar la membrana y se realizd el
crosslinking del ADN con la membrana incubando a 80 °C durante 2 horas. Seguidamente, la membrana se
equilibré en PBS1X con 0,1% Tween (PBST) y se bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion
de leche descremada 5 % m/v en PBS 1X Tween 0,1% (PBST). Luego se lavd la membrana una vez con PBST, y se
incubd durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios (anti-6-4PPs o anti-ssDNA) preparados en BSA
5% m/v en PBST. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con buffer TENT (20 mM Tris-HCl pH 8, 137 mM Nacl,
0,1% Tween), y se incubd durante 1 hora con anticuerpos secundarios conjugados a HRP preparados en la
solucion de bloqueo. Por uUltimo, se lavaron las membranas tres veces con buffer TENT y luego se incubaron las
membranas con el sustrato quimioluminiscente ECL para la deteccidn de los anticuerpos secundarios. La sefial
de quimioluminiscencia se detecté utilizando el equipo ChemiDoc (Bio-rad). Los anticuerpos utilizados se

muestran en la Tabla M1 al final de esta seccidn.
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Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Para el andlisis del ciclo celular, evaluamos la cantidad de ADN tefido con loduro de Propidio por citometria de
flujo. Para ello, las células fueron levantadas en 1 mL de PBS1X frio utilizando un scrapper y centrifugadas a 300
g durante 5 minutos. El PBS1X fue aspirado y las células fueron resuspendidas en etanol 70% v/v, pipeteando
hacia arriba y abajo para evitar la agregacién de las células. Luego se incubo durante 2 horas a 4 °C para fijar las
células, y se centrifugd a 300 g durante 5 minutos. El etanol restante se lavd con PBS1X y los pellets celulares se
resuspendieron en 1 mL de una solucidn de loduro de Propidio (loduro de propidio 120 mM, Triton X-100 0,1%,
RNasa A 100 ng/uL en PBS1X) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las
células fueron vortexeadas y los niveles de fluorescencia del loduro de Propidio se midieron con un citémetro de
flujo FACS Aria Il. Para cada muestra se analizaron al menos 10.000 eventos, y la calidad de los datos se evalud
en dos etapas de gating: en un primer grafico de dispersion frontal (FSC) en funcién de la dispersidn lateral (SSC)
se definid la poblacién celular. Sobre esta poblacidn se establecié un segundo gate en el grafico de area (FSC-A)
en funcion del maximo de dispersién frontal (FSC-H), de modo de excluir agregados celulares y garantizar la
deteccién de células individuales. Finalmente, se registro la sefial de fluorescencia en el canal correspondiente
al loduro de Propidio, se generd un histograma de fluorescencia y utilizando un modelo de ajuste se establecio
la distribucién de la poblacion en G1, Sy G2/M y se asignd cada célula identificada a su fase del ciclo celular en

funcién de la intensidad de fluorescencia.

Generacion de lineas celulares estables CRISPR-Cas9 KO

Los clones CRISPR-Cas9 XPE KO de HaCaT fueron obtenidos como se describe en (Mufioz et al., 2017). Los clones
CRISPR-Cas9 XPC fueron obtenidos siguiendo el protocolo descrito en (Ran et al., 2013). Los ARNg para Cas9
fueron disefiados utilizando la plataforma disefiada por el Dr. Zhang, disponible a través del sitio

www.benchling.com, dirigidos contra el primer exdn de XPC. Estos guias fueron clonados en el plasmido

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458). Luego, células HaCaT WT fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes
y sorteados por citometria de flujo, seleccionando aquellas células que mayores niveles de GFP expresaran. Los
clones individuales fueron obtenidos mediante dilucion limite de los pooles obtenidos luego del cell sorting. Los
pools doble KO XPC/DDB2 fueron obtenidos de manera similar, pero realizando el KO de XPC que aqui se describe
sobre el background genético de células XPE KO, en lugar de sobre células WT. Los clones CRISPR-Cas9 KO para
XPA fueron obtenidos de manera similar que los clones XPC KO, pero disefiando guias contra el primer exdn de

XPA. La secuencia de cada ARNg estd presentada en la Tabla M2 al final de esta seccion.
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Inmunoprecipitacion de proteinas

Para la inmunoprecipitacién de proteinas fosforiladas en residuos SQ/TQ, se utilizd el anticuerpo Phospho-
ATM/ATR Substrate Motif [(pS/pT) QG] MultiMab® Rabbit mAb mix #6966 desarrollado por la empresa Cell
Signaling. A continuacién, se describe el protocolo utilizado para las inmunoprecipitaciones que luego fueron
analizadas por espectrometria de masas, y se aclaran diferencias respecto a las que fueron analizadas por
western blot. Todos los buffers utilizados, asi como los pasos realizados, se mantuvieron a 4 °C o en hielo para

preservar la integridad de las muestras y minimizar la degradacion proteica.

Preparacion del lisado celular
Las células fueron crecidas en placas P100 (tres placas por cada condicidon experimental) y arrestadas en G1.

Luego de realizar los tratamientos correspondientes con UV o los inhibidores de ATR, las células se lavaron dos
veces con PBS 1X y se cosecharon con scrapper en presencia de 750 uL de buffer de lisis, que contiene Tris-HClI
pH 7,6 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Glicerol 2%, Inhibidores de fosfatasas (1 capsula
por cada 10 mL de buffer), Inhibidor de proteasas (1 capsula por cada 10 mL de buffer), Benzonasa 50 U/mL. Los
extractos celulares fueron recolectados en tubos falcon de 15 mL (o tubos de 1,5 mL para las IP analizadas por
WB). Posteriormente, las muestras fueron incubadas durante 1 hora a 4 °C en un rotor para favorecer la lisis
celular. Luego de la incubacion, los lisados celulares fueron centrifugados a 13.000 rpm durante 20 minutos a 4
°C. El sobrenadante fue cuidadosamente transferido a tubos limpios de 2 mL, desechando el pellet conteniendo

detritos celulares.

Pre-clearing del lisado celular
Para los analisis por espectrometria de masas, cada muestra fue incubada con 30 uL de Dynabeads durante 30

minutos a 4 °C en rotor, con el objetivo de eliminar proteinas que se unen inespecificamente a las Dynabeads.
Finalizado este paso, las muestras fueron colocadas en un soporte magnético (Magnarack), se recuperé el
sobrenadante y se desecharon las Dynabeads. No se realizd el pre-clearing para las muestras analizadas por

western blot.

Cuantificacion de proteinas
La concentracion proteica de cada muestra fue cuantificada utilizando el kit Pierce BCA (ThermoFisher Scientific),

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se prepard una curva estandar utilizando sero-albumina bovina (BSA)

de concentraciones conocidas, y se midié la absorbancia a 562 nm. Una vez cuantificadas las muestras, se
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diluyeron en buffer de lisis para normalizar las concentraciones proteicas entre las distintas condiciones

experimentales.

Inmunoprecipitacion
Se reservd una alicuota de cada muestra para analizar el Input previo a la inmunoprecipitacién. Para ello, se

mezcld el 5% de la muestra con un volumen equivalente de buffer Laemmli 2X, y se reservé a -80 °C. Cada
muestra fue incubada con el anticuerpo anti-p(SQ/TQ) en una proporcién de 1 ug de anticuerpo por cada 300
ug de proteina total. Se incubd en rotor durante toda la noche a 4 °C. Para los andlisis por espectrometria de
masas, se utilizaron 2,5 mg de extracto proteico. Para los analisis por western blot se utilizaron 500 ug. Al dia
siguiente, se afiadieron 20 pL de Dynabeads prelavadas por cada 1 pg de anticuerpo. Esta mezcla se incubd
durante 1 hora a 4 °C en rotor. Posteriormente, las muestras se colocaron en el soporte magnético (Magnarack)
para separar el sobrenadante del complejo inmunoprecipitado. El sobrenadante, denominado flowthrough, fue
conservado para evaluar la eficiencia de la inmunoprecipitacion mediante western blot (resultados no
mostrados). Las Dynabeads con el complejo inmunoprecipitado fueron lavadas tres veces con buffer de lisis frio
para eliminar proteinas unidas inespecificamente a las Dynabeads. Finalmente, las Dynabeads se resuspendieron

en 50 pl de buffer Laemmli 2X.

Preparacion de Dynabeads
Cada vez que se utilizaron Dynabeads, las mismas fueron pre-lavadas con buffer de lisis 3 veces y resuspendidas

en buffer de lisis en el mismo volumen que el originalmente tomado.

Analisis por espectrometria de masas

Ambos ensayos de protedmica fueron realizados en la Unidad de Espectrometria de Masas (UEM-IFOM) del
IFOM. El 5% de los extractos inmunoprecipitados fueron confirmados por western-blot antes de entregar las
muestras a la UEM, quienes realizaron la preparacion de las muestras y la identificacion por espectrometria de
masas y asistieron en el andlisis de los datos. Ambas protedmicas fueron realizadas por simplificado en afios
distintos y con inhibidores de ATR distintos. Dado que se trata de metodologias experimentales distintas, los
datos no pueden ser pooleados para realizar andlisis estadisticos, pero si realizamos el solapamiento de los
factores identificados en cada uno de los ensayos. De esta manera, consideramos que los factores identificados
son factores efectivamente fosforilados por ATR. El procedimiento experimental y el analisis de los datos se

realizé segun (Kidiyoor et al., 2020).
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“SILAC-Proteomics”

Las células HaCaT se cultivaron en medios SILAC conteniendo L-lisina y L-arginina marcadas con isotopos Heavy
o Light durante 5 dias, asegurando una adecuada incorporacion isotdpica. Para el SILAC1, las células crecidas en
aminodcidos Heavy no fueron irradiadas, y las células crecidas con aminoacidos Light fueron irradiadas con 20
J/m? de UV. Para el SILAC2, las células crecidas en aminoacidos Heavy fueron incubadas durante 1 hora con el
inhibidor de ATR AZ20 1 uM, e irradiadas con 20 J/m? de UVC, mientras que las células crecidas en aminodcidos
Light tuvieron el mismo tratamiento que para el SILAC1. Todas las células se cosecharon 3 horas luego de la
irradiacién. Para poder comparar entre SILACs utilizamos el mismo extracto de células crecidas en aminoacidos
Light. Por lo tanto, no contamos con la condicidn experimental sin irradiar y con inhibidor de ATR, representando
una limitacion metodoldgica. La inmunoprecipitacion se realizd como se indica mas arriba, con la particularidad
de que los extractos proteicos fueron pooleados inmediatamente antes de agregar los anticuerpos para la
inmunoprecipitacién. Las proteinas inmunoprecipitadas se corrieron en un gel NUPAGE® precast 4-12%
(Invitrogen) y se tifieron con Coomassie Colloidal Blue. Cada calle del gel se cortd en diez fragmentos, cada uno
de los cuales fue reducido, alquilado y digerido con tripsina, tal como ha sido reportado previamente (Restuccia
et al.,, 2009). Las mezclas de péptidos fueron desaladas y concentradas utilizando una columna desalinizadora
C18 preparada en el laboratorio, y luego se inyectaron en un equipo nanoHPLC (EasyLC Proxeon, Denmark). La
separaciéon de los péptidos se realizd en una columna de silice fundida (fused silica capillary column) en fase
reversa de 25 cm de largo (75 um i.d.) empacada con ReproSil AQ C18 de 3 um (Dr. Maisch GmbH, Germany).
Para la separacidn se utilizd un gradiente de buffers A (agua grado HPLC con 0.1% v/v acido férmico) y B
(Acetonitrilo con 20% v/v de agua y 0.1% v/v acido formico), desde 7% hasta 60% de B durante 30 minutos, con
un flujo constante de 250 nl/min. El sistema LC fue conectado a un espectrometro de masas QExactiveHF
(Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipado con una fuente de ionizacidn nanoelectrospray (Proxeon
Biosystems, Odense, Denmark). Los espectros de masa totales (full scan) fueron adquiridos en un espectrometro
de masas LTQ Orbitrap, con la resolucién establecida en 60,000 (@200 m/z) acumulando iones hasta un valor
objetivo de 6,000,000. El rango de adquisicion de masas para cada muestra fue de m/z 300-1650 Da y los anélisis
fueron realizados por duplicado. Los 15 iones mas intensos con cargas dobles y triples fueron seleccionados
automaticamente y fragmentados en la trampa de iones luego de acumularse hasta un "valor objetivo" de
15,000. Los iones seleccionados para MS/MS fueron excluidos dindmicamente durante 20s. La identificacion y
cuantificacién de péptidos y proteinas se realizé con MaxQuant 1.5.2.8 contra el proteoma humano completo
de Uniprot, considerando la identificacidon de una proteina con al menos dos péptidos (uno unico) y una longitud

minima de seis aminoacidos.
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Una vez obtenidos los péptidos se realizd el andlisis de los datos con el software Perseus 1.5.2.6 (Cox and Mann,
2008)para identificar diferencias H/L significativas segun la significancia B descripta en (Cox and Mann, 2008).
Para ello, se normalizaron los cocientes H/L de manera que el promedio de la distribucion de cocientes sea igual
a 0. Sobre la distribucién de cocientes normalizada se aplicé una funcion gaussiana y se establecié un umbral de
significancia H/L normalizado igual a + 1,96 desvios estandar. De esta manera, los outliers de la distribucién
fueron considerados factores identificados diferencialmente en una condicidn u otra con un 95% de confianza
(Significancia B). Si bien podriamos haber realizado una imputacién de los datos para los cuales la intensidad
detectada en alguna de las condiciones era 0, estos factores fueron excluidos del andlisis y curados
manualmente, definidos como “ON-OFF”. Este procedimiento se realizd para cada SILAC por separado.
Finalmente, solapamos los resultados de ambos SILAC y nos quedamos exclusivamente con aquellas proteinas
que son outliers (o factores ON/OFF) enriquecidos especificamente en la muestra crecida con aminoacidos Light
(Células irradiadas con UV, pero sin inhibidor de ATR). De esta manera, identificamos proteinas fosforiladas en

respuesta al UV (SILAC1), que dejan de ser fosforiladas en presencia del inhibidor de ATR (SILAC2).

“Shotgun-Proteomics”

Para el ensayo de Shotgun-Proteomics incubamos durante 1 hora con los inhibidores VE-822 5uM y AZD6738
2uM o DMSO como control, e irradiamos con 20 J/m? de UV. Las muestras fueron cosechadas 3 horas luego de
la irradiacién e inmunoprecipitadas como se indica mas arriba. El procedimiento experimental fue similar al del
SILAC-Proteomics, pero las muestras fueron inmunoprecipitadas por separado, digeridas por separado e
inyectadas secuencialmente en el espectrémetro de masas. Para este analisis las proteinas fueron identificadas
usando Mascot (v. 2.3.02), y analizadas utilizando Scaffold (v. 4.3.4) con los mismos criterios que antes. Se analizo
la abundancia de cada proteina a partir de su exclusive unique peptide count. Al tratarse de un ensayo de
Shotgun-Proteomics realizado por simplificado, no analizamos cambios en la abundancia de exclusive unique
peptide count. En cambio, consideramos positivas aquellas proteinas identificadas exclusivamente en respuesta

al UV, y ausentes en el resto de las condiciones experimentales (ON-OFF).

Secuenciacion de ARN asociado a la cromatina

El ensayo de secuenciacion asociado a la cromatina se realizd en colaboracidn el grupo del Dr. Nicholas

Proudfoot, (Universidad de Oxford, Oxford, Reino Unido). Las células fueron tratadas en las distintas condiciones
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experimentales, y luego se procedid a la extraccion del ARN cromatinico siguiendo el protocolo descripto en
(Zukher et al., 2023). Para ello, las células fueron cosechadas con scrapper en 1 mL de PBS1X, centrifugadas a
500 g durante 5 minutos, y los pellets celulares lisados en buffer de alta salinidad (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 500
mM NaCl y 10 mM MgCl,) en agitacién durante 15 minutos a 4 °C. El lisado fue centrifugado a 13000 rpm durante
10 minutos a 4 °C para obtener el pellet de cromatina. Luego, el pellet se resuspendié en 200 pL de buffer de
alta salinidad y se incubé con 2 pL de TURBO DNase (Life Technologies) durante 15 minutos a 37 °C, para degradar
la cromatina. Posteriormente, se llevo a cabo un tratamiento con proteinasa K en presencia de 0,2% SDS durante
10 minutos a 37 °C para degradar las proteinas. Finalmente, el ARN cromatinico fue extraido utilizando fenol-
cloroformo 4acido y precipitado con isopropanol al 70%. Para garantizar la eliminacién de restos de ADN, el pellet

fue sometido a una segunda digestion con TURBO DNase y posteriormente re-purificado utilizando TRIzol.

Un total de 1 pg del ARN cromatinico obtenido fue tratado con el kit de deplecion de ARNr RiboCop rRNA
Depletion Kit (Lexogen) segun las indicaciones del fabricante. Finalmente, se prepararon las libraries de ARN
utilizando el kit NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit, y se realizd la secuenciacion mediante el

sistema NovaSeq 6000 en la empresa Novogene UK.

Las secuencias crudas de ARN cromatinico obtenidas mediante la secuenciacion fueron sometidas a un control
de calidad utilizando el software FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), sin

detectarse sesgos inesperados. Posteriormente, se utilizé el software TrimGalore

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) en modo paired-end para eliminar

adaptadores de secuenciacidén y remover lecturas con baja calidad (Phred score < 20) o con una longitud menor

a diez nucledtidos. Las lecturas seleccionadas fueron alineadas contra el genoma de referencia

humano GRCh38 mediante el software STAR, estableciendo un puntaje minimo de alineamiento (-
outFilterScoreMin) de 10 y excluyendo aquellas lecturas que se mapearon en mas de una ubicacion del genoma
(—outFilterMultimapNmax 1), para asi considerar unicamente lecturas que se alinearon de forma unica. Las

lecturas mapeadas contenidas en archivos BAM se separaron en cadenas forward vy reverse
utilizando SAMtools segun sus bitwise flags (83, 163 para forward; 99, 147 para reverse) utilizando el software

SAMtools. Luego, los archivos BAM fueron convertidos al formato bedGraph con el software bedtools genomecov
y finalmente el software bedGraphToBigWig se utilizd para comprimir los archivos en formato bigwig. Cada

archivo bigwig fue normalizado segun el tamafio de la biblioteca, considerando el nimero total de fragmentos

paired-end alineados en el archivo BAM original. Los archivos bigWig generados fueron visualizados utilizando
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el software Integrated Genome Viewer, y las imagenes resultantes fueron exportadas en formato PDF para su
posterior analisis. La escala del eje Y mostrada en la Figura R29 representa el nimero de lecturas por millén de

lecturas mapeadas. Finalmente, todas las unidades transcripcionales consideradas en los analisis se basaron en

la anotacion génica del genoma humano proporcionada por Ensembl, versién 108 (ensamblado hg38).

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 10. Se realiz6 ANOVA de dos vias
seguido de comparaciones multiples corregidas por Bonferrorni entre pares de condiciones. Se determiné p-
valor < 0,05 como criterio de significatividad estadistica. En las figuras se muestra el promedio y el error estandar

obtenidos para cada condicidn, y en los epigrafes correspondientes si indica el nimero de réplicas analizadas.
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Primarios

Anti Rpb1 NTD (Clone D8L4Y) Cell Signaling 14958

Anti Vinculin (Clone hVIN-1) Sigma V9131

Anti XPC Bethyl A301-122A
Anti DDB2 (Clone D4C4) Cell Signaling 5416

Anti XPA Bethyl A301-780A
Anti XPB (Clone 2C6) Cell Signaling 8746

Anti XPD (Clone D3Z6l) Cell Signaling 11963

Anti XPG Bethyl A301-484A
Anti XPF (Clone D3G8C) Cell Signaling 13465

Anti 6-4 Photoproducts (Clone 64M-2) CosmoBIO CAC-NM-DND-002
Anti-ssDNA (Clone 16-19) Sigma ZMS1042
Anti-CSB Bethyl A301-345A
Anti-CSA (Clone EPR9237) Abcam 137033
Anti-B-Actina Cell Signaling 4967
Anti-MED1 Abcam A300-793A
Anti-MED23 BD Biosciences 550429
Anti-MED4 (Clone EPR7816) Abcam 129170
Anti-HSP90 Cell Signaling 4874
Anti-CHK1 (p-Ser317) Cell Signaling 2344
Anti-CHK1 (p-Ser345) Cell Signaling 2341
Anti-CHK1 (Clone 2G1D5) Cell Signaling 2360
Anti-ATR (p-T1989) (Clone D5K8W) Cell Signaling 30632
Anti-p(SQ/TQ) Cell Signaling 6966
Secundarios

Alexa Fluor® 790 Streptavidin Jacksonlmmuno 016-650-084
Anti-Mouse IRDye 800CW Li-Cor 926-32210
Anti-Rabbit IRDye 800CW Li-Cor 926-32211
Anti-Mouse HRP IFOM Casero
Anti-Rabbit HRP IFOM Casero

Tabla M1: Lista de anticuerpos utilizados en esta tesis.

ARNg XPA Fw CACCGCGGTGCGGGCGAGTATCGAG
ARNg XPA Rv AAACCTCGATACTCGCCCGCACCGC
ARNg XPC Fw CACCGATGGCTCGGAAACGCGCGGC
ARNg XPC Rv AAACGCCGCGCGTTTCCGAGCCATC
snRNA U6 Fw CTCGCTTCGGCAGCACA

snRNA U6 Rv AACGCTTCACGAATTTGCGT

snRNA U6 Rv AACGCTTCACGAATTTGCGT

ARNm JAG1 Fw CAAAGTGTGCCTCAAGGAGTATC
ARNm JAG1 Rv GGAATCCCACGCCTCCAC

ARNm EGR1 Fw CAGCACCTTCAACCCTCAGG

ARNm EGR1 Rv TGGGTTGGTCATGCTCACTAG
ARNm CXCL8 Fw CTGCGCCAACACAGAAATTA

ARNm CXCL8 Rv ATTGCATCTGGCAACCCTAC

Tabla M2: Lista de oligonucledtidos utilizados en esta tesis.
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