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1. RESUMEN

Las homeoproteinas contienen el homeodominio (HD) que actia como dominio de
unién al DNA y asi mismo participa en interacciones proteina-proteina que intensifican
la especificidad de unién. La homeoproteina Antennapedia (Antp) es responsable de la
formacién de segmentos tordcicos y de la cabeza. El motivo de unién proteina-proteina
YPWM liga a Antp a la maquinaria basal transcripcional ya que interactia con el factor
transcripcional BIP2. Estudios realizados en el laboratorio mostraron que Antp
interacciona con el factor transcripcional TFIIE-B y que la hélice II del HD esta
involucrada en esta interaccion (Céardenas-Chavez 2012). Como los residuos 32 y 36 de
la hélice II del HD se encuentran expuestos en la hélice II y estdn conservados en Antp y
otras homeoproteinas, el objetivo de ésta tesis consistié en determinar si éstas posiciones
estdn involucradas en la interaccién molecular proteina-proteina Antp-TFIIE. Para ello,
se realizd mutagénesis sitio-dirigida de los residuos 32 y 36 de la hélice Il de Antp y se
determiné su efecto en la interaccién proteina-proteina con TFIIE-f mediante
Fluorescencia por Complementaciéon Bimolecular (BiFC) y activacion de la
transcripcion. Los resultados de BiFC mostraron una considerable disminucion de la
interaccion molecular en células transfectadas con las mutantes AntpI32L (29%),
AntpI32A (31%), AntpH36R (23%) y AntpH36A (25%) con TFIIE-B. Las mutantes
dobles de los residuos 32 y 36 mostraron una drastica reducciéon del porcentaje de
interaccién con TFIIE-B correspondientes al 11% con AntpI32L-H36R y 12% con
AntpI32A-H36A. La falta de interaccién de Antp con TFIIE-B debido a la mutacion de
los residuos 132 y H36 en la hélice II recuperé la actividad transactivadora de Antp en
cultivo celular ya que no mostré efecto significativo en ausencia y presencia de TFIIE-f.
Estos resultados en conjunto indican que los residuos 32 y 36 de la hélice II del HD de
Antp estdn involucrados directamente en la interaccion proteina-proteina con TFIIEf y
rescataron la actividad transcripcional de Antp en los sitios blanco de unién al DNA. El
andlisis de interacciéon molecular contribuye al conocimiento de los procesos de
regulacién génica de homeoproteinas mediante interacciones proteina-proteina con
factores generales de transcripcion como TFIIE-f que requieren ser verificados in vivo

en Drosophila para determinar como contribuyen a la especificidad funcional.
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2. ABSTRACT

Homeoproteins contain the homeodomain (HD) which acts like a DNA binding motif
and is involved in protein-protein interactions that intensify its union specificity. The
homeoprotein Antennapedia (Antp) is responsible for thoracic segments and head
formation. The protein-protein binding domain YPWM interacts with the transcription
factor BIP2 linking Antp with the basal transcription machinery. Studies in our
laboratory showed that Antp also interacts with the general transcription factor TFIIE-3
trough the HD helix II (Cardenas-Chéavez 2012). As residues 32 and 36 are exposed in
helix II and are conserved in Antp and other homeoproteins this thesis objective was to
examine if positions 32 and 36 of the HD helix II are involved in the protein-protein
interaction Antp-TFIIEP. These residues were mutated by site-directed mutagenesis and
then we analyzed the effect on the protein-protein interaction with TFIIE-f by
Bimolecular Fluorescence Complementation assays (BiFC) and transcription activation
assays. BiFC showed a considerable decrease of the molecular interaction in cells
transfected with the mutants AntpI32L (29%), AntpI32A (31%), AntpH36R (23%) and
AntpH36A (25%) with TFIIE-B. Double mutants of residues 32 and 36 showed a drastic
reduction in the percentage of interaction of 11% with AntpI32L.-H36R and 12% with
AntpI32A-H36A. The lack of Antp mutants interaction rescued the transactivation
activity of Antp in cell culture being that theres is no significative effect in assuence or
present of TFIIE-B. Our results indicate that residues 32 and 36 of Antp HD helix II are
involved in the specificity of Antp-TFIIEf protein-protein interaction and this mutants
rescued the transcriptional activity of Antp on its DNA binding sites. This analysis of
molecular interactions contributes with the knoweldge of homeoproteins gene regulation
processes conferred by using protein-protein interactions with general transcription
factors such as TFIIE-B, these data required to be verified in vivo in Drosophila

melanogaster.



3. INTRODUCCION

En Drosophila, las homeoproteinas constituyen una familia de proteinas
responsables de especificar la identidad de los segmentos a lo largo del eje antero-
posterior de un embrién en desarrollo. Estas proteinas comparten una regiéon homeobox;
secuencia altamente conservada de 180 pb que codifica para un dominio de unién a
DNA de 60 aminoécidos, el homeodominio (HD), confiriendo a las homeoproteinas una
funcién como factor de transcripcién que regula la expresion de los genes necesarios
para la identidad de segmentos. Un dilema sin resolver en Biologia del Desarrollo radica
en la especificidad funcional de las homeoproteinas, ya que los HDs estdn altamente
conservados y reconocen secuencias nucleotidicas similares para conferir todas las

funciones en la morfogénesis animal.

La homeoproteina Antennapedia (Antp) se expresa en el nucleo de células de la
epidermis tordcica del embrién y de células de varios segmentos del sistema nervioso
ventral y periférico, su funcipon es requerida en todos los segmentos tordcicos para
suprimir por una parte el desarrollo de la cabeza y por otra promover el desarrollo de los
apéndices tordcicos. Esta homeoproteina interacciona a través del dominio peptidico
altamente conservado, YPWM, con cofactores para regular la especificidad de otras
homeoproteinas. Otro dominio funcional de Antp, el HD, ademds de reconocer el DNA
puede presentar interaccion con otras proteinas como el factor general de transcripcion
(GTF) TFIIE-B y se ha determinado que la hélice II del HD esta directamente implicada
en esta interaccion. En el presente trabajo se muestra evidencia de que los residuos 32 y
36 de la hélice II del HD estan implicados en la especificidad de unién de Antp con el
factor general de transcripcion TFIIE-B. Esto plantea una liga importante con la
maquinaria transcripcional basal, y dado que Antp posee un HD tipico éstos resultados
podrian ser extrapolados a otros HDs y proveer informacién valiosa que permitird
develar aspectos especificos en las interacciones proteina-proteina de las
homeoproteinas y la regulacion de los procesos finos del desarrollo en Drosophila

melanogaster.



En el complejo desarrollo de los organismos multicelulares la correcta y eficiente
regulacion de la expresion génica en tiempo y espacio es de vital importancia. Se sabe
que las homeoproteinas juegan un papel crucial como reguladores transcripcionales
durante el desarrollo y en diversos procesos celulares en la etapa adulta. Estos
reguladores poseen el homeodominio que tiene una doble funcién al actuar como
dominio de unién al DNA y al participar en interacciones proteina-proteina que
intensifican la especificidad de unién o la actividad reguladora de estas homeoproteinas.
Debido a que una pregunta fundamental en Biologia del Desarrollo consiste en: ;como
se determina la especificidad funcional de las diferentes homeoproteinas altamente
similares? En ésta tesis se analiz6 si los residuos 32 y 36 de la hélice II del HD estdn
implicados en la interaccion de Antp con el factor general de transcripcion TFIIE-f. El
andlisis de ésta interaccion a nivel molecular fino plantea una liga importante de los HDs
con la maquinaria transcripcional basal, ya que a la fecha se conocen pocos co-factores
de las homeoproteinas y los resultados proveerdn informacién valiosa que permitird
develar aspectos especificos en las interacciones proteina-proteina de las
homeoproteinas con miembros de la maquinaria basal transcripcional para discernir en la
seleccion de los genes blanco que permiten los diversos procesos de la morfogénesis

animal y la regulacion de los procesos finos del desarrollo en Drosophila melanogaster.



4. ANTECEDENTES

4.1 Genes homeodticos

El mecanismo mediante el cual un organismo multicelular se desarrolla a partir
de un simple huevo fertilizado presenta un complejo y fascinante proceso de eventos
precisos en espacio y tiempo que culminan con la integracion armonica de estructuras y
drganos en un organismo completo. La clave para la identificacion del control genético
del desarrollo para la especificacion del plan del cuerpo, la dieron algunas mutaciones
homedticas que ocurren espontineamente en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster permitiendo el descubrimiento de los genes homeéticos (Garcia, 1977).
Estos genes presentan una secuencia altamente conservada denominada homeobox que
codifica para una polipéptido de 60 aminoécidos conocido como homeodominio (HD) el

cual representa el dominio de union al DNA (Gehring, 1987).

Una de las preguntas fundamentales en Biologia del Desarrollo es determinar el
mecanismo mediante el cual homeoproteinas altamente similares adquieren distintas
funciones durante el desarrollo mediante la activacion y/o represion de genes blanco en
espacio y tiempo definidos. Este proceso es controlado predominantemente mediante la
regulacién génica precisa en espacio y tiempo en donde la activacién de una gran
cantidad de genes y la represion de otros depende de los elementos regulatorios y de las

interacciones con el complejo basal de transcripcion.

La caracterizacion molecular de los genes cuya alteraciéon de secuencia causa
draméticos fenotipos en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha permitido la
identificacion de los genes homeoticos, definidos como “genes maestros” debido al
papel crucial que juegan en la embriogénesis (McGinnis y Krumlauf, 1992). Todos estos
genes comparten una region conocida como homeobox cuya secuencia € 180 pb esta
altamente conservada (McGinnis et al., 1984; Scott y Weiner, 1984) y que codifica para
un dominio de unién a DNA de 60 aminoacidos, conocido como homeodominio
(Gehring et al., 1994) confiriendo a la proteina resultante la habilidad de actuar como un
factor de transcripcion (Levine y Hoey, 1988).
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Los genes homéoticos en Drosophila se encuentran organizados en dos
complejos localizados en el tercer cromosoma separado por aproximadamente 8
millones de bases. La figura 1 muestra el Complejo Antennapedia (ANT-C) que
contiene los genes labial (Ib), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced
(Scr) y Antennapedia (Antp), mientras que en el Complejo Bithérax (BX-C) se
encuentran Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) y Abdominal-B (Abd-B) (Lemons
y McGinnis, 2006).

Figura 1. Distribucién espacial de los genes homeéticos. Imagen confocal de una hibridacion in situ en
un embrién de Drosophila melanogaster estadio 11, que muestra la distribucion espacial de la expresion
de los diferentes transcritos de los genes homeoéticos. Tomado de Lemons et al., 2006

Los genes del complejo Antp especifican las caracteristicas morfoldgicas de la
epidermis en el desarrollo del sistema nervioso central desde el primer parasegmento
hasta el 5 y desde el 4 al 13, mientras que los del complejo BX-C determinan la
identidad morfoldgica de la epidermis y del sistema nervioso central del parasegmento 5
al 14. Los genes homedticos usualmente estdn organizados de una forma colinear, de
acuerdo a sus distintos dominios de expresion que en ocasiones se sobreponen (Figura
2). En embriones animales en los cuales se puede distinguir la cabeza y el abdomen
posterior, los genes homedticos anteriores tienen sus limites de expresion en células
epidérmicas, neurales y mesodermales, mientras que los genes homedticos posteriores
tienen limites de expresion en los correspondientes tipos celulares del abdomen posterior
(Castelli y Akam, 1995; Salser y Kenyon, 1996).

-11 -



D. melanogaster

R R e — e, HEETE | 2605

M. musculus  —LHoxbT H Hoxb2 H Hoxb3 HHoxb4 H Hoxb5 | Hoxb6 —— Hoxb7 H Hoxbs H Hoxbd | Hoxb13 |

Figura 2. Colinearidad de los genes homeoéticos. El diagrama muestra la expresion colinear de los genes
homedticos a lo largo de los ejes antero-posterior y crdneo caudales en Drosophila melanogaster y Mus
musculus respectivamente. Modificado de McGinnis et al., 2005

4.2 Antennapedia

El gen homeético Antennapedia (Antp) de Drosophila codifica la proteina
Antennapedia (ANTP) que consiste de tres regiones; una region (N-terminal) de 295
aa’s, seguida de la porcion llamada repeticion CAX de 130 aa’s rica en glutamina, el
homeodominio de 60 y 23 aa’s que conforman el extremo C-terminal (Figura 3). La
proteina ANTP se expresa en el nicleo de células de la epidermis tordcica del embrién y
de células de varios segmentos del sistema nervioso ventral y periférico (Carrol et al.,
1986), actua principalmente sobre los segmentos mesotoracicos, es decir, las regiones de

los tres pares de patas y las regiones especificas del mesotorax dorsal.

Gen Antp

Homeobox

1 2 3 4 5 6 7 18
O—/+—0—F—O——0m—8

/N

NH: COOH

Homeodominio

Proteina Antp

Figura 3. Estructura génica de Antennapedia. Diagrama esquemadtico que muestra la organizacién
estructural del gen Antp, los exones del 1 al 8 estdn separados por siete intrones. El homeobox estd
localizado en el exén 8, por lo que el homeodominio se localiza cerca del extremo carboxilo terminal
(COOH) de la proteina Antp. Tomado de Schnewly et al. 1986.
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La proteina Antp se requiere en todos los segmentos tordcicos para suprimir por
una parte el desarrollo de la cabeza y por otra promover el desarrollo de los apéndices
tordcicos (Struhl, 1981). Por lo tanto, en D. melanogaster, las antenas y las patas, que
son estructuras homdlogas, se forman diferencialmente como resultado de la ausencia o

presencia de Antp respectivamente.

Antp promueve la identidad de la pata mediante la represion de los genes
determinantes de la antena. En los discos de las patas, Antp previene el desarrollo de la
antena reprimiendo directamente al gen homothorax (hth), esto es regresando la ruta del
desarrollo al estado basal (Casares y Mann, 1998). Analisis de la expresion de Antp en
embriones mutantes revelan tres niveles de regulacion de Antp: regulacién por productos
de los genes del complejo bitorax, loci homedticos pleiotropicos, y por los productos del

mismo Antp (Hafen et al., 1983).

La funcién de la proteina Antp ha sido revelada por mutaciones de ganancia y
pérdida de funcién hechas en el gen que la codifica (Schnewly y Gehring, 1985;
Martinez-Arias, 1986). La falta de funciéon de Antp resulta en letalidad embrionaria y
muerte larvaria en desarrollo, asi como en la transformacion de los segmentos toracicos
T2 y T3 en estructuras mds anteriores con algunas caracteristicas de T1 (primer
segmento tordcico) y de los segmentos de la cabeza. La proteina Antp también es
requerida en la formacion del intestino medio (Reuter y Scout, 1990) asi como en el
desarrollo apropiado del sistema nervioso periférico (Heuer y Kaufman, 1992). El
producto de Antp posee un importante papel tanto promoviendo la via tordcica como
previniendo el desarrollo de las estructuras de la cabeza y las antenas (Carroll et al.,
1986). Los mutantes homeoticos de ganancia de funcion muestran que Antp permite la
transformacion de antenas por patas debido a la expresion de la homeoproteina en un

lugar donde normalmente no se expresa (Pattatucci y Kaufman, 1991).

4.2.1 Especificidad funcional del homeodominio

Los homeodominios analizados mediante Resonancia Magnética Nuclear en
solucién y Cristalografia de Rayos X muestran homologias estructurales, conteniendo
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tres a cuatro a-hélices bien definidas donde la cuarta hélice es una continuacién de la
tercera y un brazo amino-terminal flexible que no asume una estructura definida en
solucion es decir presenta una alta flexibilidad (Gehring et al., 1990). El andlisis de los
complejos Antp-DNA mostré que los contactos principales se localizan en la hélice de
reconocimiento 3 que se une al surco mayor del DNA vy el extremo N-terminal se une a
bases especificas del surco menor del DNA (Figura 4; Otting et al., 1990). La mayoria
de estos ensayos de union al DNA usaron las secuencias “TAAT” en la hebra lider asi
como las “ATTA” en la hebra complementaria como sitios de uniéon al homeodominio

(Kalions y O Farrell, 1993).

Figura 4. Interaccion del homeodomino de Antp con el DNA. Los principales contactos proteina-DNA
se realizan entre la hélice de reconocimiento 3 con el surco mayor del DNA y el extremo amino terminal
del homeodominio con el surco menor. Tomado de Qian et al., 1992.

El andlisis de la estructura tridimensional mediante Resonancia Magnética
Nuclear del homeodominio de Antp con una delecién del brazo N-terminal mostré que
la estructura de este homedominio truncado permanece intacta. Sin embargo, la afinidad
de unién al DNA de este homeodominio truncado muestra una disminucioén que se puede

atribuir a la ausencia de contactos presentes en el extremo N-terminal de Antp (Qian et
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al., 1994). Experimentos genéticos realizados in vivo en la mosca D. melanogaster
mediante sustitucioén reciproca de cuatro residuos en el extremo amino-terminal entre
Antp y Sex Combs Reduced (Scr), modificaron la especificidad funcional de Antp a Scr
y viceversa (Furukubu-Tokunaga et al., 1993). Estos experimentos demuestran la
importancia funcional de estos residuos y sugieren fuertemente que el extremo amino-
terminal de los homeodominios esta involucrado en interacciones con otras proteinas
accesorias y/o factores transcripcionales que permiten la especificidad funcional de los

mismos.
4.2.2 Tetrapéptido YPWM

Comparaciones en la secuencia de aminodcidos de las diferentes homeoproteinas
mostraron que ademés del homeodominio, el tetrapéptido “YPWM” (Tirosina-Prolina-
Triptéfano-Metionina) es otra region peptidica altamente conservada. Este motivo se
encuentra localizado rio arriba de los genes homeoéticos y se conecta al homeodominio
mediante el brazo amino-terminal flexible (Figura 5). El nimero de aminodcidos que
separan este tetrapéptido de la region N-terminal flexible es variable en las distintas

homeoproteinas.

...... ...I...........-' cee '.J-"..
NNS. .TNP.NK.LT. .00t PiBeccssssssls m.q.u.'r.v.ﬁ.. _..E.Q..nv
D, LM LinsivviviRecCoRovoeTehBiDis ooV ._.,n.nqr
PK.Q.TA. .LH.Zeccovvses YiRisivenio L & 'rvs ! AN,
RO sssasssvisvena RiReivsainnie s . .1. ; J

Figura 5. Alineamiento y comparacién aminoacidica de homeoproteinas en Drosophila. El
homeodominio se muestra del 1 al 60 y los residuos N-terminal donde se incluye el tetrapéptido YPWM
se enumeran de -1 hasta -19. El nimero de aminodcidos entre YPWM y el homeodominio se muestra en
los paréntesis. Tomado de Passner et al., 1999.

El andlisis mutacional mediante sustituciones de alanina en el tetrapéptido
YPWM vy sus regiones flanqueantes permitié analizar el papel funcional de esta region

altamente conservada en embriones de D. melanogaster. La expresion ectopica de Antp
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silvestre y las mutantes en los cuatro aminodcidos flanqueantes a YPWM produjo la
transformacién homedtica esperada con una pérdida total de la involucién de la cabeza y
una transformacion del segmento protoracido (T1) a mesotoracico (T2). La mutacién en
el motivo YPWM en Antp mostré un fenotipo larvario normal, y fenotipos con leves
transformaciones homedticas. Estos resultados muestran que el motivo YPWM es

necesario e indispensable para la funcién in vivo de Antp (Papadopoulos et al., 2011).

La sobreexpresion ectopica de Antp en el adulto puede inducir la transformacion
de estructuras de la cabeza en apéndices del segundo segmento tordcico, como por
ejemplo antena en la segunda pata, capsula de la cabeza en torax (notum) y ojo en ala. El
dominio YPWM de Antp es absolutamente necesario para la transformacion de ojo a ala,
adicionalmente, mediante andlisis de interaccidn proteica, se encontrd una proteina que
interactia molecularmente con Antp; la proteina de interaccién Bric-a-brac 2 (BIP2).
Esta mostré que interactia especificamente con el motivo YPWM de Antp en ensayos
realizados in vitro, asi como in vivo, transformando tejido de ojo en tejido de ala. BIP2
es una proteina de uniéon a TATA (también conocido como dTAFII3), por lo que

muestra la liga de Antp a la maquinaria basal de transcripcion (Prince et al., 2008).
4.2.3 Regulacion génica

La expresion de los genes homedticos esta regulada a su vez por la accion
temprana de genes maternos y de segmentacion que delimitan sus efectos en dominios
espaciales especificos a lo largo del eje anteroposterior durante el desarrollo embrionario
de Drosophila (Ingham y Martinez-Arias, 1986; Harding y Levine, 1988; Irish et al.,
1989). Posteriormente, el patron inicial de expresion de los genes homeoticos es
modulado y refinado por interacciones regulatorias cruzadas entre los mismos genes que
conforman los complejos Antennapedia (ANT-C) y Bithorax (BX-C) (Hafen et al.,
1984; Harding et al., 1985; Adachi et al., En preparacion). La expresion espacial
correcta de los complejos ANT-C y BX-C es ademds dependiente de una clase de genes
denominados grupos Polycomb (Pc-G) y Trithorax (Trx-G) que actian modulando la

estructura de la cromatina reprimiendo ¢ activando estos genes homedticos

(Schuettengruber et al., 2007).
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En el caso del gen homedtico Antp la regulacién inicia a nivel de sus promotores
P1 y P2 que presentan sitios de unién para la proteina Polycomb (Zink et al., 1991). El
transcrito del promotor P1 es necesario para el desarrollo del térax dorsal, mientras que
el transcrito de P2 es requerido para el desarrollo del térax ventral y viabilidad
embrionaria (Bermingham et al., 1990). La transcripcién del promotor P1 es ademds
activada por la proteina Kruppel y reprimida por las homeoproteinas Ultrabithorax y
Abdominal A, mientras que la proteina producida por el promotor P2 es activada por las
proteinas Hunchback y fushi tarazu e inhibida por la proteina Oskar (Boulet y Scott,
1988; Irish et al., 1989). La represiéon de Antp por Ultrabithorax y Abdominal A es
conocida como supresion fenotipica o prevalencia posterior, mediante la cual los genes
homedticos posteriores reprimen la expresion de los genes anteriores. Antp también es
regulada negativamente por Distal-less, spineless y dachshund para el correcto

desarrollo de los elementos distales de la pata (Emerald et al., 2003).

4.2.4 Interacciones moleculares proteina-proteina

En un modelo descriptivo simple sobre la funcion de las homemoproteinas, cada
una interactia con secuencia especifica reguladora a través de su dominio de unién a
DNA para controlar la transcripcién de genes blanco. Sin embargo, las homeoproteinas
tienen como blanco diferentes genes en diferentes tejidos y pueden incluso activar un
gen en un contexto y reprimir ese mismo gen en otro contexto (Bondos y Tan, 2001;
Hughes y Kaufman, 2002; Grienenberger ef al., 2003). Ademds la misma proteina
homedtica puede utilizar diferentes aminodcidos para unirse a distintos sitios en el DNA
(Remacle et al., 2002). En consecuencia, la unién al DNA de una homeoproteina aislada
no provee la especificidad necesaria para la regulacion génica contexto-especifica in

Vivo.

Estos datos sugieren un modelo mas complejo en el cual ocurre la contribucién
de cofactores que contribuyen con la especificidad funcional de las homeoproteinas
(Hayashi y Scott, 1990). De manera que algunas proteinas homedticas, como
Ultrabithorax, tienen baja especificidad de unién al DNA por si mismas, pero

incrementan su afinidad y especificidad cuando se unen con la homeoproteina
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extradenticle en Drosophila o PBX (pre-B-cell leukemia transcription factor) en
mamiferos, ya que la interaccién via el motivo YPWM altera la seleccién de sitios de
unién en el DNA, y en casos especificos, puede cambiar el modo de transcripciéon (Mann

y Morata, 2000; Pinsonneault ef al., 1997).

El gen extradenticle (exd) contribuye en la especificidad de la funcién
homeotica; mutaciones en exd alteran la identidad de algunos segmentos corporales sin
alterar el patrén de expresion de los genes homedticos (Rauskolb et al., 1993). La
proteina Exd contienen un homeodominio y actia como cofactor de las proteinas
homeoticas; experimentos realizados in vitro han mostrado que Exd puede unirse al
DNA cooperativamente con las homeoproteinas Ultrabithorax y Abdominal-A (Chan et
al., 1994) y con Antennapedia en una interacciéon dependiente del motivo YPWM

(Papadopoulos et al., 2011) incrementando su afinidad por algunos sitios blanco.

4.3 Factores Generales de Transcripcion

La transcripcion de genes codificantes de proteinas en eucariotas €s un proceso
complejo que requiere a la RNA polimerasa II (Pol II) y seis factores generales de
transcripciéon (GTFs) denominados TFIIA, TFIB, TFID, TFIIE, TFIF y TFIH
(Orphanides et al., 1996; Roeder, 1996). Son proteinas muy conservadas
evolutivamente, promueven la formacion alrededor del punto de inicio del complejo de
pre-iniciacion que incluye el promotor basal, los GTFs y la RNApol-II (Buratowski,
1994; Zawel y Reinberg, 1993). La unién al promotor de TFIID, TFIIA, y TFIIB
constituye el primer paso en proceso de ensamblaje y es seguido del reclutamiento de

TFIIF y Pol 11, mientras que TFIIE y TFIIH entran en el complejo de iniciacion al final.

Los factores transcripcionales que interaccionan con la RNApol-II se pueden
clasificar en proximales, inducibles y generales de acuerdo con su unién a uno de los
tres tipos de secuencias o elementos promotores descritos anteriormente (Lee y Young,
2000). Los factores transcripcionales generales (GTFs) son factores de transcripciéon que
reconocen los elementos basales de un promotor. Estos factores se denominaron TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH (Conaway y Conaway, 1997; Hampsey, 1998;
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Orphanides et al., 1996; Reinberg et al., 1998; Roeder, 1996). Son proteinas muy
conservadas evolutivamente, que promueven la formacién alrededor del punto de inicio
del complejo de pre-iniciacién que incluye el promotor basal, los GTFs y la RNApol-II
(Figura 6; Murakami et al., 2013). Se conocen las funciones de algunos de los factores

transcripcionales generales asociados a la RNA polimerasa.

El complejo TFIID es el tnico con especificidad por una secuencia de DNA (caja
TATA). Este factor también puede actuar sobre promotores que no contienen caja
TATA y determina que la RNApol-II actie a una cierta distancia del promotor,
definiendo el punto de inicio de la transcripciéon (+1). Tiene una masa molecular
aproximadamente de 800kDa y estd formado por dos tipos de componentes: una
molécula de TBP (TATA Binding protein) que confiere a TFIID la capacidad de
reconocimiento del promotor con la particularidad de unirse al surco menor del DNA
provocando la flexion de la molécula de DNA (Kim et al., 1993; Kim et al., 1993b) y
varias moléculas de factores asociados a TBP (TAFs) que son subunidades de 30 a 250
kDa involucradas en la seleccién del promotor (Burley y Roeder, 1996; Goodrich y

Tijan, 1994; Green, 2000; Lee y Young, 1998; Verrijzer y Tijian, 1996).

El factor transcripcional TFIIA se une con TBP para estabilizar la interaccion
TBP-DNA (Buratowski, 1994; Imbalzano et al., 1994). TFIIA presenta ademads
interaccion con numerosos activadores transcripcionales (Ozer et al., 1994; Yokomori et
al., 1994) y antagoniza la represion transcripcional mediante el desplazamiento fisico de
represores o bloqueando su unién con el complejo TFIID. Posteriormente, el factor
TFIIB participa en la selecciéon de los sitios de inicio de la transcripcion, unién de la
RNA polimerasa II e interaccion con activadores transcripcionales. Estos activadores
reclutan TFIIB al promotor ¢ inducen un cambio conformacional en éste factor. El
andlisis estructural del complejo de pre-iniciacién muestra que la distancia entre TFIIB y
el sitio catalitico de la RNApol II es de aproximadamente 32 pb que es la distancia
promedio entre la caja TATA del promotor y sitio de inicio de la transcripcion (Lee y

Young, 2000).
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Figura 6. Ensamblaje del complejo de pre-iniciacion de la RNA polimerasa II. Los factores generales
de transcripcion y la RNA Pol II se unen de manera secuencial a la caja TATA en el DNA para formar el
complejo de pre-iniciacion. La hidrélisis del ATP provee la energia para desenrollar el DNA en el sitio de
inicio por TFIIH. A medida que la Pol II inicia la transcripcién se va alejando del promotor y el dominio
carboxi-terminal (CTD) se fosforila. Tomado de Lodish et al., 2004.
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4.3.1 BIP2

BIP2 fue inicialmente identificada como una proteina de interaccidén Bric-a-brac
2 (BIP2) codificante de un factor proteico asociado a caja TATA (FAT) (Albright y
Tijan, 2000), también referida como dTAFII3 o TAFII155 (Gangloff et al., 2001). BIP2
es miembro del complejo TFIID para el inicio de la transcripcién en Drosophila. El
transcrito 'y la proteina de BIP2 son expresados ubicuamente en todos los discos
imaginales en larvas de estadio tres (Gangloff et al., 2001). Mediante experimentos de
ganancia y pérdida de funcién, se demostré que BIP2 interactia con ANTP a través del
motivo YPWM, actuando como un co-factor promoviendo el desarrollo ectépico dorsal

de alas (Prince et al., 2008).

4.3.2 TBP

Se ha demostrado mediante ensayos de BiFC en cultivo celular que el factor
general de transcripcion TBP (TATA Binding protein) interactia con Antp a través de la
region amino terminal de ésta homeoproteina (Cardenas-Chavez 2012). TBP forma parte
del complejo TFIID confiriendo la capacidad de reconocimiento del promotor al unirse al
surco menor del DNA provocando la flexion de la molécula de DNA (Kim et al., 1993; Kim
et al, 1993b) Estas evidencias indican que varias homeoproteinas interactian con
diferentes factores generales de transcripcidn, observacién que tiene importantes

implicaciones en la regulacion transcripcional.

4.3.3 TFIIE

Antp también interactia con la subunidad  de TFIIE, encontrdndose que los
homeodominios de Antennapedia y Abdominal-B (Abd-B) se unen a este factor
transcripcional in vitro en ensayos pull-down y que Abd-B activa la transcripcién en
cultivo celular (Zhu y Kuziora, 1996). En un ensayo de Fluorescencia por
Complementaciéon Bimolecular (BiFC) en embriones de Drosophila encontraron que la

homeoproteina Abdominal-A interactda con TFIIE-B (Hudry et al., 2011).
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TFIIE es un heterotetrdamero que contiene dos de cada una de las subunidades,
TFIIE-a y TFIIE-B, con masas moleculares de 57 y 34 kDa respectivamente (Ohkuma et
al., 1990; Peterson et al., 1991). La subunidad B de TFIIE se une a la regién nucleo del
promotor en -14 y -2 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién (+) (Robert et al.,
1996). TFIIE juega un papel crucial en el reclutamiento de TFIIH (Flores et al., 1992) y
en la regulacion de las actividades de TFIIH al promover la fosforilacién del dominio
carboxy-terminal (CTD) de la RNA Pol II, también inhibe la actividad helicasa de
TFIIH que es necesaria para el desenrrollamiento del DNA previo a la iniciacién de la
transcripcién. Ya que la fosforilacion de la RNA Pol II es la forma de la enzima que
elonga activamente los transcritos (O Brien et al., 1994), la habilidad del homeodominio
para atraer a TFIIE al complejo de iniciacion serviria para estimular la transcripcion para
incrementar la actividad kinasa de TFIIH, resultando en una completa fosforilaciéon del
dominio carboxi-terminal de la RNA Pol II, de esta manera, el homeodominio,

contribuye en la regulacién transcripcional a través de la interaccién con TFIIE-f.

Las estructuras tridimensionales de varios complejos homeodominio-DNA
revelan que los homeodominios a pesar que divergen en sus secuencias primarias estan
acomodados en una estructura globular muy similar (Kissinger et al., 1990) en la que la
especificidad de union HD-DNA reside en la hélice de reconocimiento, como se muestra
en la Figura 7. En contraste los aminodcidos que determinan la especificidad de las
interacciones proteina-proteina podrian estar expuestos probablemente posicionados en
el lado opuesto del homedominio que tienen contacto con el DNA, es decir las hélices 1
y II. En el caso de la hélice I se ha demostrado que Antp presenta interaccién molecular

a través del residuo 17 con otras homeoproteinas como Eyeless (Plaza et al., 2008).

Interesantemente, ensayos de BiFC realizados en nuestro laboratorio mostraron
interaccién entre Antp y TFIIE-B, adicionalmente la diseccién molecular del HD de
Antp en los que se deletd la hélice I (AntpAHI) y las hélices 1 y II (AntpAH1-2)
mediante ensayos de BiFC y transactivacion mostraron que la mutante AntpAHI fue

capaz de interactuar con TFIIE-fB, no asi la mutante AntpAH1-2 por lo que éstos
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resultados sugieren que la hélice II estd directamente implicada en la interaccion

molecular del HD de Antp con TFIIE-f (Cardenas-Chavez 2012).

Como los residuos en las, posiciones 32 y 36 estan localizados en la probable
superficie expuesta de la hélice II (Figura 7) podrian estar implicados en las
interacciones proteicas del homedominio ya que son idénticas o similares en los

homeodominios de Antp y otras homeoproteinas (Zhu y Kuziora, 1996).
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Figura 7. Posicion de los residuos 32 y 36 en la hélice II del HD. El esquema superior muestra las
secuencias aminoacidicas de los homeodominios de ANTP y otras homeoproteinas, los recuadros en rojo
sefialan las posiciones 32 (Iso) y 36 (His) de la hélice II que podrian estar implicadas en la unién proteina-
proteina ANTP-TFIIE-f. El esquema inferior muestra un modelo tridimensional del homeodominio y la
unién al DNA mediante la hélice III, se muestran ademads las posiciones de los residuos 32 y 36 de la
hélice II expuestas de manera contraria a la superficie en contacto con el DNA.

Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo de tesis es determinar si los
residuos aminoacidicos 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp estin involucrados en la

interaccién molecular proteina-proteina Antp-TFIIE.
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5. HIPOTESIS

Debido a que los residuos aminoacidicos 32 y 36 de la hélice II del
homeodominio de Antp estdn expuestos de manera contraria a la superficie de contacto
con el DNA podrian estar implicados en las interacciones moleculares proteina-proteina

de Antp con el factor general de transcripciéon TFIIE-f.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

Determinar si los aminoécidos 32 y 36 de la hélice II de Antp estan involucrados
en la interaccion molecular con TFIIE-B y analizar el efecto de estas interacciones en la

actividad transcripcional de Antp.

6.2 Objetivos Particulares

1. Analizar la interacciéon molecular proteina-proteina con las mutantes puntuales de
los aminodcidos 32 y 36 de la hélice II del homeodominio de Antp y TFIIE-B
mediante BiFC.

2. Determinar la interacciéon molecular proteina-proteina con mutantes dobles de los
aminodcidos 32 y 36 de la hélice II del homeodominio de Antp y TFIIE-f
mediante BiFC.

3. Evaluar la actividad transcripcional del las mutantes puntuales de los
aminodcidos 32 y 36 de la hélice II del homeodominio de Antp en presencia y

ausencia de TFIIE-p.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Construcciones plasmidicas para analizar la interaccion molecular de las

mutantes del HD de Antp con el factor transcripcional TFIIE-p en ensayos de BiFC
7.1.1 Plasmidos pCS2VC155-Antp mutagenizados

La construccién de los pldsmidos recombinantes pCS2-VC155AntpI32L, 132A,
H36R, H36A, I32L-H36R y I32A-H36A fue llevada a cabo mediante mutagénesis sitio-
dirigida en el plasmido pCS2-VCI155Antp utilizando el kit QuikChange®XL Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies, La Jolla, CA USA) y los correspondientes

oligonucledtidos sintéticos (Tabla I).

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la mutagénesis sitio-dirigida

Mutacion en el HD de Oligonucleétidos
Antp
I32L 5’ Antplso y IsoR
I132A I32A/F y I32A/R
H36R 5’AntpArg y ArgR
H36A H36A/F y H36A/R
I132L-H36R IR/Fy IR/R
I132A-H36A AA/Fy AA/R

Las reacciones de sintesis para cada una de las mutaciones consistieron en 5 pl
de buffer de reaccion 10X, de 5 a 50 ng del plasmido pCS2-VC155Antp, 125 ng de cada
oligonucledtido correspondiente, 1 pl de mix de dNTP’s, agua miliQ a un volumen final
de 50 pl y finalmente 1 pl de la DNA polimerasa PfuTurbo (2.5 U/ ul). Todos los
reactivos para dichas reacciones estdn incluidos en el kit, excepto el DNA plasmidico
templado el cual fue extraido mediante el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega Corporation, Madison, WI USA). El programa de ciclos

térmicos consistié en un primer ciclo de desnaturalizacién a 95°C por 30 seg y 18 ciclos
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con desnaturalizacién a 95°C por 30 seg, alineamiento de los oligonucledtidos a 55°C

por 1 min y una extensién a 68°C por 8 min.

La transformacién de las reacciones de mutagénesis se llevd a cabo en bacterias
E. coli DH5a calcio-competentes (Eficiencia > 1X10° colonias/ pg de DNA) resultando
en la obtencion de colonias que fueron inoculadas en 3 ml de medio LB para la posterior
extraccion de DNA plasmidico mediante Minipreparacién. La caracterizaciéon de los
plasmidos recombinantes se realizd mediante digestion con las enzimas de restriccion
diagndsticas BamHI y Xho. Posteriormente, se confirmé la mutagénesis de los
aminodcidos 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp mediante secuenciacion a través del

Servicio de Secuenciacion Automatizada de DNA del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM.
7.1.2 Transformacion de E. coli DH5a Ca++ competentes

La reaccién de transformacién se inici6 agregando en un tubo de 1.5 ml
(previamente enfriado en hielo), 50 pl de bacterias E. coli DH5a Ca++ con el DNA
requerido (50 pg de DNA por transformacion aproximadamente). Esta mezcla se incub6
en hielo durante 30 minutos, posteriormente fueron sometidas a un choque térmico a
42°C durante 1 minuto, transcurrido ese tiempo se incubaron en hielo durante 5 minutos.
Se agregaron 200 pl de medio LB a cada tubo y se incubaron con agitacion constante
180 rpm durante 30 minutos para permitir el restablecimiento de las células.
Posteriormente, se centrifugaron durante 20 segundos a 14,000 rpm, se eliminaron 200
ul del sobrenadante y se resuspendié la pastilla bacteriana en el volumen restante por
pipeteo y se sembraron en una placa de agar LB con ampicilina y se incubaron por 18
horas a 37°C. Las colonias obtenidas se inocularon en 3 ml de medio LB y antibidtico de
seleccion a 37°C en agitacion constante a 180 rpm durante 24 horas para la posterior
extraccion de DNA plasmidico para su andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa

y digestién con enzimas de restriccién diagnosticas.
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7.1.3 Extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina a pequeiia escala

(Minipreparacion)

Se transfirieron 1.5 ml de cada cultivo a tubos de 1.5 ml, se centrifugaron por 2
minutos a 14,000 rpm, se descarté el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla celular en
150 ul de solucién de lisis alcalina I (Tris-HC1 25 mM, EDTA 10 mM pH 8) por
agitacion con vortex, se incubd en hielo durante 5 minutos para posteriormente agregar
150 pl de solucién de lisis alcalina IT (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezcl6 por inversion y
se agregaron 150 pl de solucién de lisis alcalina III (KOH 5 M, CH3COOH 11.5%), se
mezclé nuevamente por inversion y se incubd a -20°C durante 5 minutos, al término de
la incubacion se centrifugaron durante 5 minutos a 14,000 rpm y se transfirid el
sobrenadante (aproximadamente 500 pl) a un tubo de 1.5 ml nuevo. A cada
sobrenadante se le agregaron 500 pl de isopropanol 100% y se mezcld por inversion,
posteriormente se incubaron a -20°C durante 10 minutos, al término fueron
centrifugados durante 10 minutos a 14,000 rpm para obtener la pastilla de DNA
plasmidico, se descartd el sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol al 70% y se
centrifugd durante 5 minutos a 14,000 rpm, se secO la pastilla por evaporacion y
finalmente se resuspendid la pastilla de DNA en 20 pl de agua mili-Q con RNasa’s

(10mg/ml). El DNA extraido fue verificado por electroforesis en gel de agarosa.

7.2 Analisis de interaccion mediante ensayos de Fluorescencia por

Complementacion Bimolecular (BiFC)

7.2.1 Preparacion de cubreobjetos con polyL-lisina

La visualizacion de las células HEK293 mediante microscopia de fluorescencia
requiri6 el cultivo de las células sobre cubreobjetos de 22 mm de didmetro estériles en
placas de 6 pozos. La preparacion de los cubreobjetos con poly-L-lisina (Sigma, Saint
Louis, Missouri USA) se realizo colocando una gota de poly-L-lisina al 0.01% en un
portaobjetos estéril y después se coloc6 un cubreobjetos sobre cada gota. Los
cubreobjetos-portaobjeto fueron sometidos a luz ultravioleta durante 20 minutos para su
esterilizacion, al cabo de este tiempo se retiraron los cubreobjetos utilizando pinzas
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estériles y se colocaron en cada pozo de la placa de cultivo. Finalmente, se sembraron

las células HEK293 a la densidad deseada.
7.2.2 Obtencion de plasmidos recombinantes y controles

La extraccion de los plasmidos recombinantes y controles a mediana escala se
realizé empleando el kit Qiagen Plasmid Midi (QIAGEN®Plasmid Handbook, January
1997) de acuerdo al protocolo de la casa comercial. El andlisis de la calidad y
concentracion de los diferentes DNAs plasmidicos se llevo a cabo mediante medicion de
absorbancia con luz ultravioleta y visualizacién en electroforesis de agarosa al 0.8%.
Los DNAs plasmidicos obtenidos presentaron una relacion absorbancia 260/280 > 1.8 y

una concentracion mayor de 0.5 pg/ul para los ensayos de interaccion BiFC.

7.2.3 Ensayos de co-transfeccion en células HEK293

Los ensayos BiFC se realizaron en células embrionarias HEK293 de epitelio renal
humano adaptadas a crecer en medio DMEM pH 7.3 (SIGMA, Saint Louis, Missouri
USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO, Carlsbad, CA. USA) en
una atmosfera de 95% de humedad, 5% CO, y 37 °C de temperatura. Las co-
transfecciones celulares consistieron en utilizar los plasmidos recombinantes de las
proteinas Antp 6 mutantes (AntpI32L, 132A, H36R, H36A, 132L-H36R y 132A-H36A)
fusionadas al fragmento VCI155 y el factor transcripcional fusionado al fragmento
VNm9 de la proteina fluorescente Venus. El plasmido control pECFPN-1 que codifica la
proteina fluorescente cian fue incluido en cada ensayo de transfeccién como control

positivo de la transfeccion.

Las células HEK293 fueron sembradas 24 hrs antes del ensayo de transfeccion a
una densidad de 1-3x10° células/pozo en placas de cultivo de 6 pozos (Corning Life
Sciences, Lowell, MA. USA) que contenian cubreobjetos tratados con poly-L-lisina. Las
transfecciones celulares fueron realizadas con el compuesto PEI de 25 kDa (Sigma
Aldrich, Milwaukee, IL. USA) que es un polimero cationico capaz de unirse al DNA y

formar complejos que se agregan y pueden introducirse a las células. La solucién de
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DNA se prepar6 diluyendo 6 ng de DNA plasmidico en NaCl 150mM en un volumen
final de 100ul por pozo, después se le agregd la solucioén de PEI (0.4 ul PEI (15mM en
99.6 pl NaCl 150mM) y se agit6 vigorosamente esta mezcla de reaccién por 15-20 seg.
Esta reacciéon fue incubada a temperatura ambiente por 30 min y posteriormente
agregada a las células HEK293. Las células transfectadas se incubaron a 37°C con 5%

CO; durante 24-48 hrs para su visualizacién mediante microscopia de fluorescencia.

7.2.4 Visualizacion de los complejos fluorescentes

El montaje de los cubreobjetos que contienen las células HEK293 transfectadas se
realiz6 afadiendo gotas de 10 ul de PBS 1X estéril sobre un portaobjetos y colocando el
cubreobjetos con las células dirigidas hacia la soluciéon de PBS, sobre cada gota. Las
células fueron inmediatamente observadas en el microscopio invertido de fluorescencia
Olympus IX-70 con un objetivo de 20 aumentos (20X) utilizando un filtro de excitacion
500 = 10 nm y un filtro de emisién 535 + 15 nm para la deteccion de la fluorescencia de
Venus asi como un filtro de excitacion 436 + 10 nm y emisién 470 + 30 nm para la
deteccion de la proteina fluorescente control ECFP. El porcentaje de células positivas de
interaccion se obtiene al realizar diferentes conteos de 100 células que presentan
fluorescencia de ECFP (fluorescencia color cian) de las cuales se determina el nimero
de células que muestran fluorescencia por complementacion (fluorescencia color

amarillo).

7.3 Construcciones plasmidicas para los Ensayos de Transactivacion

7.3.1 Plasmido pNPAC-AntpI32L

La construccion del plasmido recombinante pNPAC-AntpI32L se realizé6 mediante
mutagénesis  sitio-dirigida en el plasmido pNPAC-Antp utilizando el kit
QuikChange®XL Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies, La Jolla, CA USA)
y los oligonucleétidos sintéticos 5’ Antplso y IsoR. La reaccion de sintesis consistio en 5
pl de buffer de reaccion 10X, de 5 a 50 ng del plasmido pNPAC-Antp, 125 ng de cada

oligonucledtido, 1 pl de mix de dNTP’s, agua miliQ a un volumen final de 50 ul y
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finalmente 1 pl de la DNA polimerasa PfuTurbo (2.5 U/ul). E1 DNA plasmidico
templado fue extraido mediante el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega Corporation, Madison, WI USA). El programa de ciclos térmicos
consistié en un primer ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg y 25 ciclos con
desnaturalizacién a 95°C por 30 seg, alineamiento de los oligonucleétidos a 55°C por 1

min y una extension a 68°C por 8 min.

La transformacién de la reaccion de mutagénesis se llevé a cabo en bacterias E. coli
DH5a calcio-competentes (Eficiencia > 1X10° colonias/pug de DNA), las colonias
obtenidas fueron inoculadas en 3 ml de medio LB para la posterior extraccion de DNA
plasmidico mediante Minipreparacion. La caracterizacion de los pldsmidos
recombinantes se realizé mediante digestion con las enzimas de restriccion diagndsticas
Clal y Xhol. La mutagénesis fue confirmada mediante secuenciacién a través del
Servicio de Secuenciacion Automatizada de DNA del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM.
7.3.2 Plasmidos pNPAC-AntpI32A, H364 y H36A

Las secuencias codificantes de las proteinas AntpI32A, H36R y H36A fueron
obtenidas mediante PCR utilizando los oligonucleétidos sintéticos AntpNot5 vy
AntpNot3. Los pldsmidos pCS2-VC155Antp mutantes se emplearon como DNA
templado en las diferentes reacciones de PCR. La amplificacion gener6 los fragmentos
de 1100 pb que fueron clonados en el vector pTOPO para la obtencion mediante
Minipreparacion de los plasmidos pTOPO-AntpI32A, H36R y H36A de acuerdo al

protocolo de clonacién de la casa comercial Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, CA USA).

La linearizacion del vector pPNPAC-Antp (6357 pb) y la preparacion de los insertos
AntpI32A, H36R y H36A se llevd a cabo mediante la digestion de los pldsmidos
pTOPO-AntpI32A, H36R y H36A con la enzima de restricciéon Notl para su posterior
purificacion con el kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega
Corporation, Madison WI USA). La ligacion del vector pNPAC-insertos (relacion

molecular 1:10) fue transformada en bacterias E. coli DHS5a calcio-competentes
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(Eficiencia > 1X10° colonias/ png de DNA) para la obtencion mediante Minipreparacion
de los plasmidos recombinantes pNPAC-AntpI32A, H36R y H36A. La caracterizacion
de estos plasmidos recombinantes se realizé mediante digestion con las enzimas de

restriccion diagndsticas Xbal, BamHI y Pstl.
7.4 Analisis de la interaccion molecular mediante Ensayos de Transactivacion
7.4.1 Obtencion y purificacion de plasmidos productores y reporteros

La obtencion de los plasmidos productores y reporteros a mediana escala se realizé
empleando el kit Qiagen Plasmid Midi (QIAGEN®Plasmid Handbook, January 1997)
cuyo protocolo se basa en un procedimiento descrito por el proveedor correspondiente a
la técnica de Lisis Alcalina (Sambrook et al., 1989) seguido de la unién del DNA
plasmidico a una resina (columna) de intercambio i6nico bajo condiciones apropiadas de
pH y sales. Finalmente, el DNA es eluido de la columna usando el Buffer QF y
precipitado con un volumen de Isopropanol 100%. La pastilla de DNA fue lavada con 5
ml de etanol 70% para posteriormente secarla a temperatura ambiente y resuspenderla en
Iml de H,O mQ estéril. La calidad y concentracion de los DNAs plasmidicos obtenidos
se analiz6 mediante mediciéon de absorbancia con luz ultravioleta y visualizacion en
electroforesis de geles de agarosa al 0.8%. Estos DNAs plasmidicos deben presentar una
relacion de absorbancia 260/280 > 1.8 y una concentracion mayor de 0.5 pg/ul para los

ensayos de transactivacion.
7.4.2 Ensayos de transfeccion en células HEK293

Los ensayos de transactivacion se realizaron en células embrionarias HEK293 de
epitelio renal humano adaptadas a crecer en medio DMEM pH 7.3 (SIGMA, Saint
Louis, Missouri USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO, Carlsbad,
CA. USA) en una atmésfera de 95% de humedad, 5% CO, y 37 °C de temperatura. Las
co-transfecciones celulares consistieron en utilizar los plasmidos recombinantes pNPAC

productores de las proteinas Antp 6 mutantes (AntpI32L, I32A, H36R, H36A, I32L-
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H36R y I32A-H36A) y el factor transcripcional TFIIE-B, el pldsmido resportero
pGLHI11 y el plasmido control pcopiapgal.

Las células HEK293 fueron sembradas 24 hrs antes del ensayo de transfeccion a
una densidad de 4x10* células/pozo en placas de cultivo de 24 pozos (Corning Life
Sciences, Lowell, MA. USA). Las transfecciones celulares fueron realizadas con el
compuesto PEI de 25 kDa (Sigma Aldrich, Milwaukee, IL. USA). La soluciéon de DNA
se preparé diluyendo 2 pg de DNA plasmidico en NaCl 150mM en un volumen final de
50 ul por pozo, después se le agregé la solucién de PEI (0.4 ul PEI 15mM en 44.6 pl
NaCl 150mM) y se agitd vigorosamente esta mezcla de reacciéon por 15-20 seg. Esta
reaccion fue incubada a temperatura ambiente por 30 min y posteriormente agregada a
las células HEK?293. Las células transfectadas se incubaron a 37°C con 5% CO, durante
48 hrs, pasado ese tiempo se procedié a la obtencion de extractos celulares para los

andlisis correspondientes.
7.4.3 Preparacion de extractos celulares totales

La preparacion de extractos celulares consistié en remover el medio de cultivo de
cada y agregar 100 pul de Buffer de Lisis Pasiva 1X (Promega, Madison, WI USA). La
reaccion de lisis celular fue incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. El
contenido de cada pozo se transfirio a tubos individuales de 1.5 ml debidamente
etiquetados y se centrifugaron por 5 minutos a 14,000 rpm para obtener los
sobrenadantes en los cuales se encuentran las proteinas de interés, estos fueron
transferidos a tubos nuevos, etiquetados para su uso o inmediatamente almacenados a —

70 °C para evitar la inactivacion de las proteinas.
7.4.4 Cuantificacion de la expresion de los genes reporteros

La actividad del gen reportero 3-galactosidasa (3-gal) fue detectada mediante una
reaccion enzimatica llevada a cabo en tubos de 1.5 ml a un volumen final de 300 pl, con
211 pl de buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.3), 3 pul de buffer de magnesio (MgCl, 0.1 M,
B-mercaptoetanol 5M), 66 pl de CPRG (clorofenol rojo B-D-galactopiranésido) de
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Roche (Penzberg, Alemania) y 20 pul de extracto celular. La reaccion fue incubada por 2
horas a 37°C, al término de este tiempo es detenida al agregar S00ul de NaOAC 1M. La
cuantificacion se llevé a cabo midiendo la absorbancia de la reaccién a 574 nm. La
bioluminiscencia fue determinada siguiendo las instrucciones descritas en el kit Dual-
Luciferase®Reporter Assay System (Promega, Madison, WI, USA). Para la medicién de
luminiscencia se empleo la funcién de luminiscencia del lector de placas Synergy ™ HT
(BioTek® Instruments, Inc. Winooski, VT, USA). Se transfirieron 20 pl de extracto
celular a cada pozo de una placa de 96 pozos, el equipo de manera automatizada agregd
50 pl del sustrato del kit a cada pozo para la medicién de luminiscencia. La reaccion

enzimatica fue descrita como porcentaje de Unidades Relativas de Luz (%RLU).
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8. RESULTADOS

8.1 Construcciones plasmidicas para analizar la interaccion molecular de las

mutantes del HD de Antp con el factor transcripcional TFIIE-p en ensayos de BiFC

El plasmido pCS2-VC155Antp previamente construido por Cardenas-Chavez
2012 fue utilizado para realizar la mutagénesis sitio-dirigida de los residuos 132 y H36
del HD de Antp para analizar la interaccion molecular de éstas mutantes con el factor
transcripcional TFIIE-B. La generacion de los plasmidos mutagénicos se describe a

continuacion:

8.1.1 Construccion de los plasmidos pCS2-VC155AntpI32L, 132A, H36R y

H36A mediante mutagénesis sitio dirigida

Para la obtencién de los pldsmidos mutagénicos pCS2-VC155AntpI32L, 132A,
H36R y H36A se realiz6 la mutagénesis sitio-dirigida de los residuos 132 y H36 de la
hélice II del HD en el vector pCS2-VC155Antp como se muestra en la Figura 8A usando

el kit comercial y los oligonucledtidos descritos en la seccidn de Materiales y Métodos.

El DNA plasmidico de pCS2-VC155Antp y las cuatro clonas mutagénicas fueron
caracterizadas mediante digestion con la enzima de restriccion BamHI generando dos
fragmentos de 4148 y 1356 pb como se muestra en la Figura 8B (carriles 1-5). La
sustitucion 1321 generd un sitio de restriccidn para la enzima Xhol (Figura 9A) que no
estd presente en el plasmido pCS2-VCI155Antp. Por lo que la digestion de las clonas con
la sustitucion I32L con la enzima Xhol lineariz6 el plasmido como se muestra en la
Figura 1C (carriles 1 y 2) mientras que el plasmido pCS2-VC155Antp no fue digerido

como se esperaba (carril P).
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Figura 8. Construccion de los plasmidos pCS2-VC155AntpI32L, 132A, H36R y H36A mediante
mutagénesis dirigida. A) El esquema representa la mutagénesis sitio-dirigida en el vector pCS2-
VC155Antp de los residuos 132 y H36 para obtener las sustituciones 1321, I32A, H36R y H36A en la
hélice II del HD de Antennapedia. B) La digestion de los pldsmidos recombinantes pCS2-
VCI155AntpI32L, I32A, H36R y H36A con BamHI que muestra el patrén de restriccion del plasmido
pCS2-VCI155Antp (carril 1) y los plasmidos mutagénicos pCS2-VCI155AntpI32L (carril 2), pCS2-
VC155AntpI32A (carril 3), pCS2-VC155AntpH36R (carril 4) y pCS2-VC155AntpH36A (carril 5) con la
liberacion de los fragmentos de 4148 y 1356 pb. El carril M corresponde al marcador de peso molecular
APstl. C) La digestién con la enzima de restricciéon Xhol muestra la linearizacion del plasmido pCS2-
VC155AntpI32L (carriles 1 y 2) cuyo sitio fue generado con la sustitutiéon 132L, el carril P representa al
plasmido pCS2-VC155Antp que no contiene el sitio para Xhol.

La Figura 9A ilustra la confirmacion de las sustituciones 1321, I32A, H36R y
H36A mediante secuenciacion en los plasmidos mutagenizados, asi mismo se muestra el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas del HD de Antp y la ubicacion especifica

de los residuos 132 y H36 mutagenizados en la hélice II (Figura 9B).
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FX ¥ ¥ ¥ Fe N T Fede e de e e e e K KRR HRON H RN KKK ek e P b F % e 3 e e e e e ke % X

Figura 9. Confirmacion de los plasmidos pCS2-VC155AntpI32L, I32A, H36R y H36A. A). C) El
esquema muestra la confirmaciéon mediante secuenciacién de los cambios nucleotidicos en los codones
indicados en los recuadros en rojo después de la mutagénesis sitio-dirigida. Los recuadros a la derecha
muestran los codones correspondientes a los aminoacidos originales en la parte superior y en la inferior el
aminodcido mutagenizado en cada uno. Se sefiala la generacion del sitio de restricciéon para la enzima
Xhol en la sustituciéon [32L. B) El alineamiento de las secuencias aminoacidicas del HD de Antp muestra
los aminodacidos sustituidos mediante mutagénesis en los residuos 32 y 36 de la hélice II.

8.1.2 Construccion de los plasmidos pCS2-VC155AntpI32L-H36R y I32A-

H36A mediante mutagénesis sitio dirigida

Para la obtencion de los pldsmidos mutagénicos pCS2-VC155AntpI32L-H36R y
I32A-H36A se realizo la mutagénesis doble de los residuos 132 y H36 de la hélice II del
HD en el vector pCS2-VC155Antp (Fig. 10A) con los oligonucledtidos y el kit

comercial descrito en la seccion de Materiales y Métodos.

El DNA plasmidico de pCS2-VC155Antp de dos clonas mutagénicas obtenidas
fueron caracterizados mediante digestion con la enzima de restriccion BamHI (Figura

10B) que generd dos fragmentos de 4148 y 1356 pb (carriles 1, 2 y 3). La clona con la
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sustitucion [32L.-H36R también fue digerida con la enzima de restriccién Xhol que la
lineariza tal como se muestra en la Figura 10C (carril 1) mientras que la digestién del

plasmido pCS2-VC155Antp no fue linearizada por esta enzima diagndstica (carril 2).

A)
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Figura 10. Construccion de los plasmidos pCS2-VC155AntpI32L-H36R y I32A-H36A mediante
mutagénesis doble de las posiciones 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp. A) El esquema representa
la mutagénesis sitio-dirigida en el vector pCS2-VC155Antp de los residuos 132 y H36 de manera
simultdnea para obtener las sustituciones [32L-H36R y I32A-H36A. B) La electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% muestra el patrén de restriccion del plasmido recombinante pCS2-VCI155Antp (carril 1) y los
plasmidos mutagénicos pCS2-VC155AntpI32L-H36R (carril 2) y pCS2-VC155AntpI32A-H36A (carril 3)
con la enzima de restriccion BamHI. El carril M corresponde al marcador de peso molecular APstl. C) Se
muestra la linearizacién del plasmido pCS2-VC155AntpI32L-H36R (carril 1) con la enzima de restriccién
Xhol cuyo sitio fue generado con la sustitucién I32L. El carril M corresponde al marcador de peso
molecular APstl y el carril 2 al plasmido pCS2-VC155Antp que no presenta el sitio de restriccion para
Xhol.

Las mutantes dobles 132L-H36R y I32A-H36A en la hélice II de Antp fueron
confirmadas mediante secuenciacion de los plasmidos mutagenizados como se muestra
en la Figura 11A con las sustituciones nucleotidicas de los codones especificados en los

recuadros verdes. Asi mismo, en la Figura 11B se muestra el alineamiento de las
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secuencias aminoacidicas del HD de Antp y la ubicacién especificas de las sustituciones

I32L-H36R y I32A-H36A en la hélice I1.

A)
132L H36R
Iso — ATC His — CAC
Leu— CTC Arg — CGC
AR R R R R R R N R R R R RN E R RN R R R R EEEREEERNERRE
1000 1010 1020 1G36 1049 1050 1060 1070 1080
AntpHD AR G B GA G ' GG GAAGC A GGAG G AGA AARAGA
132L-H36R A2 G 3 GB G GG GAAG({s e 32 GGAG G AGA ABAGA
Xhol
132A H36A
Iso — ATC Elis=> CA@
Ala— GCC Ala — GCC
AR R AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R N R R RN EEEE
1000 1010 1020 1§38 1044Q 1050 1060 1070 1080 ~
AntpHD GA G GG GAAGC SAGA 5 A GGAG G AGA ARAGA
132A-H36A GA G GG GAAG({ees GAGA: G 5 A GGAG G AGA ABAAGA
B)
Hélice 1 Hélice 1I Heélice III
AntpHD RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN 60
AI32L-H36R RKRGRQTYTRYQTLELEKE FHFNRYLTRRRRLEIARAICLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN 60

*****‘k*************************:***:************************

Heélice 1 Heélice 11 Heélice II1
AntpHD RKRGRQTYTRYQTLELEKEFHFNRY[LTRRRRIEIAHALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN 60
AI32A-H36A RKRGRQTYTRYQTLELEKE FHFNRY[LTRRRRAEIAAALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN 60
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Figura 11. Confirmacién de los plasmidos recombinantes pCS2-VC155AntpI32L-H36R y pCS2-
VC155AntpI32A-H36A mediante secuenciacién. A) El esquema muestra la confirmacién mediante
secuenciacién de los cambios nucleotidicos (recuadros en rojo) luego de la mutagénesis sitio-dirigida
simultanea de las sustituciones [32A-H36A y [32L-H36R. Se sefiala con una flecha la generacién del sitio
de restricciéon para la enzima Xhol en la sustitucién I132L-H36R. B) El alineamiento de las secuencias
aminoacidicas del HD de Antp muestra la sustitucién mediante mutagénesis doble de los residuos 32 y 36
de la hélice II del HD.

8.2 Analisis de la interaccion molecular de la hélice IT del HD de Antennapedia con

el factor transcipcional TFIIE-B en ensayos de BiFC

Con el objetivo de analizar la interaccion proteina-proteina del HD de Antp y el
factor de transcripcion TFIIE-B se realizaron ensayos de Fluorescencia por
Complementacion Bimolecular (BiFC) que se basan en la reconstitucién o

complementacion de la fluorescencia de por los fragmentos carboxilo (VC155) y amino-
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terminal (VNm9) de la proteina fluorescente Venus cuando las dos proteinas
interaccionan especificamente entre si (Figura 12).

Absorcién (No hay emision Absorcién Emision
de fluorescencia)

Extremo N-
terminal de YFP

_—7

Extremo C-
terminal de YFP

~——

pCS2-VNm9-

-VC15
TFIIE-B pCS2-VC155

Antp

Después de la
complementacion
(BiFC)

Antes de la
complementacion
(BiFC)

Figura 12. Interaccion de Antp y TFIIE-p mediante Fluorescencia por Complementacion
Bimolecular (BiFC). El andlisis de interacciones proteina-proteina de Antp y TFIIE-f mediante BiFC se
analizaron mediante la fusion del factor transcripcional TFIIE-B al extremo amino terminal de la proteina
amarilla fluorescente Venus (YFP) y la fusién de Antp al extremo carboxilo terminal de la proteina Venus.
Después de la transfeccion en cultivo celular, cuando las proteinas se co-expresan si existe interaccion
entre ellas los extremos amino y carboxilo de Venus estardn lo suficientemente cerca para reconstituir la
fluorescencia emitiendo una sefial amarilla. Cuando no hay interaccién entre las proteinas aunque éstas
estén proximas no se observa la sefal fluorescente.

La realizacién de los ensayos BiFC consistié en la co-transfeccion de plasmidos
recombinantes del fragmento VC155 fusionado con las proteinas Antp, AntpAH1-2,
AntpI32L, AntpI32A, AntpH36R, AntpH36A, AntpI32L-H36R 6 AntpI32A-H36A y el
factor transcripcional TFIIE-B fusionado al fragmento VNm9. La proteina AntpAHI1-2
fue utilizada como control negativo porque presenta la delecion de las hélices I y II del
HD y no interactia con TFIIE-f (Cardenas-Chdvez 2012). Los plasmidos recombinantes
con las proteinas fusionadas el plasmido control pECFPNI1 fueron co-transfectados en

células embrionarias de rifion humano (HEK293).
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8.2.1 Analisis de la interaccion molecular de los residuos 32 y 36 de la hélice

IT del HD de Antp con TFIIE-$ mediante BiFC

Para analizar la interaccién molecular de los residuos 32 y 36 de la hélice II del
HD con TFIIE-f se llevo a cabo la co-transfeccion de los plasmidos recombinantes que
codifican para el fragmento VNm9 fusionado con TFIIE-B y las proteinas mutantes
AntpI32L, AntpI32A, AntpH36R y AntpH36A fusionadas al fragmento VC155. Los
pldsmidos usados en las transfecciones contenian buena calidad de DNA como lo
muestra la relaciéon 260/280 de 1.9 a 1.98 (Tabla II). La proteina Antp fue utilizada
como testigo positivo mientras que la proteina AntpAH1-2 con la delecién de las hélices
I y II del HD fue usada como testigo negativo. La co-transfeccion se llevd a cabo junto

con el plasmido control pECFPN-1 en células embrionarias de riiion humano HEK293.

Tabla II. Plasmidos utilizados en los ensayos de BiFC

Plasmido Concentracion (ng/pl) Absorbancia 260/280
pCS2-VC155Antp 738.2 1.91
pCS2-VC155AntpAH1-2 680 1.91
pCS2-VC155AntpI32L 745 1.92
pCS2-VC155AntpI32A 1150.8 1.9
pCS2-VC155AntpH36R 955.1 1.92
pCS2-VC155AntpH36A 968.3 1.98
pCS2-VNmITFIIER 785 1.9
pECFPN-1 946.1 1.97

La co-expresion de las proteinas de fusion TFIIE-B y Antp (Figura 13A) resultd
como se esperaba en la reconstitucion de la actividad de Venus (fluorescencia color
amarillo) en el 75% de las células transfectadas. Por el contrario, el testigo negativo
AntpAH1-2 disminuy6 notablemente (21%) su interaccién con TFIIE-B. Los resultados
con las homeoproteinas mutantes mostraron una disminucién significativa del porcentaje
de interaccién de TFIIE- con AntpI32L (29%), AntpI32A (31%), AntpH36R (23%) y
AntpH36A (25%) como se muestra en la Figura 13C-F en comparaciéon con el

porcentaje de interaccion con Antp. Estos resultados indican que los residuos 32 y 36 de
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la hélice II del HD de Antp tienen un papel importante en la interacciéon de esta

homeoproteina con el factor general de transcripcién TFIIE-p.

Antp AH1-2

Antp I32LI D Antp H36R

Antp I32A [ F Antp H36A

Figura 13. Interaccion proteina-proteina de TFIIE-B con las posiciones aminoacidicas 32 y 36 de la
hélice II del HD de Antp. Los ensayos BiFC se basaron en la co-expresion de las proteinas VC155-Antp
(A), VCI155-AntpAHI-2 (B), VC155-AntpI32L (C), VC155-AntpH36R (D), VC155-AntpI32A (E) 6
VC155-AntpH36A (F) con el plasmido codificante al factor transcripcional VN-TFIIE-B (A-F) en células
HEK?293. La fluorescencia en color amarillo en A) indica una interaccién proteina-proteina de TFIIE-f
con Antp correspondiente al 75%. Se observa una disminucion significativa del porcentaje de interaccién
de TFIIE-B con la sustitucién de los residuos 32 y 36 que va desde el 23 al 31% (C-D) en comparacién
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con el porcentaje de intreraccién con Antp (A). Esta disminucién en la interaccién corresponde
aproximadamente con la delecién de las hélices I y II de Antp en el testigo negativo (21%). Se co-
transfect6 el plasmido pECFPN-1 que codifica a la proteina fluorescente cian como control positivo de la
transfeccion.

8.2.2 Analisis de la interaccion molecular de la mutacion doble de los

residuos 32 y 36 en la hélice II del HD de Antp con TFIIE- mediante BiFC

Para analizar el efecto de la mutacion doble de los residuos 32 y 36 de la hélice 11
del HD en interaccion molecular con TFIIE-B se llevo a cabo la co-transfeccion de los
pldsmidos recombinantes que codifican para el fragmento VNm9 fusionado con TFIIE-3
y las proteinas mutantes AntpI32L.-H36R y AntpI32A-H36A fusionadas al fragmento
VCI155.

La co-transfeccion se llevo a cabo junto con el pldsmido control pECFPN-1 en
células embrionarias de rifion humano HEK293. Los resultados de la co-expresion de las
proteinas de fusion TFIIE-f y Antp mutantes dobles en la hélice II mostré6 una
disminucién significativa del porcentaje de interaccién de TFIIE- con AntpI32L-H36R
(12%) y AntpI32A-H36A (11%) como se muestra en la Figura 14C-D en comparacion

con el porcentaje de interaccién con Antp (78%).

Esta disminuciéon de la interaccion detectada en las mutantes dobles de los
residuos 32 y 36 mostré un mayor efecto en la interaccién con TFIIE-B que el testigo
negativo AntpAH1-2 (23%) (Figura 14B). Por lo que estos resultados mostraron que las
mutantes dobles eliminaron totalmente la interaccion de Antp con TFIIE-B lo que indica
que la interaccion molecular especifica proteina-proteina se realiza a través de los

aminodacidos 32y 36 de la hélice II del HD de Antp.
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B Antp AH1-2

I321L.-H36R D I132A-H36A

Figura 14. La mutacion doble de los residuos 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp elimina la
interaccion proteina-proteina de Antp con TFIIE-p. Los ensayos BiFC se basaron en la co-expresién
de las proteinas VCI155-Antp (A), VCI155-AntpAHI-2 (B), VC155-AntpI32L-H36R (C) 6 VCI155-
AntpI32A-H36A (D) con el factor transcripcional VN-TFIIE-f (A-D) en células HEK293. La
fluorescencia en color amarillo en A) indica una interaccién proteina-proteina de TFIIE-f con Antp en un
78% de las células transfectadas. Se observa la falta de interaccion de TFIIE-f con la sustitucién doble de
los residuos 32 y 36 en Antp con una disminucién hasta del 11-12% (C-D) en comparacién con el
porcentaje de intreraccién con Antp (A). Esta doble mutacién en Antp mostré un mayor efecto en la
interaccién con TFIIE-f que el testigo negativo (B) con las hélices I y II deletadas (23%). Se co-transfectd
el plasmido pECFPN-1 que codifica a la proteina fluorescente cian como control positivo de la
transfeccion.
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8.3 Construcciones plasmidicas para analizar la interacciéon molecular de las
mutantes del HD de Antp con el factor transcripcional TFIIE-B en ensayos de

transactivacion

Una vez que se determind la interaccion molecular de Antp-TFIIE-f a través de
los residuos aminoacidicos 32 y 36 de la hélice II de Antp decidimos realizar la
construccion de los plasmidos pNPAC codificantes a las proteinas AntpI32L, AntpI32A,
AntpH36R y AntpH36A en los andlisis de transactivacion como se describe a
continuacion.

8.3.1 Construccion del plasmido pNPAC-AntpI32L. mediante mutagénesis

sitio dirigida

La Figura 15A muestra la construccion del plasmido pNPAC-AntpI32L mediante
mutagénesis sitio-dirigida del residuo 132 en el plasmido pNPAC-Antp previamente
construido en el laboratorio mediante un kit comercial como se describié en Materiales y

Meétodos.

El DNA plasmidico de pNPAC-Antp y las tres clonas mutagénicas positivas
fueron caracterizados mediante digestion con la enzima de restriccion Clal (Figura 15B)
que generd tres fragmentos de 4433, 3252 y 889 pb (carriles 1-4). La sustitucion 132L
genero un sitio de restriccion para la enzima Xhol (Figura 15A) que no estd presente en
el plasmido pCS2-VCI155Antp. La digestion de las clonas con la sustitucion I32L con la
enzima Xhol generd la linearizacion del vector como se muestra en la Figura 15B

(carriles 5, 6 y 7) que no cort6 el plasmido pNPAC-Antp (carril 8).

Posteriormente se realizd la confirmacion de la sustitucion I32L mediante

secuenciacion en el plasmido mutagenizado como se muestra en la Figura 15C.
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Figura 15. Mutagénesis del plasmido pNPA\(b,‘O-kntp en la posicion 32 de la hélice II del HD. A) El
esquema representa la mutagénesis sitio-dirigida en el vector pNPAC-Antp del residuo 132 para la
construccién del vector mutagénico pNPAC-AntpI32L. B) El plasmido pNPAC-Antp analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% muestra el patrén de restriccién generado con Clal con la
liberacion de los fragmentos de 4433, 3252 y 889 pb (carril 1) asi como tres clonas positivas del plasmido
mutagénico pNPAC-AntpI32L (carriles 2, 3 y 4). También se muestra la linearizacién de los plasmidos
mutagénicos pNPAC-AntpI32L (carriles 5, 6 y 7) con la enzima de restriccion Xhol cuyo sitio fue
generado con la sustitutién 132L. El carril M corresponde al marcador de peso molecular APstl y el carril 8
al pldsmido pNPAC-Antp que no presenta el sitio de restricciéon para Xhol. C) El esquema muestra la
confirmacion mediante secuenciacion del cambio nucleotidico con el codén en el recuadro rojo) lo que
confirma la sustitucion I32L en la hélice II del HD de Antp. Asi mismo la secuenciacién del plasmido
muestra la generacién del sitio de restriccion para la enzima de restricciéon Xhol.

8.3.2 Construccion de los plasmidos pNPAC-AntpI32A y H36R

Para la construccion de los plasmidos recombinantes pNPAC-AntpI32A y H36R
se llevé a cabo la amplificacion mediante PCR de las secuencias codificantes de las
proteinas AntpI32A y H36R a partir de los plasmidos pCS2-VC155Antp mutagenizados,
posteriormente se realizé clonacion en el vector pTOPO y finalmente la subclonacién en

el vector pNPAC a través del sitio de restriccion Notl (Figura 16A).
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En la Figura 16B se muestra la amplificaciéon de los fragmentos AntpI32A y
H36R a partir de los pldsmidos pCS2-VC155Antp mutagenizados correspondientes a
1100 pb (carriles 1, 2 y 3). Los productos de PCR fueron clonados en el vector pTOPO
para la obtencion de los plasmidos recombinantes pTOPO-AntpI32A y H36R. La Figura
16C muestra la caracterizacion de la clonacién de AntpI32A en pTOPO con la enzima
de restriccion Xbal que generd los fragmentos 4814 y 186 pb (carril 1), con BamHI se
generaron los fragmentos de 3953 y 1138 pb (carril 2) y con Pstl los fragmentos de
3140, 1190y 761 pb (carril 3).

La caracterizacion con la enzima de restriccion Pstl (Figura 16D) de la clonacion
del fragmento H36R (carriles 1, 3, 4 y 5) mostr6 los fragmentos esperados. En la Figura
16E se muestra la caracterizacion de la subclonacién en el vector pNPAC del fragmento
AntpI32A (carril 3) con la enzima de restriccion Pstl que mostré los fragmentos
esperados de 5615, 1692 y 186 pb. De igual forma, en la Figura 16F se muestra la
subclonacién en el vector pNPAC de los fragmentos AntpH36R (carriles 1 y 2) que fue

digerida con la enzima de restriccion Pstl que liber6 los fragmentos esperados.
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Figura 16. Construccion de los plasmidos recombinantes pNPAC-AntpI32A y H36R. A)
Representacion esquematica de la amplificacion de los fragmentos AntpI32A, AntpH36R y AntpH36A a
partir de los vectores mutagénicos pCS2-VCI15-Antp mutagenizados, posteriormente se realizé la
clonacién en el vector pTOPO y subclonacién en el vector pPNPAC. B) El gel de agarosa al 0.8% muestra
la amplificaciéon mediante PCR de los fragmentos de 1150 pb correspondientes a AntpI32A (carril 1),
AntpH36R (carriles 2 y 3) utilizando los oligonucledtidos AntpNot5 y AntpNot3 para su purificacién y
clonacién en el vector pTOPO. C) La caracterizacion de la clonacién en el vector pTOPO del fragmento
AntpI32A se realizé con las enzimas de restriccion Xbal (carril 1), BamHI (carril 2) y Pstl (carril 3)
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mostrando los fragmentos esperados. D) La clonacién en el vector pTOPO del fragmento AntpH36R
(carriles 1, 3,4 y 5) con las enzimas de restriccion BamHI (carriles 1 y 2) y Pstl (carriles 4 y 5) mostr6 los
fragmentos esperados en comparacién con los carriles 3 y 6 que muestran clonas negativas. El carril M
corresponde al marcador de peso molecular APstl. E) La subclonacién en el vector pNPAC del fragmento
AntpI32A (carril 3) con la enzima de restriccién Pstl mostr6 los fragmentos esperados en contraste con los
carriles 1, 2 y 4 que contienen clonas negativas. El carril M corresponde al marcador de peso molecular
APstl. F) La subclonacion en el vector pPNPAC del fragmento AntpH36R (carriles 1 y 2) fue analizada con
la enzima de restriccion Pstl que liber6 los fragmentos esperados. El carril M corresponde al marcador de
peso molecular APstl.

8.4 Efecto de las mutaciones de los residuos 32 y 36 de la hélice II del HD de
Antp en la actividad transcripcional de Antp en presencia de TFIIE-p en ensayos

de transactivacion

Los ensayos de transactivacion se basaron en la co-transfeccion de los plasmidos
pNPAC productores de Antp 6 las mutantes con las sustituciones de los residuos 32 y
36, el plasmido productor de TFIIE-B y el plasmido reportero pGLHI11. Los plasmidos
productores y reporteros usados en las transfecciones contenian buena calidad en el
DNA como lo muestra la relacion de absorbancia 260/280 de 1.8 a 1.96 en la tabla III.
El plasmido reportero pGLH11 contiene un promotor con 11 sitios de unién de Antp y
que dirige la expresion del gen reportero Luciferasa (Figura 17) y el plasmido
pcopiaPgal fue utilizado como control interno para normalizar la transfecciéon (Tabla

10).

Tabla III. Plasmidos utilizados en los ensayos de Transactivacion

Plasmido Concentracion (ng/pl) Absorbancia 260/280
pNPAC-Antp 620 1.9
pNPAC-AntpAH1-2 540 1.8
pNPAC-Antpl32L 845 1.9
pNPAC-AntpI32A 1050.6 1.96
pNPAC-AntpH36R 956.5 1.8
pNPAC-VNm9TFIIER 867 1.9
pGLHI11 1020.5 1.91
pcopiaPgal 957.1 1.9
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Figura 17. Ensayo para analizar la actividad transactivadora de Antp en presencia de TFIIE-f. Los
ensayos de transactivacion consisten en la co-transfeccion de los plasmidos pNPAC-Antp (proteinas Antp
y mutantes), el plasmido pPAC-TFIIEB (factor transcripcional TFIIE-B) y el pldsmido pGLHI11que
contiene un promotor con 11 sitios de unién para la proteina Antp y esta fusionado con el gen LUC
(reportero luciferasa). La unién de Antp a los sitios de unién en el promotor activa la transcripcién del gen
reportero luciferasa y la adicion de TFIIE-B al interaccionar con Antp modifica la capacidad de unién de
Antp al promotor disminuyendo su capacidad transactivadora.

El andlisis de la actividad transcripcional de Antp y mutantes muestra que la
expresion simultdnea del factor transcripcional TFIIE-B disminuy6 la actividad
transcripcional de Antp (53%) debido a la formacioén del complejo Antp-TFIIEB. Las
proteinas AntpAH1-2, AntpI32L, AntpI32A y AntpH36R no mostraron una reduccion
significativa en su actividad transcripcional en presencia del factor TFIIE-f (Figura 18B)
en comparacion con la proteina Antp sin modificar. Estos resultados sugieren que los
residuos 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp son importantes en la interaccion
molecular de Antp con TFIIE-B ya que recuperaron la actividad transcripcional de la

homeoproteina Antp.
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Figura 18. La sustitucion de los residuos 32 y 36 de la hélice IT del HD de Antp afecta la activaciéon
de la transcripcion de Antp en presencia de TFIIE-B. A) El alineamiento del HD de Antp muestra que
las proteinas mutantes AntpI32L, AntpI32A, AntpH36R y H36A que presentan la sustitucion del residuo
132 por leucina o alanina y del residuo H36 por arginina o alanina. B) En la grifica se muestra el
porcentaje de la actividad transcripcional en Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU) de las proteinas
Antp y mutantes AntpAH1-2 (delecién de las hélices I y I del HD), AntpI32L, AntpI32A y AntpH36R en
ausencia (-) o presencia (+) del factor transcripcional TFIIE-B. El plasmido pcopiaPgal fue usado para
normalizar las transfecciones y cada barra representa la media de tres experimentos independientes y la

() #H 6 #H 6 H 60 ()
TFIE-B

desviacion estandar.
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9. DISCUSION

El objetivo de ésta tesis consistio en determinar si los residuos 32 y 36 de la
hélice II del homeodominio de Antp estdn involucrados en la interaccién proteina-
proteina de Antp y el factor transcripcional TFIIE-B. Para ello, en el trabajo
experimental de esta tesis se llevd a cabo la construcciéon de los pldsmidos mediante
mutagénesis sitio-dirigida de los residuos 32 y 36 del HD de Antp de manera puntual y
doble. Posteriormente, se determind el efecto de éstas mutaciones en la interaccion
molecular proteina-proteina con TFIIE- mediante ensayos de BiFC en cultivo celular y
finalmente se determiné el efecto de las mutaciones puntuales en la hélice II de Antp en

la actividad transcripcional de Antp en presencia de TFIIE-§ en cultivo celular.

Las construcciones de los pldsmidos recombinantes conteniendo Antp se
realizaron tomando en cuenta el andlisis de la secuencia aminoacidica de la hélice II del
homeodominio para determinar los aminodcidos expuestos de la hélice II. Como los
residuos 32 y 36 de la hélice Il de Antp se encuentran en una posicidn expuesta, se llevo
a cabo la mutagénesis sitio-dirigida mediante la cual se sustituyé el residuo 32-
Isoleucina por leucina (I32L) y por alanina (I32A). Asi mismo se sustituyo el residuo

36-Histidina por arginina (H36R) y por alanina(H36A).

Las construcciones plasmidicas para los ensayos de Fluorescencia por
Complementacion Bimolecular 6 BiFC (Kerppola, 2006; Saka et al., 2006) se realizaron
con la homeoproteina Antp y las mutantes de los residuos 32 y 36 fusionados con el
fragmento C-terminal (VC155) de la proteina fluorescente Venus y el factor general de
transcripcion TFIIE-B fusionado al fragmento N-terminal (VNm9) de Venus. Estos
ensayos se realizaron debido a que la evidencia experimental de la interaccién de Antp
con TFIIE-B fue descrita inicialmente en estudios in vitro en ensayos pull down (Zhu y
Kuziora 1994) y recientemente mediante ensayos BiFC en nuestro laboratorio por
Cérdenas-Chavez 2012 que determind la interaccion molecular proteina-proteina del HD
de Antp con TFIIE-B. Asi mismo, la diseccion molecular del HD de Antp mediante
delecion de la hélice T (AntpAH1) mostrdé la maduracion del fluoroforo Venus en la

mayoria de las células transfectadas, en contraste con la delecién de las hélices 1 y II
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(AntpAH1-2). Estos resultados indicaron que la interaccién proteina-proteina Antp-
TFIIER estd dada por el HD y de manera especifica a través de la hélice II. En
concordancia con éstos resultados el andlisis de interaccion molecular mediante BiFC
revel6 como se esperaba que la mayoria de las células transfectadas (75-78%) con la
proteina Antp y TFIIE-B mostraron la maduracién del fluoréforo Venus (Fig. 13A)
confirmando la interacciéon molecular Antp-TFIIEP, mientras que el testigo negativo no
mostré la interaccién (Fig. 13B). Los resultados de las interacciones moleculares por
BiFC con las mutantes puntuales de los residuos 32 y 36 de la hélice I de Antp
arrojaron una considerable disminucién de la interacciéon molecular en células positivas
transfectadas con AntpI32L (29%), AntpI32A (31%), AntpH36R (23%) 'y
AntpH36A(25%) en combinaciéon con TFIIE-B. Estos resultados de las mutantes Antp
32 y 36 fueron similares al porcentaje de interaccion obtenido en el testigo negativo en
la mutante AntpAH1-2 (21%) y en contraste con Antp-TFIIEB que si presenta
interaccion (75%). Asi mismo, las mutantes doble de los residuos 32 y 36 de la hélice II
del HD (AntpI32L-H36R y AntpI32A-H36A) fusionadas con el fragmento VC155 en el
andlisis de interaccién por BiFC mostraron una dréstica reduccién del porcentaje de
células positivas de interacciéon con TFIIE-f de 11% con AntpI32L-H36R y 12% con
AntpI32A-H36A. Lo cual indica que en conjunto estos dos aminoacidos de la hélice II
(I32 y H36) son importantes en la interaccion molecular proteina-proteina de Antp-
TFIIEB ya que el porcentaje de interaccion obtenido es menor que el del testigo negativo
(21%). Estos resultados confirman que los residuos aminoacidicos Iso32 y His36 estan
involucrados directamente en la interaccién de la hélice II del HD de Antp con TFIIE-p.
Esta interacciéon molecular especifica de Antp-TFIIEB podria extrapolarse a otras
homeoproteinas ya que Zhu y Kuziora en 1996 en cultivo celular mostraron in vitro que
el homeodominio de AbdB presenta interaccion con TFIIE-B (Zhu y Kuziora, 1996).
Adicionalmente, Hudry ef al. en 2011 en el anélisis de interaccion mediante BiFC en
embriones de Drosophila mostraron que la homeoproteina Abdominal-A (AbdA)
interactia con el factor general TFIIE-B in vivo. Lo que indica que la interaccién
probablemente sea a través de los mismos residuos aminoacidicos 32 y 36 en AbdA ya
que al igual que Antp corresponden a una isoleucina e histidina respectivamente. En

contraste, en el caso de AbdB corresponden a un triptéfano en la posiciéon 32 y una
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arginina en la posicién 36. Dado que los residuos aminoacidicos 32 y 36 son los mismos
en AbdA y Antp la interaccion molecular proteina-proteina podria extrapolarse a otros
homeodominios, ya que en otras homeoproteinas como Sex combs reduced (Scr) y
Ultrabitorax (Ubx) los residuos 32 y 36 también corresponden a isoleucina e histidina
respectivamente. Por otra parte, cuando sustituimos una histidina por una arginina en el
residuo 36 de Antp encontramos una disminucion de la interaccién del 23% por lo que la
arginina en el residuo 36 de AbdB podria indicar que hay otros residuos clave de la
hélice II involucrados en la interaccién del HD con TFIIE-B. Debido a lo anterior, un
andlisis de estas mutantes en ensayos BiFC e in vivo permitirian verificar la importancia
de los mismos en ésta interaccion, de igual forma el andlisis de otros residuos de la
hélice II contribuirdn en la determinacién de los aminoécidos con una funcién biolédgica

relevante en la interaccién TFIIEPB con Antp y otras homeoproteinas.

Estas interacciones moleculares son importantes ya que se ha demostrado que
Antp interactia con la proteina Eyeless (EY) (Plaza er al., 2001) y el andlisis mediante
BiFC demostr6 que la interaccion Antp-EY ocurre a través del residuo E19 de la hélice 1
del HD de Antp, ya que la sustitucion del aminodcido Glutdmico 19 por Glicina (E19G)
en la hélice I del HD fue suficiente para bloquear la interaccion Antp-EY (Plaza et al.,
2008). Estos resultados en conjunto indican que el homeodominio es capaz de llevar a
cabo muiltiples funciones regulatorias a un nivel molecular ya que ademds de la
interaccion proteina-DNA en la hélice III de reconocimiento estd involucrado en

interacciones proteina-proteina a través de las hélices I y 11

Por otro lado, éstos resultados de interaccion molecular Antp-TFIIEB mediados
por la hélice II junto con la interaccion de Antp con otros factores generales de
transcripcion como BIP2 mediada por el tetrapéptido YPWM (Prince et al., 2008) y TBP
mediada por el extremo amino terminal de Antp (Cardenas-Chavez 2012) ponen en
evidencia las interacciones de las homeoproteinas con miembros de la maquinaria basal
de transcripcion, mostrando el potencial de éstas para interactuar con varias clases de
factores transcripcionales a través de diferentes dominios funcionales. La mayoria de

estos andlisis han sido realizados mediante BiFC en cultivo celular y el andlisis de las
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interacciones moleculares proteina-proteina in vivo por Hudry y colaboradores en 2011
con las homeoproteinas Antp y AbdA abre la posibilidad para la identificacién y
visualizacién de las interacciones moleculares proteina-proteina directamente en las

regiones enddgenas de los embriones o discos imaginales en Drosophila in vivo.

Finalmente, también se analizé la actividad transcripcional de las mutantes
AntpI32L, AntpI32A y AntpH36R usando como testigos positivo y negativo
respectivamente a Antp y la mutante AntpAH1-2 (Cardenas-Chavez 2012) en ensayos de
transactivacion en células HEK293 en presencia y ausencia de TFIIE-f. La presencia de
TFIIE-B como se esperaba no ocasiond una disminucién significativa en la
transactivacion del testigo negativo AntpAH1-2 (2%) (Figura 18B). De la misma forma
tampoco se encontré efecto en la transactivacion de las mutantes AntpI32L (14%),
AntpI32A (10%) y AntpH36R (17%). Estos resultados indican que la mutacidn de estos
residuos rescatd la actividad transcripcional de Antp. En contraste, en el testigo positivo
Antp se observd una reduccion de su actividad transactivadora en presencia de TFIIE-f3
de un 53% (Fig. 18B) indicando que los residuos 32 y 36 son necesarios para la
interaccién molecular entre Antp y la subunidad f del factor transcripcional general por
lo que esta interaccion sin duda afecto la actividad transcripcional de Antp en los sitios
blanco de unién al DNA. De manera similar, Zhu y Kuziora en 1996 en cultivo celular,
mostraron que los HDs Antp y AbdB presentan interaccion con TFIIE-f para estimular
la transcripcion y esta interaccion es independiente de la union al DNA por parte de las

homeoproteinas Antp y AbdB in vitro (Zhu y Kuziora, 1996).

La importancia de la interaccion entre TFIIE- y el HD de Antp en la regulacién
transcripcional puede radicar a nivel bioquimico, ya que TFIIE promueve la
fosforilacion del dominio carboxiterminal (CTD) de la RNA polimerasa II por parte de
TFIIH (Ohkuma y Roeder 1994; Okuda et al., 2008), por otro lado también inhibe la
actividad helicasa de TFIIH que podria ser requerida para desenrollar la doble hélice de
DNA antes del inicio de la transcripcion. TFIIE podria ser reclutado al promotor a través
de interaccion directa con activadores de transcripcion especificos, como los HDs de

Antp y AbdB (Zhu y Kuziora 1996), AbdA (Hudry et al., 2011) 6 otros HDs. Una vez
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reclutado, TFIIE interactia directamente con TFIIF, TFIIB, la RNA Pol II y colabora en
el reclutamiento de TFIIH (Flores et al., 1989; Maxon et al., 1994; Okamoto et al.,
1998; Yokomori et al., 1998; Watanabe et al., 2003; Forget et al., 2004). TFIIE se une a
la RNA Pol II cerca de su centro activo y en el promotor aproximadamente 10 bases rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcidn, dénde se desenrolla (Douziech et al., 2000;
Kim et al., 2000; Forget et al., 2004). Dado que se sabe que tanto TFIIE como TFIIH
tienen funciones significativas en el inicio de la transcripcion y en la elongacion de la
misma (Drapkin et al., 1994; Goodrich y Tijan 1994), la habilidad del HD de atraer a
TFIIE al complejo de iniciacion podria contribuir a la estimulacién de la transcripcion al

potenciar la actividad de TFIIH.

De forma alternativa y ya que TFIIE regula las actividades enziméticas de TFIIH,
las cuales son necesarias en los pasos subsiguientes a la formacion del complejo de
iniciacion, entre ellos, promover el desenrrollamiento en el promotor, se ha propuesto
que TFIIE podria ser removido del complejo luego de la fosforilacién de la RNA Pol 11
(Drapkin et al., 1994). A la par de los cambios conformacionales que ocurren en el
complejo de iniciacion y que alteran el acceso a los factores generales de trancripcion, la

remocion de TFIIE del complejo podria ser facilitada por la interaccion con un HD.

El factor transcripcional TFIIE estd formado por un heterodimero ¢
heterotetrdmero constituido de las subunidades o y B (Jawhari et al., 2006; Okhuma,
1997; Okhuma et al., 1990) involucradas en la interaccién con la forma no fosforilada de
la RNA polimerasa II asi como el reclutamiento y regulacién de las actividades ATPasa,
quinasa y helicasa de TFIIH (Lee y Young, 2000; Lu ef al., 1992; Okhuma y Roeder,
1994). Ademads, la subunidad pequena de TFIIE (TFIIE-a) reconoce el DNA de cadena
sencilla (ssDNA) 6 doble (dsDNA) y colabora con los factores TFIIB y TFIIF-f durante
la formacion del PIC a través del dominio bHL (Watanabe er al., 2003; Okuda et al.,
2000; Okamoto et al., 1998). Lo anterior sugiere que la interaccion de la hélice II del
homeodominio de Antp con TFIIE-f podria alterar la interaccién con otras proteinas,
modificando la actividad quinasa de TFIIH ¢ la tasa de elongacién de la RNA

polimerasa II. Otra posibilidad es que la interacciéon Antp-TFIIE-f permita la retencién
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de TFIIE en sitios cercanos al promotor favoreciendo la reiniciacion de la transcripcion
de manera similar que otros activadores transcripcionales (Lee y Young, 2000; Zhu y
Kuziora, 1996; Struhl, 1996; Zawel et al., 1995). La interaccion molecular Antp-TFIIEf
presenta diferentes mecanismos en la regulacion de la maquinaria transcripcional por lo
que la activacién o disminucién podria contribuir a la determinacion de la especificidad

funcional del HD de Antp durante el desarrollo de Drosophila melanogaster.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron concluir lo siguiente:

e Las mutaciones puntuales de los residuos 132 y H36 de la hélice II del
homeodominio de Antennapedia redujeron moderadamente la interaccién
molecular proteina-proteina con el factor general de transcripciéon TFIIE-B. La
interaccion se disminuy6é en AntpI32L (29%), AntpI32A (32%), AntpH36R
(23%) y AntpH36A (25%).

e L[a mutagénesis doble de los residuos 32 y 36 del HD de Antp redujo
significativamente la interaccion de ésta homeoproteina con TFIIE-B hasta el
11% con AntpI32L-H36R y 12% con AntpI32A-H36A.

e La falta de interaccién molecular de Antp con TFIIE-B debido a la mutacion de
los residuos I32 y H36 en la hélice II de Antp recuperé la actividad
transactivadora de Antp en cultivo celular ya que en los ensayos de
transactivacion no se encontrd efecto significativo en la transactivacién de las

mutantes en ausencia y presencia de TFIIE-f.

Los resultados obtenidos muestran evidencia de que los residuos 32 y 36 de la
hélice II de Antp estdn involucrados en la interacciéon molecular de ésta homeoproteina
con el factor general de transcripciéon TFIIE-B. Debido a ello, seria de gran importancia
la realizacion de un andlisis de las mutantes de éstos residuos en ensayos BiFC in vivo,
lo cual permitiria verificar la importancia de los mismos en ésta interaccion, de igual
forma resultaria interesante la realizacion del andlisis de otros residuos de la hélice 1I

para determinacidn de su funcidn bioldgica relevante en la interaccion de Antp-TFIIE.

La liga de Antp con la maquinaria basal transcripcional y el alto grado de
conservacion evolutiva de los homeodominios mostrados en ésta tesis abren la
posibilidad para el andlisis de la interacciéon de TFIIE- con otras homeoproteinas, lo
que aportaria informacién valiosa para la determinacion de los mecanismos que dan
lugar a la especificidad funcional de las homeoproteinas durante el desarrollo de

Drosophila melanogaster.
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APENDICE 1

LISTA DE OLIGONUCLEOTIDOS

5’ Antplso

S'CTACTTGACCCGTCGGCGAAGGCTCGAGATCGCCCACGCCCTGTG 37

IsoR

5'CACAGGGCGTGGGCGATCTCGAGCCTTCGCCGACGGGTCAAGTAG 3

I32A/F

S’CTACTTGACCCGTCGGCGAAGGGCCGAGATCGCCCACGCCCTGTG 37

I32A/R

5S'CACAGGGCGTGGGCGATCTCGGCCCTTCGCCGACGGGTCAAGTAG 3

5’AntpArg

5" CGGCGAAGGATCGAGATCGCCCGCGCCCTGTGCCTCACGGAGCGC 37

ArgR

5'GCGCTCCGTGAGGCACAGGGCGCGGGCGATCTCGATCCTTCGCCG 37

H36A/F

5S'TCGGCGAAGGATCGAGATCGCCGCCGCCCTGTGCCTCACGGAGCG 3

H36A/R

5S'CGCTCCGTGAGGCACAGGGCGGCGGCGATCTCGATCCTTCGCCGA 3
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IR/F

5’ACCCGTCGGCGAAGGCTCGAGATCGCCCGCGCCCTGTGCCTCACG 3°

IR/R

S’CGTGAGGCACAGGGCGCGGGCGATCTCGAGCCTTCGCCGACGGGT 37

AA/F

5’ACCCGTCGGCGAAGGGCCGAGATCGCCGCCGCCCTGTGCCTCACG 37

AA/R

5'CGTGAGGCACAGGGCGGCGGCGATCTCGGCCCTTCGCCGACGGGT 37

AntpNot5

5'GCGGCCGCATGACGATGAGTACAAAC 3~

AntpNot3

5'GCGGCCGCCGATCCTACTGCG 37
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