UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del homeodominio de Antennapedia
son necesarios para la interaccion con TFIIEP y para su especificidad
funcional en D. melanogaster

POR

M.C. CLAUDIA DALILA ALTAMIRANO TORRES

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON ORIENTACION
EN INMUNOBIOLOGIA

DICIEMBRE, 2018



Los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del homeodominio de
Antennapedia son necesarios para la interaccion con TFIIEP y
para su especificidad funcional en D. melanogaster

COMITE DE TESIS

DRA. DIANA RESENDEZ PEREZ
Director de tesis

DRA. CRISTINA RODRIGUEZ PADILLA
Secretario

DR. PABLO ZAPATA BENAVIDES
Vocal

DR. FERMIN MAR AGUILAR
Vocal

DRA. ANA CAROLINA MARTINEZ TORRES
Vocal

San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn Diciembre, 2018



LUGAR DE TRABAJO

El trabajo experimental para la realizacion de esta tesis se llevé a cabo en la Unidad de
Biologia del Desarrollo, perteneciente al Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, en la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, bajo la

direccion de la Dra. Diana Reséndez Pérez.



“Desde (o profundo de los cromosomas...”
Jorge Drexler



AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis la Dra. Diana Reséndez Pérez, por permitirme y apoyarme para
continuar en mi camino como investigador, gracias por la paciencia, y por sus valiosas ensefianzas

académicas y de vida.

Gracias al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca de

manutencién otorgada, y por el empuje que da al desarrollo de la ciencia en nuestro pafs.

A mi comité de tesis: Dra. Cristina Rodriguez Padilla, Dr. Pablo Zapata Benavides,
Dr. Fermin Mar Aguilar y Dra. Ana Carolina Martinez Torres por la asesoria brindada

durante el desarrollo y la revisidn de este proyecto.

A todos los integrantes de la Unidad de Biologia del Desarrollo, por la asesoria en temas
cientificos y mundanos, la amistad, el compafierismo, el apoyo, por todo; Nancy (por siempre
apoyarnos a todos en los terrenos administrativos), Citlali, Paco, Vianey, los Rubénes, Azeneth,

Gustavo, Alely, Marcela, Freinet, Samantha, a todos.

A la Dra. Janneth Salinas (Jeannie) por el constante apoyo, presencial y a distancia, por

ensefarme a trabajar con la mosquita a la que tanto miedo le tenia. Gracias.

AlaM.C. Alejandra Arreola por su invaluable apoyo de edicién en el articulo cientifico,

gracias y abajo el Impact Factor.

A mis amigos del doctorado: César Romo Sdenz y Marcela de Luna Saldivar, por
acompafiarme y ser soporte durante todas las vicisitudes que acompafaron esta aventura llamada
doctorado y luego las vicisitudes profesionales. Gracias, los quiero. A las chicas del coro, Melina,

Cecy, Lucero, Dulce, Yaya, siempre en los mejores eventos.

A las secretarias de posgrado de la FCB, Ménica Vazquez y Mirthala Paez, gracias por

todo el apoyo brindado durante el posgrado y en los tramites de titulacion.

{1;iIGRACIAS A TODOS!!!!



DEDICATORIA

A MIS PADRES

Este trabajo estd dedicado a mis padres, a su carifio y el gran ejemplo que representan para
mi y mis hermanos.

Gracias por su constante e incondicional apoyo, por su paciencia, consejos, y su gran labor
como padres.

A MIS HERMANOS

Adrian, Ismael, Fernanda y Ana; el carifio, el afecto y la unidad que me han brindado
siempre, son incomparables e insustituibles. Espero algin dia obtener la mitad de la
fortaleza que ustedes tienen, los admiro muchisimo.



INDICE

COMITE DE TESIS 1
AGRADECIMIENTOS 4
DEDICATORIA .....oouiitinnininsaicsnnssnnsansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssass 5
LUGAR DE TRABAJO 2
INDICE DE FIGURAS 10
INDICE DE TABLAS 12
ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA 13
RESUMEN 15
ABSTRACT 16
1. INTRODUCCION 17
2. ANTECEDENTES 19
2.1 Genes homedticos 19
2.2 Antennapedia 22
2.2.1 Especificidad funcional del Homeodominio 23
2.2.2 Tetrapéptido YPWM 25
2.2.3 Regulacion génica 26
2.3 Interacciones moleculares proteina-proteina 26
2.4 Interacciones de Antp con la Maquinaria Basal de
Transcripcion .28
2.4.1 Antp-Bip2 30
2.4.2 Antp-TBP 30
2.4.1 Antp-TFIIEB 30
3. JUSTIFICACION 34
4. HIPOTESIS 34
5. OBJETIVOS 35
ESTRATEGIA GENERAL 36
6. MATERIALES Y METODOS 37
6.1 Analisis de la interaccion Antp-TFIIEf mediante
BiFC en Drosophila 37




6.1.1 Construccion de pUASTattB-VCAntp™?A-H3%A para
microinyeccion

6.1.2 Microinyeccion de embriones para obtener la linea de
moscas transgénica UAS-VCAntp"32A-H364

6.1.3 Mantenimiento y amplificaciéon de D. melanogaster

6.1.4 Sexado, colecta y realizacion de cruzas

6.1.5 Sistema Binario UAS/Gal4

6.1.6 Cruzas genéticas para analizar la interaccion Antp-
TFIIEB mediante BiFC en embriones de D. melanogaster

6.1.6.1 Colecta y decorionizacion de embriones para su
observacion al microscopio confocal

6.1.7 Cruzas genéticas para analizar la interaccion Antp-
TFIIEP en discos imaginales de D. melanogaster

6.1.7.1 Diseccion y procesamiento de discos imaginales

para su observacion al microscopio confocal

6.2 Analisis de la actividad funcional de la mutante

Antp32A-H36A ep ]as transformaciones homedéticas en D.
melanogaster

6.2.1 Construccion de pUASTattB-Antp™2AH36A  para
microinyeccion

6.2.2 Microinyeccion de embriones para obtener la linea de

moscas transgénica UAS-Antp!32A-H364

6.2.3 Cruzas genéticas para determinar la actividad
funcional de Antp™?A-H3A ep ]a involucién de la cabeza y las
transformaciones toracicas en D. melanogaster

6.2.3.1 Colecta y procesamiento de embriones para el

analisis de cuticulas emMDrioNArias ..cc.c.ccereeeeerenirenerennerrenserensereanenes

6.2.3.2 Preparacion de cuticulas embrionarias .........ccceevcevreeerriinnnne

6.2.4 Cruzas genéticas para analizar la actividad funcional

de la mutante en las transformaciones antena-tarso

6.2.4.1 Diseccion de cabezas y antenas de D. melanogaster

para la toma de forografias ..........ccccccevercrenenenenenenenenenenenenesenennnenens

6.3 Analisis de la actividad funcional de la interaccion

Antp-TFIIEf en la transformacion antena-tarso en
Drosophila

6.3.1 Cruzas genéticas para analizar la actividad funcional
de la interaccion Antp-TFIIEf en la transformacion antena-

tarso en Drosophila

37

39
39
39
41

42

43

44

45

46

46

48

48

49
50

50

51

52

52



6.3.1.1 Diseccion de adultos y toma de fotografias de

CabeZAas Y ANLENAS .......uuvuuiuiuiiiiiiiiiiinii e
6.4 Analisis del efecto de los factores TBP, TFIIB,
TFIIAy, Bip2, EXD y AbdB en la interaccion Antp-
TFIIE mediante ensayos de BiFC competitivo en cultivo

celular

7. RESULTADOS

6.4.1 Preparacion de plasmidos pCS2 BiFC y pPAC-TBP, -
TFIIB, -TFIIAy, -Bip2, -EXD y -AbdB para las co-
transfecciones

6.4.2 Ensayos de co-transfeccion en células HEK293

6.4.3 Visualizacion de los complejos fluorescentes

7.1 Interaccion proteina-proteina de Antp con TFIIEp
mediante BiFC in vivo en D. melanogaster

7.1.1 Construccién del plasmido pUASTattB-VCAntp™*A-
H36A

7.1.2 Obtencion de lineas de moscas transgénicas UAS-

vC Antpl32A.H36A

7.1.3 La interaccion molecular proteina-proteina Antp-
TFIIEP depende de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD
in vivo

7.1.4 La interaccion molecular proteina-proteina Antp-
EXD no fue afectada por la mutacion de los residuos 32 y 36
de la hélice 2 del HD

7.1.5 La doble mutante del HD en la hélice 2 no afecté la
funcién de union al DNA ni la capacidad transactivadora de
Antp

7.2 Actividad funcional de la doble mutante Antp'32A-H36A

en las transformaciones homeodticas en D. melanogaster

7.2.1 Construccion del plasmido pUASTattB-Antp'32A-H36A

7.2.2 Generacion de lineas de moscas transgénicas UAS-

Antpl32A-H36A

7.2.3 Los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de Antp son
requeridos para la actividad funcional de Antp

7.2.4 La mutacion de los residuos 32 y 36 del HD de Antp no
permitio la transformacion antena-tarso

54
55
56
57

57

57

58

59

63

64

66
66

68

68

71



7.3 La interaccion Antp-TFIIEf es requerida para la
transformacion antena-tarso

7.4 Los factores de transcripcion TBP, Bip2, TFIIB,
TFIIAy, EXD y AbdB afectan la interaccion Antp-

TFIER

7.4.1 Los GTFs TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAy, asi como las
homeoproteinas EXD y AbdB interfieren en la interaccion
Antp-TFIIEf en cultivo celular

8. DISCUSION

9. CONCLUSIONES

10. PERSPECTIVAS

APENDICE I- Listado de oligonuclétidos disefiados

APENDICE II- Lineas transgénicas utilizadas en esta tésis

APENDICE III- Construccién de pNPAC-Antp'32A-H36A

11. BIBLIOGRAFIA

RESUMEN BIOGRAFICO

73

76

77
80
86
87
88
89

.91

92



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de expresion de los complejos Hox

Figura 2. Conservacion evolutiva y organizacion genémica
de los genes homedticos..

Figura 3. Estructura génica de Antennapedia..

Figura 4. Interaccion del homeodomino de Antp con el
DNA

Figura 5. Alineamiento y comparacion aminoacidica de
homeoproteinas en Drosophila..

Figura 6. Ensamblaje de la maquinaria basal de
transcripcion de la RNA Pol 11

Figura 7. Interaccion proteina-proteina de TFIIEf con el
HD de Antp

Figura 8. Posicion de los residuos 32 y 36 en la hélice 2 del
HD

Figura 9. Estrategia general para analizar la interaccion

Antp-TFIIEB in vivo
Figura 10. Dimorfismo sexual de Drosophila melanogaster

Figura 11. Sistema UAS/Gal4

Figura 12. Esquemas de cruzas genéticas para obtener
lineas UAS con las proteinas de fusion BiFC

Figura 13. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la
expresion de las proteinas BiFC a embriones

Figura 14. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la
expresion de las proteinas BiFC a discos imaginales

Figura 15. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la
expresion de Antp y Antp'3A-H36A 4 1a region cefilica de
embriones

Figura 16. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la
expresion de Antp y Antp'3?A-H36A 3] disco antenal

Figura 17. Esquemas de cruzas genéticas para co-expresar
las proteinas BiFC en el disco imaginal de la antena

Figura 18. Principio del ensayo de BiFC competitivo

Figura 19. Construccion del plasmido recombinante
pUASTattB-VCAntp324-H36A

Figura 20. La interaccion Antp-TFIIE es dependiente del
HD de Antp en los residuos 32 y 36 de la hélice 2 en
embriones de D. melanogaster

10

20

21
22

24

25

29

31

32

36

40

41

42

43

45

49

51

53
54

58

60



Figura 21. Interaccion Antp-TFIIEp mediante los residuos
32 y 36 de la hélice 2 del HD en discos imaginales de D.
melanogaster

Figura 22. Analisis estadistico de la interaccion Antp-

TFIIEP mediante BiFC en embriones y discos imaginales
Figura 23. Localizacion nuclear de la doble mutante

Figura 24. Interaccién Antp32A-H36A_EXD en cultivo celular
y embriones.

Figura 25. La doble mutante Antp3?A-H36A o5 capaz de
unirse al DNA y activar la transcripcion

Figura 26. Construccion del plasmido recombinante

pUASTattB-Antp!32A-H36A
Figura 27. La mutante Antp'3?A-H36A no afecté la involucion

de la cabeza en embriones de D. melanogaster
Figura 28. La expresion ectépica de la mutante Antp'322-
H36A afectd la transformacion antena-tarso en adultos

Figura 29. La interaccion AntpHD-TFIIEP es requerida
para la transformacién antena-tarso

Figura 30. Niveles de expresion de Antp y TFIIEB
detectados mediante inmunofluorescencia.

Figura 31. GTFs: TBP, Bip2, TFIIB, TFIIAy vy
homeoproteinas AbdB Y EXD interfieren en la interaccion
proteina-proteina Antp-TFIIE]

Figura 32. Andlisis estadistico del efecto de otros FTs en la
interaccion Antp-TFIIEP mediante BiFC competitivo.

Figura 33. Construccion del plasmido recombinante
PNPA C-Antp!32A-H36A,

11

61

62
63

64

65

67

70

73

75

76

78

79

91



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Programa de PCR para la amplificacion de VC-

AnthSZA-H36A

Tabla II. Programa de PCR para la amplificacién de Antp'3?A-
H36A

Tabla III. Plasmidos utilizados en los ensayos de BiFC
competitivo

TABLA 1IV. Lineas transgénicas de D. melanogaster obtenidas
mediante microinyeccion del plasmido pUASTattB-

VCAntp'32-H36A
TABLA V. Lineas transgénicas de D. melanogaster obtenidas

mediante microinyeccion del plasmido pUASTattB-Antp'3A-
H36A

TABLA VI. Efecto de la expresion ectopica de Antp y la
mutante en la involucion de la cabeza y en la transformacion
T1-T2

TABLA VII. Cuantificacion del nivel de transformacion de la
antena

TABLA VIIL Lista de oligonucledtidos disefiados

TABLA IX. Lineas de moscas transgénicas utilizadas en esta
tesis

12

46

55

59

68

71

75
88

89



ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

aa’s Aminoécidos
AbdA Abdominal A
AbdB Abdominal B
Antp Antennapedia
BiFC Fluorescencia por Complementacién Bimolecular
Bip2 Factor Asociado a TBP 155 (TAFII155)
Dl Distalless
DNA Acido Desoxiribonucleico (Desoxiribonucleic Acid)
Dpp Decapentaplegic
dNTP Desoxinucleétidos trifosfatados
EXD Extradenticle

FT Factor de Transcripcion
GTFs Factores Generales de Transcripcion
HD Homeodominio

Hth Homothorax
Kb Kilobases
LB Luria-Bertoni
ug Microgramos
ul Microlitros
MED Complejo Mediador
Med19 Subunidad 19 del complejo Mediador
Mg Miligramos

mg/ml Miligramos por mililitro
ml Mililitros
mM Milimolar
ng Nanogramo
nt Nucledtidos
ng/pl Nanogramos por microlitos

pb Pares de bases
PBS Buffer salino de fosfatos

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PIC Complejo de Pre-iniciacion
Ptc Patched

RLU Unidades Relativas de Luminiscencia

RNA Acido Ribonucleico (Ribonucleic Acid)

RNAmM RNA mensajero
rpm Revoluciones por minuto
Scr Sex combs reduced
SFB Suero fetal bovino

13



TBP
TagPol
TFIIAYy

TFIIB
TFIER
Tm

Ubx

uv

U/ul

VC
VN
YPWM

Proteina de Union a Caja TATA

DNA polimerasa derivada de Thermophilus aquaticus
Subunidad y del Factor de Transcripcion 11 A
Factor de Transcripcién 11 B

Subunidad B del Factor de Transcripcion II E
Temperatura media de alineamiento
Ultrabithorax

Ultravioleta

Unidades por microlitro

Fragmento C-terminal de Venus

Fragmento N-terminal de Venus

Motivo Tirosina-Prolina-Tript6fano-Metionina

14



RESUMEN

Las homeoproteinas constituyen una familia de factores de transcripcién con un
papel predominante para determinar el plan corporal de un embrién durante el desarrollo.
Estas contienen el homeodominio (HD) de unién al DNA que aumenta su especificidad al
interactuar con cofactores adicionales constituyendo el interactoma. En Drosophila, la
primera liga de interaccién funcional con un factor general de transcripcion (GTF) se
encontré entre Antennapedia (Antp) y BIP2 (complejo TFIID). Las proteinas Hox también
interactian con otros componentes de la maquinaria basal de la RNA Pol II, como la
subunidad Med19 del complejo Mediador (MED), TFIIEB y el factor de pausa de la
transcripcion M1BP. Todas estas interacciones muestran claramente que en la regulacioén
transcripcional dirigida por Hox estdn implicadas diversas proteinas, sin embargo, el
mecanismo molecular preciso no es del todo claro. En esta tesis, nos centramos en la
interfase proteina-proteina de Antp-TFIIEP para determinar los contactos especificos de
interaccion, asi como su importancia funcional in vivo. La estrategia experimental
consistié en analizar la interaccion de las proteinas mediante el uso de Fluorescencia por
Complementacién Bimolecular (BiFC) in vivo en embriones y discos imaginales de
Drosophila. Los resultados mostraron muy evidentemente que TFIIEP interactia con
Antp a través de la hélice 2 del HD, especificamente las posiciones de aminoacidos 132 y
H36 de Antp. Para determinar que estas dos posiciones en la hélice 2 son cruciales para la
funcién homeodtica de Antp en la involucion de la cabeza y las transformaciones tordcica
y antena-tarso, se realizaron ensayos de expresion ectdpica. De manera interesante, la
sobreexpresion de Antp y TFIIEPB en el disco imaginal de antena mostré que esta
interaccidn es indispensable para la transformacién antena-tarso. También se determind,
mediante BiFC competitivo que los GTFs: TBP, Bip2, TFIIB y TFIAy, y las
homeoproteinas EXD y AbdB afectaron la interaccion dimérica Antp-TFIIE sugiriendo
la formacién probable de complejos triméricos. Nuestros resultados muestran claramente
que los aminoécidos 32 y 36 en la hélice 2 de Antp HD son necesarios para la interaccion
con TFIIEB y para la especificidad funcional de Antp, lo que abre la posibilidad para
analizar su funcion en el control transcripcional de activacion y/o represion de genes

blanco en el interactoma Hox durante el desarrollo de Drosophila.
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ABSTRACT

Homeoproteins contain the conserved homeodomain (HD) and have an important
role determining embryo body plan during development. HDs increase their DNA-binding
specificity by interacting with additional cofactors outlining a Hox interactome with a
multiplicity of protein-protein interactions. In Drosophila, the first link of functional
contact with a general transcription factor (GTF) was found between Antennapedia (Antp)
and BIP2 (TFIID complex). Hox proteins also interact with other components of Pol II
machinery such as the subunit Med19 from Mediator (MED) complex, TFIIEB and
transcription-pausing factor M1BP. All these interactions clearly demonstrate Hox-driven
transcriptional regulation, but the precise molecular mechanism remains unclear. In this
thesis, we focused on the Antp-TFIIE protein-protein interface to establish the specific
contacts as well as its functional role in vivo. Using Bimolecular Fluorescence
Complementation (BiFC) in vivo we found that TFIIEP interacts with Antp through the
HD independently of the YPWM motif and the direct physical interaction is at helix 2,
specifically aminoacidic positions 132 and H36 of Antp. We also found, through ectopic
assays, that these two positions in helix 2 are crucial for Antp homeotic function in head
involution, and thoracic and antenna-to tarsus transformations. Interestingly,
overexpression of Antp and TFIIEP in the antennal disc showed that this interaction is
required for the antenna-to-tarsus transformation. We also determined by competitive
BiFC in cell culture that the GTFs: TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAy, as well as homeoproteins
EXD and AbdB interfere with the Antp-TFIIEf dimeric interaction, suggesting the
probable formation of trimeric complexes. In conclusion, interaction of Antp with TFIIER
is important for the functional specificity of Antp, and amino acids 32 and 36 in Antp HD
helix 2 are key for this interaction. Our results open the possibility to more broadly analyze
Antp-TFIIEP interaction on the transcriptional control for the activation and/or repression

of target genes in the Hox interactome during Drosophila development.
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1. INTRODUCCION

En Drosophila, las homeoproteinas constituyen una familia de factores de
transcripcion (FTs) responsables de especificar la identidad corporal a lo largo del eje
anteroposterior de un embrién en desarrollo, juegan con un papel fundamental en la
morfogénesis y evolucidn de los metazoarios (Lewis et al., 1984; Gehring, 1987; Mann y
Morata, 2000), controlan funciones celulares diversas como migracién, morfologia
celular, proliferacion, apoptosis y diferenciacion (Cerdd-Esteban y Spagnoli, 2014;
Taniguchi, 2014). Estas proteinas contienen el homeodominio (HD), un motivo de unién
a DNA de 60 aminoacidos mediante el cual especifican identidad tisular regulando la
expresion de genes blanco (Gehring et al., 1995). Los HDs son motivos altamente
conservados que reconocen secuencias nucleotidicas muy similares y que se repiten con
mucha frecuencia en el genoma, planteando la interrogante de coémo proteinas tan
similares son capaces de especificar de manera precisa identidades corporales diversas.
Entre los modelos propuestos para explicar esta especificidad funcional se encuentra la
interaccion de éstas con proteinas de distintas clases, se ha demostrado que son capaces
de interactuar con otros factores de regulacion transcripcional como cofactores Hox o
factores generales de transcripcion (GTFs), e incluso con RNAs no codificantes, proteinas
de matriz celular y complejos remodeladores de cromatina (Bobbola er al., 2017),
estableciendo redes de interaccion Hox a través de una amplia variedad de interacciones

proteina-proteina.

La homeoproteina Antennapedia (Antp) se expresa en el nucleo de células de la epidermis
tordcica del embrion y de varios segmentos del sistema nervioso central y periférico, su
funcién 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 toracicos
(Struhl, 1981; Casares y Mann, 1998). Antp interacciona a través del dominio peptidico
altamente conservado, YPWM, con cofactores como EXD y factores generales de
transcripcion (GTFs) como BIP2 (TFIID), siendo ésta la primera liga de una
homeoproteina con la maquinaria basal (Prince ef al., 2008). Posteriormente se demostro

que, ademds de Antp, otras homeoproteinas interactiian con la maquinaria basal a través
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la subunidad Med19 del complejo Mediador (MED) (Boube et al., 2014). Se sabe también
que TFIEP interactia con Antp, Sex combs reduced (Scr), Ultrabithorax (Ubx),
Abdominal A (AbdA) y Abdominal B (AbdB) in vivo en Drosophila (Hudry et al., 2011;
Baeza et al., 2015), y en nuestro laboratorio se determiné que la hélice I del HD de Antp
a través de las posiciones 32 y 36 estd directamente implicada en la interaccién con TFIIEB
(Cardenas-Chavez 2012; Altamirano-Torres 2014) en cultivo celular. En esta tesis se
muestra evidencia de la importancia de los residuos 32 y 36 de la hélice II del HD de Antp
en la interaccion molecular proteina-proteina con TFIIEB en un contexto in vivo en
Drosophila, asi mismo, se determiné que la interaccién Antp-TFIIE es necesaria para la
funciéon ectépica de Antp en las transformaciones tordcicas y antena-tarso.
Adicionalmente, encontramos que TBP, Bip2, TFIIB, TFIIAy, EXD y AbdB afectan la
interaccion proteina-proteina entre Antp y TFIIEP en cultivo celular postuldndolos como
probables colaboradores triméricos de Antp-TFIIE. Estos resultados proveen evidencia
valiosa que contribuye con el esclarecimiento de los mecanismos para establecer la
especificidad funcional de Antp y dada la alta conservaciéon del HD, esta informacion
puede ser extrapolada a otras homeoproteinas en la regulacion de los procesos finos del

desarrollo en D. melanogaster.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Genes homedticos

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
de regulacion génica en espacio y tiempo que culminan con la integracién arménica de
estructuras y 6rganos 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 que ocurren espontineamente en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, y que causan el cambio de identidad de segmentos corporales completos
acufiando el termino "homeosis™ para definir la mutacién por la que un segmento del
cuerpo adquiere la identidad de otro segmento (Bateson, 1894). El andlisis de estas
mutaciones llevo al descubrimiento y caracterizacion molecular de los genes homedticos
(Garcia, 1977). Estos genes codifican factores de transcripcion que presentan una
secuencia altamente conservada denominada homeobox de 180 pb que codifica para un
polipéptido de 60 aminoécidos conocido como homeodominio (HD) mediante el cual son
capaces de interactuar con el DNA y regular la expresion de genes blanco durante el
desarrollo embrionario (Gehring, 1987; McGinnis et al., 1984; Scott y Weiner, 1984
Gehring et al., 1994).

En Drosophila, los genes homéoticos estan organizados en dos complejos localizados en
el tercer cromosoma separados por aproximadamente 8 millones de bases: el Complejo
Antennapedia (ANT-C) contiene los genes labial (Ib), proboscipedia (pb), Deformed
(Dfd), Sex combs reduced (Scr) y Antennapedia (Antp), mientras que en el Complejo
Bithorax (BX-C) se encuentran los genes Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abdA) y
Abdominal-B (AbdB) (Fig. 1). En el adulto, los genes del complejo ANT-C especifican las
caracteristicas morfoldgicas de la cabeza y los segmentos toracicos T1 a T3, mientras que
los genes del complejo BX-C determinan la identidad morfolégica de los segmentos

abdominales Al a A8 (Fig. 1B) (Gilbert y Barresi, 2016).
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Figura 1. Esquema de expresion de los complejos Hox. En la imagen se esquematiza el mapa de expresion
de los genes homedticos en el embridn y adulto de Drosophila melanogaster. A) Ubicacion de los genes de
los complejos Antennapedia (ANT-C) y Bithorax (BX-C) en el cromosoma, existe colinealidad de la
expresion de los genes Hox con los segmentos embrionarios a lo largo del eje anteroposterior de Drosophila.
B) Regiones corporales de la mosca adulta originadas de la expresion tejido-especifica de los genes Hox.
Modificado de Gilbert y Barresi 2016.

La expresion de los genes homedticos estd regulada a su vez por la acciéon temprana de
genes maternos y de segmentaciéon 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 patrén inicial de expresion de los genes homedticos es modulado y
refinado por interacciones regulatorias cruzadas entre los mismos genes que conforman
los complejos ANT-C y BX-C (Hafen et al., 1984; Harding et al., 1985). La expresion
espacial correcta de los complejos hométicos 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 o activando respectivamente (Schuettengruber et

al., 2007).
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Se ha identificado a los genes Hox en distintos grupos de organismos ademds de
Drosophila, confirmando su alta conservacion evolutiva, en organismos de mayor
complejidad existe una mayor cantidad de pardlogos derivados de duplicaciones a lo largo
de la historia evolutiva (Fig. 2). Destaca su funcién en el desarrollo embrionario de
distintas especies de vertebrados como peces y distintos mamiferos incluido el humano e
invertebrados como insectos e incluso microorganismos eucariotas como levaduras
(Heffer y Pick, 2013). Se han comparado los genes homeéticos de mamiferos con los dos
complejos homedticos de Drosophila, y se encontrd que, las secuencias nucleotidicas, las
proteinas codificantes, la organizacién génica y los patrones de expresion son similares
en ambos grupos sugiriendo que estos complejos surgieron en un organismo ancestral
comutn antes de la divergencia evolutiva entre insectos y vertebrados (Akam, 1989;

Hayashi y Scott, 1990; Patel y Prince, 2000).
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M musculus L HoxD1_H Hoxbe |H Hoxb? |HHoxb3 | Hoxbs |—{ Hoxb6 [HGRET HIFGAEE H Hoxbd Hoxb13 |-
cd - Hoxch Hoxct Haxcd HHoxc 10 HHaxc 11 HHoxe12 HHoxe 13 1
Hoxd ] Hoxce [HER3EH Hoxdd HHoxd 10 HHoxd 11 HHoxd12 HHoxd13 -

Figura 2. Conservacion evolutiva y organizacion genémica de los genes homeoticos. A) A la izquierda
se muestra un embrién de Drosophila estadio 13 con las regiones de expresion de los genes Hox en los
diferentes segmentos corporales (Mb, mandibular; Mx, maxilar; Lb, labial; T1-T3, segmentos tordcicos;
Al1-A9, segmentos abdominales). A la derecha se muestra el esquema de un embrién de ratén (Mus
musculus) en estadio 12.5, con los dominios de expresion Hox a lo largo del eje craneocaudal. (R1, R4 y
R7, rombémeras craneo-posteriores). En ambos esquemas los colores corresponden con los genes Hox
esquematizados en B). B) Esquematizacion de los grupos de genes Hox en el genoma del nematodo
Cenorhabditis elegans, D. melanogaster y M. musculus. En vertebrados existe una mayor cantidad de genes
pardlogos. Los genes ortélogos entre grupos y especies estdn marcados con el mismo color.

Modificado de McGinnis et al., 2005.
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2.2 Antennapedia

En Drosophila, el gen homeético Antp codifica la proteina Antennapedia (Antp)
que consiste en tres regiones; una regién (N-terminal) de 295 aminoécidos (aa’s), seguida
de la porcién llamada repeticion CAX de 130 aa’s rica en glutamina, el homeodominio de
60 aa’s y 23 aa’s que conforman el extremo C-terminal (Fig. 3). La proteina Antp se
expresa en el nicleo de células de la epidermis tordcica del embridn y de células de varios
segmentos del sistema nervioso central y periférico (Carrol et al., 1986), actia
principalmente sobre los segmentos mesotoracicos, es decir, las regiones de los tres pares
de patas y regiones especificas del mesotérax dorsal embrionarios (Fig. 1A), le confiere

identidad al 2do par de patas en el torax del adulto (Fig. 1B).

Gen Antp

Homeobox

1 2 3 4 5 6 7 l 8
IO—#—0—#———#—CHD—HH

/N

NH2 /] coon
\

Homeodominio

Proteina Antp

Figura 3. Estructura génica de Antennapedia. Diagrama esquematico que muestra la organizacion
estructural del gen Antp, los exones del 1 al 8 estan separados por siete intrones. El homeobox esté localizado
en el exon 8, por lo que el HD se localiza cerca del extremo carboxilo terminal (COOH) de la proteina Antp.

Tomado de Schnewly et al. 1986.

La funcién de Antp ha sido revelada por mutaciones de ganancia y pérdida de funcién
(Schnewly y Gehring, 1985; Martinez-Arias, 1986); la falta de funcién de Antp resulta en
letalidad embrionaria y muerte larvaria, asi como en la transformacién de los segmentos
tordcicos T2 y T3 en estructuras mas anteriores con algunas caracteristicas de T1 y de
segmentos de la cabeza, por otro lado, mutantes homedticas de ganancia de funcién
muestran que Antp ocasiona la transformacién de antenas por patas cuando se expresa en
la antena, un lugar donde normalmente no se encuntra (Pattatucci y Kaufman, 1991). Los

niveles més altos de expresion de Anfp ocurren en la region ventral del 2do segmento
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tordcico, donde inicia la cascada de eventos para suprimir el desarrollo de la cabeza en
esta region y promover el desarrollo de los apéndices torédcicos (Struhl, 1981; Carroll et
al., 1986). Por lo tanto, en D. melanogaster, las antenas y las patas, que son estructuras
homélogas, se forman diferencialmente como resultado de la ausencia o presencia de Antp
respectivamente. Antp promueve la identidad de pata mediante la represion de genes
determinantes de la antena. Durante el desarrollo larvario en los discos imaginales de pata,
Antp previene el desarrollo de la antena reprimiendo directamente genes determinantes
de antena como homothorax (Hth) y distalles (DIl), esto es regresando la ruta del
desarrollo de apéndices al estado basal (Cdsares y Mann, 1998: Emerald et al., 2003).
Antp también es requerida en la formacion del intestino medio (Reuter y Scout, 1990) asi
como en el desarrollo apropiado del sistema nervioso periférico de Drosophila (Heuer y

Kaufman, 1992).

2.2.1 Especificidad funcional del homeodominio

El andlisis de los homeodominios de distintas proteinas mediante Resonancia
Magnética Nuclear en solucion y Cristalografia de Rayos X confirmaron la estructura
tridimensional, constan de tres a-hélices bien definidas y un brazo N-terminal flexible que
no asume una estructura definida en solucidén es decir presenta una alta flexibilidad
(Gehring et al., 1990; Gehring et al., 1995). El andlisis de los complejos Antp-DNA
mostré que los contactos principales se localizan en la hélice 3 que se une al surco mayor
del DNA mediante los residuos Ile47, GIn50, Asn51 y Met54 y el extremo N-terminal de
la hélice 1 se une al surco menor mediante la Arg5 (Fig. 4) (Otting et al., 1990; Qian et
al., 1992; Mann et al., 2009). La mayoria de estos ensayos de unién al DNA usaron las
secuencias “TAAT” en la hebra lider y “ATTA” en la hebra complementaria como sitios

de unién al HD (Kalions y O Farrell, 1993).
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Figura 4. Interaccién 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 N-terminal de la
hélice 1 con el surco menor.

Tomado de Qian et al., 1992.

La delecion del brazo N-terminal del HD de Antp mostré que, aunque la estructura del
HD permanece intacta, su afinidad de unién al DNA disminuyd, lo anterior indica que el
contacto con el DNA desde el extremo N-terminal de Antp es indispensables para su
interaccion con el DNA (Qian et al., 1994). Experimentos genéticos realizados in vivo en
Drosophila mostraron que la sustitucioén reciproca de cuatro residuos del extremo N-
terminal entre Antp y Scr, modificaron la especificidad funcional de Antp por la de Scry
viceversa (Furukubu-Tokunaga et al., 1993). Lo anterior demuestra la importancia
funcional de estos residuos y sugieren fuertemente que el extremo N-terminal de los HDs
estd involucrado en interacciones con otras proteinas accesorias y/o factores

transcripcionales que permiten la especificidad funcional de los mismos.
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2.2.2 Tetrapéptido YPWM

Comparaciones en la secuencia de aminodcidos de las diferentes homeoproteinas
mostraron que ademads del HD, el tetrapéptido “YPWM” (Tirosina-Prolina-Tript6fano-
Metionina) es otra regién peptidica altamente conservada entre estas proteinas. Este
motivo se encuentra localizado rio arriba del brazo N-terminal flexible del HD y el nimero
de aminodcidos que separan al tetrapéptido YPWM de la regién N-terminal es variable en

las distintas homeoproteinas (Fig. 5).

(109) NNS..TNF.NK.LT....oo PuRevunnss
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A M) RO Mo snesionioosis

Figura 5. Alineamiento y comparaciéon aminoacidica de homeoproteinas en Drosophila. Los residuos
aminoacidicos del HD se numeran del 1 al 60 y los residuos N-terminal donde se incluye el tetrapéptido
YPWM se enumeran de -1 hasta -19. El nimero de aminoécidos entre el motivo YPWM y el HD se muestra
en paréntesis para cada homeoproteina.

Tomado de Passner et al., 1999.

El anélisis 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. Cuando Antp silvestre se expresa
ectopicamente en la region cefélica de embriones en desarrollo ocasiona pérdida de la
involucidn de la cabeza y la transformacion del segmento protoracico (T1) a mesotoracico
(T2), y su expresion en la antena la transforma en una pata. Papadopoulos y colaboradores
en 2011 demostraron que la mutacién del motivo YPWM de Antp eliminé su capacidad
de transformacién homedética ya que observaron fenotipos larvarios y antenales normales
cuando sobreexpresaron la mutante en la region cefalica de Drosophila, confirmando que
el motivo YPWM es necesario e indispensable para la actividad funcional in vivo de Antp

(Papadopoulos et al., 2011).
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2.2.3 Regulacion génica

La regulacién de la expresiéon de Antp ocurre a nivel de sus promotores, 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), ambos promotores presentan sitios de unién para complejos
de silenciamiento Polycomb (Zink et al., 1991). La transcripcién del promotor P1 es
ademds activada por la proteina de dedos de zinc Kruppel (Kr) y reprimida por las
homeoproteinas Ubx y AbdA, mientras que la proteina producida por el promotor P2 es
activada por las proteinas Hunchback (hb) y fushi tarazu (ftz) e inhibida por la proteina
Oskar (Boulet y Scott, 1988; Irish et al., 1989). La represion de Antp por Ubx y AbdA es
conocida como supresion fenotipica o prevalencia posterior, en la cual los genes
homedticos posteriores reprimen la expresion de los genes anteriores. Antp también es
regulada negativamente por DII, spineless (ss) y dachshund (dac) en discos imaginales

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

2.3 Interacciones moleculares proteina-proteina

En un modelo descriptivo simple sobre la funcién de las homemoproteinas, cada
una interactda con una secuencia especifica reguladora a través del HD para controlar la
transcripcion 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 un contexto diferente (Bondos y Tan, 2002; Hughes y
Kaufman, 2002; Grienenberger et al., 2003). Ademads, la misma proteina homeo6tica puede
utilizar diferentes aminoécidos para unirse a distintos sitios en el DNA (Remacle et al.,
2002). En consecuencia, la uniéon al DNA de una homeoproteina aislada no provee la
especificidad necesaria para la regulacién génica contexto-especifica in vivo; “paradoja
Hox”. Una posible respuesta al mecanismo de especificidad funcional radica en las
interacciones proteina-proteina con cofactores, en este sentido se ha comprobado que las
homeoproteinas Scr, Antp, Ubx y AbdA (Chan et al., 1994) incrementan su afinidad y

especificidad cuando se unen al DNA cooperativamente con Extradenticle (EXD),
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perteneciente a la subclase PBC de proteinas con homeodominio TALE (por sus siglas en
inglés: three amino acid loop extension) y que contienen el motivo conservado PBC en el
extremo N-terminal del HD (Burglin, 1997; Moens y Selleri, 2006). La interaccién con
EXD ocurre mediante el motivo YPWM Yy altera la seleccion de sitios de unién en el DNA
confiriendo especificidad, y en casos especificos, puede cambiar el modo de transcripcién
(Pinsonneault et al., 1997; Passner et al., 1999; Mann y Morata, 2000). EXD contribuye
con la especificidad funcional actuando como cofactor de las proteinas homeoticas,
mutaciones en exd alteran la identidad de algunos segmentos corporales sin alterar el

patrén de expresion de los genes homedticos (Rauskolb et al., 1993).

Estos datos sugieren la existencia de un modelo mds complejo en el cual participan
cofactores que contribuyen con la especificidad funcional de cada homeoproteina
(Hayashi y Scott, 1990). Esta hipdtesis se ha visto respaldada por reportes de interaccion
proteina-proteina entre homeoproteinas y proteinas de diversas clases, se sabe que son
capaces de interactuar con otros factores de regulacion transcripcional como cofactores
Hox o GTFs, incluso se ha descrito la interaccion de homeoproteinas con moléculas como
RNAs no codificantes, proteinas de matriz extracelular y complejos remodeladores de

cromatina, entre otras (Bobbola et al., 2017).

Las homeoproteinas Dfd, Antp, AbdA y Ubx interaccionan in vivo en embriones de
Drosophila con Med19, una subunidad del Complejo Mediador de la transcripcién junto
con la maquinaria basal, y en estas interacciones participa el HD (Boube et al., 2014).
Baeza y colaboradores en el 2015 describieron la interaccion de Scr, Antp, Ubx, AbdA 'y
AbdB con 35 factores de transcripcion, por ejemplo, encontraron que Antp presenta
interaccion con 18 de ellos (Doc2, Apt, Su(H), Mam, Twi, Mad, Mef2, Slou, DII, Eve,
Svp, Srp, Sal, Tsh, Kr, Pnt, TFIIEB y Bin), y analizaron el papel de YPWM en dichas
interacciones. Observaron que la versién de Antp con el motivo YPWM mutado (Antp')
mostré un patréon diferente de interaccion; mientras que algunas interacciones se
mantuvieron (Su(H), Mam, Slou, Srp, Tsh y Pnt), otras disminuyeron o se perdieron

(Doc2, Apt, Twi, Mad, DIl, Eve, Salm, Kr, TFIIEB y Bin), y se observaron nuevas

interacciones (Mid, Kn, Nau, Bap, Lbe y Pnr) (Baeza et al., 2015). Recientemente se
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describi6 la interaccién de Ubx y AbdA con M1BP, un factor de pausa de la RNA Pol II
en las cercanias de promotores enriquecidos con proteinas Polycomb remodeladoras de
cromatina (Zouaz et al., 2017). Estos reportes ponen en evidencia la existencia de redes
de interaccion Hox o “Interactomas Hox” que incluyen una amplia variedad de
interacciones proteina-proteina que podrian contribuir con las actividades funcionales y la

especificidad de las homeoproteinas en los distintos contextos del desarrollo embrionario.

2.4 Interacciones de Antp con la Maquinaria Basal de Transcripcion

La transcripcion de genes codificantes de proteinas en eucariotas es un proceso
complejo que requiere a la RNA polimerasa II (Pol II) y seis factores generales de
transcripcion (GTFs), denominados TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF y TFIIH, que
reconocen los elementos basales de un promotor (Orphanides ef al., 1996; Roeder, 1996).
Los GTFs cooperan con la RNA Pol II para unirse a un promotor abierto e iniciar la
sintesis de RNAm, son proteinas muy conservadas evolutivamente, se unen
secuencialmente alrededor del punto de inicio de la transcripcién para constituir el
Complejo de Pre-iniciacion (PIC), éste incluye el promotor basal, los GTFs y la RNA Pol
II (Buratowski, 1994; Zawel y Reinberg, 1993). La unién al promotor de TFIID junto con
TBP, TFIIA, y TFIIB constituye el primer paso en el proceso de ensamblaje y es seguido
del reclutamiento de TFIIF y la RNA Pol II, mientras que TFIIE y TFIIH entran en el
complejo de iniciacién al final para permitir la fosforilacién del dominio carboxy-terminal
(CTD) de la RNA Pol I y desenrollar el DNA e iniciar de la transcripcién (Fig. 6)
(Sainsbury et al., 2015).
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Figura 6. Ensamblaje de la maquinaria
basal de transcripcion de la RNA Pol II.
Modelo canénico del ensamblaje de los
factores generales de transcripcién (varios
colores) y la RNA Pol II (gris) para formar el
complejo de pre-iniciacién (PIC). Al inicio,
TFIID o su subunidad TBP se unen al DNA
en el promotor induciendo una curvatura. El
complejo TBP-DNA es estabilizado por
TFIIB y TFIIA, que se ubican a ambos lados
de TBP. Subsecuentemente se une la RNA
Pol II asociada con TFIIF para conformar el
PIC basal. Posteriormente, la unién de TFIIE
y TFIIH completan el PIC. En presencia de
ATP, el DNA es desenrollado y las hebras
separadas (“burbuja de transcripcion”),
comienza entonces la sintesis de RNA.
Finalmente, la disociacion de los GTFs
permite la transicién hacia el complejo de
elongacién, que se asocia con factores de
elongacién transcripcionales (azul). NTPs,
nucledsidos trifosfato; TAF, factores
asociados a TBP.

Modificado de Sainsbury et al., 2015.



2.4.1 Antp-BIP2

BIP2 fue inicialmente identificada como una proteina de interaccién Bric-a-brac
2, es un factor proteico asociado a TBP (TAF) (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 transcripcion en Drosophila. En 2008, mediante ensayos de doble
hibrido, Prince y colaboradores determinaron que BIP2 interactia con Antp a través del
motivo YPWM in vivo, y mediante experimentos de ganancia y pérdida de funcién
demostraron que BIP2 actiia como un cofactor con Antp para promover el desarrollo
ectépico dorsal de alas. Este reporte representa la primera liga de una homeoproteina con

la maquinaria basal de transcripcién (TFIID) in vivo en Drosophila.

2.4.2 Antp-TBP

La proteina de unién a caja TATA (TBP) forma parte del complejo TFIID de
reconocimiento del promotor, contribuye en el posicionamiento de la RNA Pol II en el
sitio de inicio de la transcripcion (Kim et al., 1993a; Kim et al., 1993b). Se ha demostrado
mediante ensayos de Fluorescencia por Complementacion Bimolecular (BiFC) en cultivo
celular que TBP interactia con Antp a través de la regién amino terminal rica en
glutaminas de ésta homeoproteina (Cardenas-Chédvez 2012). Se ha determinado que en
esta interaccion existe una relacion entre la cantidad de glutaminas de Antp y el nivel de
interaccion Antp-TBP y que la region de glutaminas de TBP también esta involucrada en
la interaccion. Sin embargo, la ausencia de glutaminas en ambas proteinas no elimina por
completo la interaccion, indicando que en ella podrian estar involucrados otros dominios

en Antp o incluso otros factores (Ovalle-Maqueo, 2015; Montalvo-Méndez, 2016).

2.4.3 Antp-TFIIEB

TFIIEB forma parte del heterotetramero TFIIE junto con TFIIEa, y contribuye con
el reclutamiento y activacion de las actividades helicasa y cinasa de TFIIH en el PIC
(Ohkuma et al., 1990; Peterson et al., 1991). El primer reporte de la interaccion de Antp
con TFIIEB proviene de ensayos in vitro mediante pull-down, en los que se encontrd que
tanto el HD de Antp y AbdB interactian con este GTF (Zhu y Kuziora, 1996).

Ulteriormente, mediante ensayos de BiFC se confirmé la interaccion Antp-TFIIEB en
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cultivo celular e in vivo en embriones de Drosophila (Cardenas-Chavez, 2012; Baeza et
al., 2015) y se sabe que TFIIEP también interactda con otras homeoproteinas como Scr,
AbdA y Ubx (Hudry et al., 2011; Baeza et al., 2015). En nuestro laboratorio se caracterizé
la interaccién molecular Antp-TFIIEPB mediante BiFC en cultivo celular, la mutagénesis
delecional de Antp mostré que la interaccion con TFIIEB depende del HD y es
independiente del motivo YPWM. Asi mismo, la subsecuente diseccion molecular del
HD, en la que se deleté la hélice 1 (AntpAH1) y las hélices 1 y 2 (AntpAH1-2), se observé
que la mutante AntpAH1 mantuvo la interaccién con TFIIEB, no asi AntpAHI-2,
confirmando que la hélice 2 estd directamente implicada en esta interaccién molecular
(Fig. 7B) (Céardenas-Chavez 2012). En el posterior andlisis de la hélice 2 del HD se realiz6
la mutagénesis sitio-dirigida para sustituir los residuos 132 y H36 por alaninas o aa’s
estructuralmente similares (I32L, H36R), los ensayos BiFC mostraron que estos residuos
estan directamente involucrados en su interaccion con TFIIEB ya que el porcentaje de
interaccion se redujo hasta un 11%, tal como se muestra en la Figura 7D (Altamirano-
Torres 2014).
A
HD

N-term YPWM H1 H2 H3/4 C-term

) Antp
——
DA M AntpHD
/\- AntpAHD

" R AntpaH1
i | I

AXAK

B I Ao

AntpAHD

AntpAH1-2

C

I\n"fSZA

—HD
N-term YPWM H1 H2 H3/4 C-term

[ e

IIIII' l\nt;>'37L
H36A

([ e AntpE e

e

- Antp'32L-H36R

Figura 7. Interacciéon proteina-proteina de TFIIEB con el HD de Antp en cultivo celular. A)
Representacion esquemadtica de Antp y las mutantes delecionales del HD, asi como la sustitucién de YPWM
por alaninas. B) Los ensayos de interaccién BiFC en cultivo celular muestran la interacciéon Antp-TFIIER
(fluorescencia amarilla/reconstitucion de Venus) y la pérdida de esta (15%) en ausencia de la hélice 2 del

31



HD. C) Representacién esquematica de la mutagénesis sitio-dirigida individual (*) o doble (**) de los
residuos 32 y 36 de la hélice 2. D) Los ensayos BiFC mostraron una dréastica reduccién de la interaccion
entre TFIIEB y las mutantes de Antp, indicando que la interaccién depende de estos dos residuos. Se co-
transfectd el plasmido pCAG-Cherry (fluorescencia roja) como control positivo de la transfeccién.
Modificada de Céardenas-Chdvez 2012 y Altamirano-Torres, 2014.

Como se muestra en el alineamiento de HDs de la Figura 8, los residuos 32 y 36 de la
hélice 2 del HD estin conservados en Antp y otras homeoproteinas, ademds se encuentran
localizados en la superficie expuesta de la hélice 2 (Fig 8, panel inferior) lo que permite

su disponibilidad para interactuar con otras proteinas como TFIIEP en este caso.
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Figura 8. Posicion de los residuos 32 y 36 en la hélice 2 del HD. El panel superior muestra las secuencias
aminoacidicas de los HDs de Antp y otras homeoproteinas, los recuadros en rojo sefialan las posiciones 132
y H36 de la hélice II implicadas en la unién proteina-proteina Antp-TFIIEf. El panel inferior muestra un
modelo tridimensional del HD (rosa) y la unién al DNA (violeta) mediante la hélice de reconocimiento 3,
se muestran ademds las posiciones de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 ubicadas en la superficie expuesta
de la hélice 2.

Los antecedentes presentados muestran claramente la existencia de una interaccién entre
las homeoproteinas y la maquinaria basal de transcripcion, y ya que la regulacién del

ensamblaje del PIC es un proceso clave para el control de la expresion génica, el objetivo
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de esta tesis fue confirmar la importancia de estos residuos en un contexto in vivo, asi
como determinar el papel funcional que tiene esta interaccion en las actividades ectdpicas
de Antp en el térax y en la transformacidn antena-tarso en Drosophila. Nuestros resultados
contribuyen con la definicion del mecanismo de accion de las homeoproteinas para regular

genes blanco de manera especifica durante del desarrollo embrionario de Drosophila.
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3. JUSTIFICACION

Se sabe que las homeoproteinas juegan un papel crucial como reguladores
transcripcionales en los procesos de diferenciacion celular durante el desarrollo
embrionario. El descubrimiento de numerosos y diversos factores capaces de interactuar
con las homeoproteinas pone en evidencia la importancia de las interacciones proteina-
proteina en la actividad funcional de las homeoprotéinas. De particular relevancia es la
liga entre homeoproteinas y la maquinaria basal de transcripcién ya que el ensamble de
ésta en el promotor para el inicio de la transcripcién es uno de los puntos clave de
regulacion de la expresion génica, por lo tanto, determinar la actividad funcional de la
interaccién molecular de TFIIEPB con Antp arroja luz sobre los mecanismos finos de
regulacién y seleccion de genes blanco de Antp para dirigir los diversos procesos de la
morfogénesis embrionaria en Drosophila. Ademds, esta informacién puede ser
extrapolada a otras homeoproteinas e incluso a otros grupos de organismos dada la alta
conservacion de los HDs desde levaduras hasta vertebrados superiores incluyendo el

humano.

4. HIPOTESIS

La interaccion del factor general de transcripcion TFIIEB con Antp depende de los
residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD in vivo y es necesaria para la actividad funcional

de Antp en el control genético del desarrollo de Drosophila melanogaster.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la actividad funcional de la interaccion de la hélice 2 del HD de Antp con el
factor general de transcripcion TFIIE in vivo en D. melanogaster mediante expresion
ectdpica, asi como el efecto de otros factores en la interaccion Antp-TFIIEP en cultivo

celular.

5.2 Objetivos Particulares

1. Analizar la interaccién de la mutante en la hélice 2 del HD de Antp con TFIIEP
mediante BiIFC in vivo en embriones y discos imaginales de Drosophila
melanogaster.

2. Determinar la actividad funcional de la mutante doble de la hélice 2 del HD de
Antp mediante expresion ectopica in vivo en Drosophila melanogaster.

3. Determinar el efecto de otros factores transcripcionales en la interaccion Antp-

TFIIEP mediante anélisis de BiFC por competencia en cultivo celular.
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ESTRATEGIA GENERAL
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Figura 9. Estrategia general para analizar la interaccion Antp-TFIIEf in vivo. Se esquematiza la
construccién de pladsmidos recombinantes en la primera etapa (I) para analizar la interaccién Antp-TFIIER
y su actividad funcional in vivo en Drosophila. En la segunda etapa (II) se determind el efecto de otros FT's
en la interaccién Antp-TFIIEP en cultivo celular mediante BiFC competitivo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Analisis de la interaccion Antp-TFIIEP mediante BiFC in vivo en Drosophila

Para analizar la interaccién Antp-TFIIEP in vivo en embriones y discos imaginales
de Drosophila utilizamos el sistema de Fluorescencia por Complementacion Bimolecular
(BiFC). BiFC permite determinar interacciones proteina-proteina y se basa en la escision
de la proteina fluorescente Venus en los extremos amino (VN) y carboxilo (VC), cada
extremo se fusiona a una proteina de interés y si estas interactian entre si los extremos
VN y VC se acercan lo suficiente para reconstituir la fluorescencia de Venus confirmando
la interaccién (Kerppola 2008). Se analiz6 la interaccion mediante BiFC in vivo de Antp
fusionada al extremo VC con TFIIEP fusionada al extremo VN, y se determind el efecto
de la mutacion de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de Antp en esta interaccion.

Para ello, se construyé el plasmido pUASTattB-VCAntp32A-H364

para obtener la linea
transgénica UAS-VCAntpB?AH36A y realizar cruzas genéticas que permitieron dirigir la

expresion de proteinas de fusiéon BiFC a embriones y discos imaginales de Drosophila.

6.1.1 Construccion de pUASTattB-VCAntp'32A-H36A para microinyeccion

Para la construccién del pldsmido recombinante pUASTattB-VCAntp32AH36A e
disefiaron los oligonucledtidos VenusAntpS” y AntpNot3” con los que se amplifico
mediante PCR la secuencia codificante de Antp™?AH3%4 fysionada a VC (VC-Antp™?A
H36A)  flanqueada por sitios Notl, se utiliz6 como templado el pldsmido pCS2-
VC155Antp2AH30A E] fragmento VC-AntpB2AH36A de 1400 pb se amplificé con una

temperatura media 6ptima de 60°C, el programa de PCR se describe en la Tabla 1.

Tabla I. Programa de PCR para la amplificaciéon de VC-Antp!32A-H36A

Etapa Temperatura Tiempo
1 (1 ciclo) 94°C 1 min
2 (35 ciclos)
Desnaturalizacion 94° C 30 seg
Alineamiento 60°C 30 seg
Sintesis 68°C 2 min
2 (1 ciclo) 68°C 4 min
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Posteriormente, para obtener el plasmido pTOPO-VC-AntpP?AH36A "e] producto de PCR
se clond en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con el
protocolo de clonacién de la casa comercial. La reaccién de clonacion se utilizé para
transformar bacterias E. coli calcio-competentes (DH5-a Ca*™), las colonias obtenidas se
inocularon en caldo Luria-Bertani (LB) con Ampicilina (50 pg/ul) y al cabo de 24 horas
se realizo la extraccién de DNA plasmidico mediante Minipreparacion por lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989). Los DNAs plasmidicos de pTOPO-VCAntp®?AH364 fyeron
caracterizados mediante digestion enzimdtica con BamHI y confirmados mediante
secuenciacion. Para la subclonacién y obtencién del vector pUASTattB-VCAntp2AH36A,

132A-H36A

se realiz6 la digestion enzimdtica de pTOPO-VCAntp con Notl para liberar el

132A-H36A 132A-

fragmento VC-Antp y de pUASTattB para linearizarlo, el inserto VC-Antp

H36A junto pUASTattB linearizado fueron purificados a partir de gel de agarosa mediante
el kit WizardSV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI. USA) siguiendo
las especificaciones de la casa comercial. Una vez purificados se realiz6 la ligacién de
VC-AntpB?A-H364 y hUASTattB mediante una reaccién de ligacién estandar con la enzima
DNA Ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con una proporciéon molecular 1:5
vector-inserto. La reaccion se incub6 a 18°C toda la noche y posteriormente se tomaron 5
ul de la reaccion para transformar bacterias E. coli DH5-0. Ca*™*. Las colonias obtenidas se
inocularon en caldo LB con Ampicilina (50 pg/pl) y se extrajo DNA plasmidico mediante
Minipreparacion (Sambrook et al., 1989). El DNA plasmidico de pUASTattB-
VCAntpB?A-H30A fye caracterizado con las enzimas de digestion diagnésticas Pstl, Xbal y

Kpnl. El vector también se confirmé mediante secuenciacion para lo cual se disefiaron los

oligonucleotidos ATTBS5 y ATTB3.

Finalmente, confirmado el vector pUASTattB-VCAntp™?AH3%4 a3 clona positiva de
bacterias se amplifico a mediana escala (100 ml) en medio LB y se purifico el DNA
plasmidico mediante columnas de afinidad usando el kit Qiagen Plasmid Midi
(QIAGEN®Plasmid Handbook, 1997) siguiendo el protocolo de la compaiiia, el DNA
plasmidico fue re-suspendido en agua miliQ, cuantificado y preparado para

microinyeccion.
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6.1.2 Microinyeccion de embriones para obtener la linea de moscas transgénicas
UAS-VC AnthSZA-HSGA

El DNA plasmidico (50ug totales) se envid en tubos de 1.5 ml estériles a la
compaiia Bestgene Inc. (Chino Hills, California, E.U.A.) donde se llevd a cabo la
microinyeccion de embriones de D. melanogaster y el balanceo genético de cromosomas.
Las lineas transgénicas de los embriones que lograron alcanzar la etapa adulta después de
la microinyeccién y balanceo fueron enviadas a nuestro laboratorio por la compaifiia y

afadidos al stock general de la UBD.

6.1.3 Mantenimiento y amplificacion de D. melanogaster

Todas las lineas de Drosophila melanogaster utilizadas para este proyecto fueron
mantenidas a 18°C en viales con comida estandar Jazz Mix (Fisher Scientific,
Lawrenceville, GA, USA) y transferidas a comida fresca una vez a la semana. Las
amplificaciones masivas de moscas se realizaron mediante colectas de huevos durante 18
h para transferirlos a frascos con comida que se incubaron a 25°C hasta el momento de las
eclosiones. Todas las lineas productoras y reporteras utilizadas en esta tesis, asi como su

procedencia se enlistan en el Apéndice I1.

6.1.4 Sexado, colecta y realizacion de cruzas

Las moscas transgénicas seleccionadas y amplificadas fueron anestesiadas con
COzen una plataforma porosa de polietileno para observarlas al estereoscopio. Se sexaron
con base en el dimorfismo sexual de acuerdo con las siguientes caracteristicas (Figura 10):

a) El tamafio de las hembras (9) es mayor que el de los machos (J3).

b) Las hembras tienen los tltimos tres segmentos abdominales separados y de
coloracién uniforme; mientras que los machos presentan los tres segmentos
abdominales fusionados y melanizados.

c) La punta del abdomen en las hembras es puntiaguda en contraste con la de los

machos que es redondeada.

39



d) Los machos presentan peines sexuales en la region basal del tarso del primer par
de patas observables como una hilera de 10 cerdas cortas y gruesas, de color oscuro

y con apariencia de peine.
La colecta de las hembras virgenes (§) se realizé descartando todos los adultos de los
frascos de cultivo y monitoreando la eclosién de adultos durante un periodo no mayor a 8
h a 25°C 0 20 h a 18°C (a dichas temperaturas durante esos periodos los machos son
inmaduros sexualmente y las hembras no son receptivas), para confirmar se seleccionaron
aquellas hembras que presentaban abdomen elongado, cuticula transparente o pobremente
melanizada, y meconio visible en el abdomen (Fig. 10C). Todas las cruzas genéticas se
realizaron con una proporciéon hembras-machos de 3:1, los individuos se colocaron en
frascos o viales con comida estdndar y levadura seca granulada activa, se incubaron de 24
a 48 h a 25°C para permitir el apareamiento, transcurrido ese tiempo se realizaron los

andlisis de embriones, larvas o adultos pertinentes para cada experimento.

A)

peines.

Meconio

Figura 10. Dimorfismo sexual de Drosophila melanogaster. Vista ventral de hembras y machos de
Drosophila. A) Macho de Drosophila, se observa el tamafio menor respecto a la hembra de la derecha, la
terminacién roma del abdomen y el drea genital al final de éste, y en el primer par de patas se observan los
peines sexuales. B) Hembra de Drosophila, se aprecia el tamafio mayor y el abdomen con terminacién
puntiaguda. C) Hembra virgen, la coloracién es mds clara debido a la aun poca melanizacién de la cuticula,
también se muestra el meconio visible en el abdomen.

Tomada y modificada de http://flymove.uni-muenster.de/
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6.1.5 Sistema Binario UAS/Gal4

Para dirigir la expresion de las proteinas a embriones y discos imaginales de
Drosophila, se hizo uso del sistema binario UAS-Gal4 (Brand y Perrimon, 1993), el cual
consiste en la cruza entre una linea productora o driver Gal4 (Fig. 11A) y una linea
reportera UAS (Fig. 11B). La linea productora codifica y expresa la proteina
transactivadora Gal4 bajo el control de un promotor o potenciador tejido-especifico,
mientras que la linea reportera contiene el gen que codifica la proteina de interés bajo el
control de secuencias UAS (Upstream Activator Sequence, por sus siglas en inglés) a las
que Gal4 es capaz de unirse para activar la transcripcion. Al cruzar ambas lineas, en la
progenie que contenga ambos transgenes la proteina Gal4 expresada de manera tejido-
especifica se unird a las secuencias UAS activando la transcripcion del gen de interés solo
en las regiones de especificidad del driver (Fig. 11C). Todas las lineas productoras y

reporteras utilizadas en esta tesis, asi como su procedencia se enlistan en el Apéndice II.

A) | Linea Productora-Driver B)
¢ &%

@
//u:Hh: X COoOol—-

Promotor Gal4 UAS  Proteina de interés

tejido-especifico 1

C) Progenie

—

Linea Reportera

Activacion tejido-especifica

Promotor Gald UAS  Proteina de interés
tejido-especifico

Figura 11. Sistema UAS/Gal4. El sistema consiste en la cruza de dos lineas de moscas transgénicas. A) La
linea productora o driver expresa la proteina transactivadora Gal4 bajo el control de un promotor o
potenciador tejido-especifico. B) La linea reportera codifica la proteina de interés bajo el control de sitios
UAS alos que se une Gal4. C) La cruza entre ambas lineas permitird que en la progenie que contenga ambos
transgenes se exprese la proteina de interés s6lo en los tejidos de actividad del promotor o enhancer de la
linea Gal4.
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6.1.6 Cruzas genéticas para analizar la interaccion Antp-TFIIEf mediante BiFC en

embriones de Drosophila

Para determinar la interaccion entre Antp y TFIIEP, asi como el efecto de la

mutante Antp2AH36A

en la interaccién mediante BiFC in vivo se dirigi6 la expresion de
VNTFIIEB en combinacion con VCAntp, VCAntpHD o VCAntpP?AH36A 3 embriones
mediante el driver ptc-Gal4. Para ello se realizaron dos series de cruzas genéticas, la ler
serie de cruzas permitié obtener individuos con los dos transgénes que codifican las
proteinas de fusiéon VC y VN. Se seleccionaron 24 hembras virgenes de las lineas UAS-
VCAntp, -AntpHD y -AntpP?AH36A y e cruzé cada una con 8 machos de la linea UAS-
TFIIEP tal como se esquematiza en la Figura 12, éstas cruzas permitieron obtener las
lineas UAS-VCAntp;VNTFIIEB (Fig. 12A), -VCAntpHD;VNTFIER (Fig. 12B) y -
VCAntpP?A WA VNTFIIEB (Fig. 12C). Cada cruza se realizé en frascos con comida

suplementada con levadura seca granulada y se incubaron a 25°C hasta la eclosién de

adultos, las cruzas se transfirieron a viales con comida fresca cada dos dias por una

semana.
UAS-VCAntp;UAS-VNTFIIER
. 2
Al 20§ e ) g o o8 O P —
- X OO 2 T 25%
UAS VC-Antp UAS VNTFIIER Alas lisas
UAS-VCAntpHD; UAS-VNTFIIE
B %7 w LR SN s s
CH M ee— X CH O ) 5 VCAMPHD. ; YNTEER  s0%
UAS VC-AntpHD UAS VNTFIIER Cerdas normales y alas lisas
C) ﬁ: ) UAS-VCAntp B2A-H36A-UAS-VNTFIIER
%Y (i § o o O LMD
- VCAntp"2A-H36A | YNTFIIER %
LM - T o wm
UAS VC-Antp'32A-H36A UAS VNTFIIER Cerdas normales y alas lisas
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132A-H36A 0,
x I _ - VCAntMg ,VN'I;I;IIE& 50%
UAS VC-Anfp/32A-HisA UAS VNEXD Cerdas normales y alas lisas

Figura 12. Esquemas de cruzas genéticas para obtener lineas UAS con las proteinas de fusiéon BiFC.
La progenie de cada cruza fue utilizada para cruzas posteriores con lineas productoras. A) Cruza genética
entre 24 hembras virgenes de la linea UAS-VCAntp y 8 machos de la linea UAS-VNTFIIER. B) Esquema
de cruza de 24 hembras virgenes UAS-VCAntpHD con 8 machos de UAS-VNTFIIEP. C) Cruza entre 24
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hembras virgenes de la linea UAS-VCAntpP?4H364 v 8 machos de la linea UAS-VNTFIIEB. D) Cruza entre
24 hembras virgenes de la linea UAS-VCAntp'3?A-H36A v 8 machos de la linea UAS-VNEXD. Se indica en
recuadros el fenotipo que indican la presencia de ambos transgenes en la progenie y el porcentaje esperado.

Una vez obtenidas las lineas UAS con ambos transgenes, se llevé a cabo la 2da serie de
cruzas, consistié en cruzar individuos de la linea productora ptc-Gal4 con la progenie de
la ler serie de cruzas y asi dirigir la expresion de las proteinas a la region anterior de cada
parasegmento embrionario. De acuerdo con el esquema de la Figura 13 se cruzaron 30
machos de cada una de las lineas reporteras UAS con 100 hembras virgenes de la linea
productora ptc-Gal4. La cruza se realizé en frascos con comida y se incubo a 25°C por 48

h, posteriormente se realizaron colectas de embriones para el andlisis de interaccion.

0o T 1007 #05%
Ty

=L = Yy -
UAS-VCAntp;UAS-VNTFIIER ptc Gal4
TN = e X A HH =
UAS-VCAntpHD; UAS-VNTFIIER ptc Gal4
o I - = ¥ = X A HH -
UAS-VCAntp B2AH36A: JAS-VNTFIIER ptc Gal4
= e X A HH -
UAS-VCAntp 32AH36A: UAS-VNEXD ptc Gal4

Figura 13. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la expresion de las proteinas BiFC a embriones.
Se seleccionaron 30 machos de cada una de las lineas reporteras UAS y se cruzaron con 100 hembras
virgenes de la linea productora pfc-Gal4 que permite dirigir la expresién de las proteinas de fusién en
embriones a la regién anterior de cada parasegmento. La cruza se realizé en frascos con comida
suplementada con levadura seca activa.

6.1.6.1 Colecta y decorionizacion de embriones para su observacion al

microscopio confocal

Para la colecta de embriones se transfirieron cruzas a matraces de puesta con
perforaciones en la base para permitir la oxigenacién y se colocé en la boca del matraz
una placa de Petri (15 x 50 cm) con agar de puesta suplementado con jugo de uva y

levadura seca activa, se incubaron a 25°C durante 18 h para permitir la ovoposicion en el
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agar. Transcurrido ese tiempo, se retiraron los adultos, y las placas de puesta con
embriones se incubaron por 48 h a 4°C para permitir la maduracién del fluoréforo.
Posteriormente, para visualizar los embriones al microscopio, estos fueron
decorionizados, y para ello se afiadié a cada placa una solucién de hipoclorito de sodio
(Cloralex) diluido al 1.5% y se incubo por 3 minutos despegdndolos del agar mediante un
pincel, después los embriones se pasaron a través de un embudo que contiene una malla
para retenerlos, se realizaron dos lavados con agua bidestilada, y un lavado con buffer
PBX (NaCL, 140 mM; Na,HPO4, 7 mM; KH;PO4, 3 mM; triton X-100, 0.1%).
Finalmente, los embriones fueron trasladados a un portaobjetos con ayuda de un pincel,
se afiadieron 3-4 gotas de glicerol/PBS al 60% y se cubrieron con un cubreobjetos. Las
observaciones se realizaron en el microscopio confocal Olympus BX61WI con un
objetivo de aire 20X y la fluorescencia de Venus se detectd utilizando un laser 473 nm.

Las imédgenes se procesaron utilizando el programa de uso libre ImageJ (NIH).

6.1.7 Cruzas genéticas para analizar la interaccion Antp-TFIIEf mediante BiFC en

discos imaginales de Drosophila

Para determinar la interaccion entre Antp y TFIIEP en discos imaginales se dirigio
la expresion de las proteinas de fusion BiFC a los discos imaginales de ojo-antena, ala y
pata usando el driver d/l-Gal4, para ello se realizaron cruzas genéticas entre la linea
productora dll-Gal4 y las lineas UAS previamente obtenidas VCAntp;VNTFIIER,
VCAntpHD;VNTFIIEB, y VCAntp™?A A YNTFIIER tal como se ilustra en los
esquemas de la Figura 14. Se cruzaron 8 machos de cada una de las lineas reporteras con

24 hembras virgenes de la linea productora dll-Gal4.
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Figura 14. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la expresion de las proteinas BiFC a discos
imaginales. Se seleccionaron 8 machos de cada una de las lineas reporteras UAS y se cruzaron con 24
hembras virgenes de la linea productora d/I-Gal4 que permite dirigir la expresion de las proteinas de fusién
a los discos imaginales de ojo-antena, ala y pata. La cruza se realiz6 en frascos con comida suplementada
con levadura seca activa.

6.1.7.1 Diseccién y procesamiento de discos imaginales para su observacion al

microscopio confocal

Para la diseccion de discos imaginales se seleccionaron larvas de tercer estadio
(desde la segunda muda hasta antes de la pupacion) distinguibles como larvas grandes que
comienzan a escalar por las paredes de los frascos para iniciar la etapa de pupa. Las larvas
vivas se retiraron con pinzas de los frascos y se colocaron en portaobjetos con PBS para
observarlas con el microscopio de epi-fluorescencia, de esta forma se determiné la
presencia o ausencia de sefal fluorescente en la regién anterior cercana al gancho bucal
donde se ubican juntos los discos imaginales de ala, ojo-antena y pata. Las larvas que
mostraron seflal fluorescente fueron diseccionadas en PBS sobre portaobjetos usando
agujas de jeringa para insulina, una vez separados los discos imaginales de interés, los
restos de la larva junto con el exceso de PBS se retiraron con papel secante y se afiadié
una gota de solucién Vectashield con DAPI (Vector Laboratories, Southfield, MI, USA),
se colocd encima un cubreobjetos verificando que los discos no se salgan por el borde del
cubreobjetos, las laminillas debidamente etiquetadas se incubaron a 4°C por 24 horas para
permitir la tincion completa del tejido de los discos, finalmente se observaron y
fotodocumentaron en un microscopio Olympus BX61WI un objetivo de aire 20X. Las

fluorescencias de Venus y DAPI se visualizardn utilizando laseres de 405 y 473 nm
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respectivamente. Las imdgenes se procesaron utilizando el programa de uso libre ImageJ

(NIH).

6.2 Anilisis de la actividad funcional de la doble mutante Antp3?A-H36A en las
transformaciones homeoticas en D. melanogaster

132A-H36A

Para analizar la actividad funcional de la mutante Antp in vivo en la

involucion de la cabeza, la transformacién tordcica T1-T2 y la transformacién antena-
tarso, primero se realizé la construccién del pldsmido pUASTattB-Antp?AH34 parg
obtener lineas transgénicas UAS-AntpP?A 1A Finalmente, se dirigi6 la expresién de

AntpB?A-H3A 3 embriones y discos imaginales de Drosophila mediante cruzas genéticas.

6.2.1 Construccion de pUASTattB-Antp'3?A-H36A para microinyeccion

32A-H36A go disefiaron

Para construir el pldsmido recombinante pUASTattB-Antp
los oligonucledtidos AntpNot5” y AntpNot3” con los que se amplific6 mediante PCR la
secuencia codificante de Antp"?AH3%4 flanqueada por sitios Notl, se utilizé como
templado el plasmido pCS2-VC155AntpB2AH36A E] fragmento Antp™?A-H36A de 1100 pb
fue amplificado usando una temperatura media 6ptima de 60°C y el programa de PCR que

se describe en la Tabla II.

Tabla II. Programa de PCR para la amplificacion de Antp'324-H364

Etapa Temperatura Tiempo
1 (1 ciclo) 95°C 2 min
2 (35 ciclos)
Desnaturalizacién 95° C 30 seg
Alineamiento 60°C 1 min
Sintesis 75°C 5 min
2 (1 ciclo) 70°C 5 min

El producto de PCR se clon6 en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
para obtener el plasmido pTOPO-Antp™?AH364 13 reaccién se llevé a cabo de acuerdo con

el protocolo de clonacién de la casa comercial. La reaccién de clonacion se utilizé para
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transformar bacterias E. coli DH5-a Ca*™*, las colonias obtenidas se inocularon en medio
LB con Ampicilina (50 pg/ul) y al cabo de 24 horas se realiz6 la extracciéon de DNA
plasmidico mediante Minipreparacion (Sambrook et al., 1989). Los DNAs plasmidicos de
pTOPO-Antp®?AH354 fueron caracterizados mediante digestion enzimatica con BamHI y
Pstl, y confirmados mediante secuenciacion.

132A-H36A

Para la subclonacién y obtencién de la construccion pUASTattB-Antp , se realiz6

132A-H36A

la digestion enzimdtica de pTOPO-Antp con Notl para liberar el fragmento

Antp132A-H3 6A I32A-

y el vector pUASTattB se lineariz6 también con Not I, el inserto Antp
H36A junto pUASTattB linearizado fueron purificados a partir de gel de agarosa mediante
el kit WizardSV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI. USA) de
acuerdo con las especificaciones de la casa comercial. Una vez purificados se realizo la

ligacién del fragmento Antp2A-H30A

y pUASTattB mediante una reaccion de ligacion
estdndar usando la enzima DNA Ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y una
proporcidén molecular vector-inserto de 1:5. La reaccion se incub6 a 18°C toda la noche y
utilizé para transformar bacterias E. coli DH5-o Ca™. Las colonias obtenidas se
inocularon en caldo LB con Ampicilina (50 pg/ul) y se extrajo DNA plasmidico mediante
Minipreparacién (Sambrook et al., 1989). El vector pUASTattB-Antp2AH30A ge

caracterizo con las enzimas de digestion diagnosticas BamHI, HindIII y Smal. Las clonas

positivas mediante caracterizacion enzimatica se confirmaron mediante secuenciacion.

Finalmente, una vez confirmado el vector pUASTattB-Antp™?A-H364 ] cultivo bacteriano
correspondiente a la clona positiva se amplifico a mediana escala (100 ml) y se purifico
el DNA plasmidico mediante columnas de afinidad usando el kit Qiagen Plasmid Midi
(QIAGEN®Plasmid Handbook, 1997) siguiendo el protocolo de la compaiiia, el DNA
plasmidico fue re-suspendido en agua miliQ, cuantificado y preparado para

microinyeccion.
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6.2.2 Microinyeccion de embriones para obtener lineas de moscas transgénicas UAS-
Antp32A-H36A

El DNA recombinante fue enviado en tubos de 1.5 ml estériles (50ug totales) a la
compaiia Bestgene Inc. (Chino Hills, California, E.U.A.) donde se llevé a cabo la
microinyeccion de los DNA’s plasmidicos en embriones de D. melanogaster y el balanceo
genético de cromosomas. Las lineas transgénicas de los embriones que lograron alcanzar
la etapa adulta después de la microinyeccién y balanceo fueron enviadas a nuestro

laboratorio por la compaiiia.

6.2.3 Cruzas genéticas para determinar la actividad funcional de Antp'32A-H36A ep ]a
involucion de la cabeza y la transformacion toracica

32A-H36A o 1a involucién de

Para analizar la actividad funcional de la mutante Antp
la cabeza y la transformacion del primer segmento protoracico (T1) a mesotdracico 2 (T2)
(transformacion T1-T2), se utilizaron las lineas reporteras UAS-Antp y tres lineas UAS-
AntpP?AH34 ¢on insercién en el cromosoma II (a) o III (b y ¢). Se realizé una cruza
genética entre cada una de las lineas UAS con la linea productora nullo-Gal4 como se
esquematiza en la Figura 15. Se seleccionaron 150 hembras virgenes de la linea productora
nullo-Gal4 y 30 machos de cada linea reportera UAS. Las cruzas se realizaron en frascos
con comida suplementada con levadura seca activa y se incubaron a 25°C por 48 h para
permitir el apareamiento, transcurrido este tiempo se colectaron y procesaron los

embriones para el andlisis de cuticulas embrionarias.
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132A-H36A

Figura 15. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la expresion de Antp y Antp ala region
cefalica de embriones. Se seleccionaron 150 hembras virgenes de la linea productora nullo-Gal4 que
permite dirigir la expresion a la region cefdlica de embriones y se cruzaron con 40 machos de cada una de
las lineas reporteras UAS. La cruza se realizé en frascos con comida suplementada con levadura seca activa.

6.2.3.1 Colecta y procesamiento de embriones para el analisis de cuticulas

embrionarias

Los individuos de las cruzas fueron transferidos a matraces de plédstico con
perforaciones en la base y colocando en la boca del matraz una placa de Petri (15 x 50 cm)
con agar de puesta suplementado con jugo de uva y levadura seca granulada, las cruzas se
incubaron a 25°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las cruzas se transfirieron a
placas de puesta nuevas y se incubaron para ovoposicion durante 2 h a 25°C. Transcurrido
ese tiempo se retiraron los adultos y la placa de puesta con embriones se mantuvo a 25°C
por 5.5 h para permitir el desarrollo de los embriones. Posteriormente, los embriones
fueron decorionizados cuidadosamente con hipoclorito de sodio (Cloralex) al 4% durante
3 min y se pasaron a través de un filtro/embudo con una malla para retenerlos, se lavaron
con abundante agua destilada y buffer PBX (NaCL, 140 mM; NaoHPO4, 7 mM; KH>POu,
3 mM; triton X-100, 0.1%) y se enjuagaron nuevamente con agua destilada. Las mallas
con los embriones decorionizados se retiraron de los embudos, se colocaron en placas de
puesta sobre agar cubierto con papel filtro humedecido en agua destilada y se sellaron con

Parafilm para incubarlos a 25°C por 24 h para permitir el desarrollo hasta el primer estadio
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larvario antes de la eclosién (Gibson y Gehring, 1988), finalmente se procesaron para

analizar las cuticulas embrionarias.

6.2.3.2 Preparacion de cuticulas embrionarias

Para la observacion de cuticulas embrionarias, la malla que contiene las larvas de
primer estadio se sumergié usando pinzas de diseccidon en una solucion de 500 pl de
heptano y 500 pl de metanol absoluto contenida en tubos de 1.5 ml, se agito la malla en la
solucién hasta que todas las larvas se desprendieron, posteriormente, los tubos se
colocaron en un brazo de rotacién durante 5 min a 90 rpm. Después, ambos solventes se
retiraron mediante pipeteo con puntas amarillas teniendo cuidado de no aspirar las larvas,
se anadieron 500 pl de metanol absoluto y lo tubos se colocaron en el brazo de rotacion
por 10 min a 40 rpm, éste paso se repitié 3 veces. En este punto las larvas pueden ser
almacenadas a -20°C en 200 pl de metanol absoluto para su posterior analisis. Finalmente,
para observar el fenotipo, las larvas embebidas en metanol se transfirieron a portaobjetos
usando una puntilla amarilla con la punta recortada, una vez sobre el portaobjetos se
permitié la evaporacion del metanol y se cubrieron con una solucién de KOH para
clarificar las muestras, se colocd un cubreobjetos y se sellaron los bordes con esmalte de
ufias transparente. Las laminillas se analizaron en un microscopio ZEISS Axioskop 40

con objetivos 10X y 40X para la observacion y clasificacion de los fenotipos obtenidos.

6.2.4 Cruzas genéticas para analizar la actividad funcional de la mutante en la
transformacién antena-tarso

32A-H36A en 1a transformacién antena-

Para analiza la funcién de la mutante Antp
tarso se utilizaron las lineas reporteras UAS-Antp, UAS-AntpHD vy tres lineas diferentes
UAS-AntpB?A-H304 Se realizé una cruza genética entre cada una de las lineas UAS con
las lineas productoras dl/l- y dpp-Gal4 como se esquematiza en la Figura 16. Se
seleccionaron 9 hembras virgenes de las lineas productoras dll- o dpp-Gal4 y se cruzaron

con 3 machos de las lineas reporteras UAS-Antp, o tres lineas diferentes UAS-Antp™*?A-

H36A con insercion en el cromosoma II (a) o III (b y ¢). Las cruzas se realizaron en viales
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con comida suplementada con levadura seca granulada y se incubaron a 25°C hasta la
eclosion de adultos (12 dias aproximadamente) las cruzas se transfirieron a viales con

comida fresca cada dos dias.

9y &N

| HH

dll Gal4 UAS-Antp
dpp

4 HH b X A= -
dll Gal4 UAS-Antp!32A-H36A Ch || (a)
dpp UAS-Antp!32A-+H36A Ch [1] (b)
UAS-Antp32A-H36A Ch []] (c)

I132A-H36A

Figura 16. Esquemas de cruzas genéticas para dirigir la expresion de Antp y Antp al disco
antenal. Se seleccionaron 9 hembras virgenes de las lineas productoras dll- y dpp-Gal4 para dirigir la
expresion al disco antenal, y se cruzaron con 3 machos de cada una de las lineas reporteras UAS. La cruza
se realiz6 en viales con comida suplementada con levadura seca granulada.

6.2.4.1 Diseccion de cabezas y antenas de D. melanogaster para la toma de

fotografias

Una vez eclosionados, los adultos fueron anestesiados con CO> y observados al
estereoscopio para la identificacién de fenotipos. Las disecciones de las cabezas se
realizaron mediante agujas para insulina y se transfirieron a portaobjetos para observarlas
al microscopio de luz y fotografiarlas, una vez capturadas las imdgenes de las cabezas se
diseccionaron las antenas para fotodocumentarlas. Se utilizé un microscopio ZEISS
Axioskop 40 con un objetivo 10X, las fotografias se tomaron con una cdmara Canon
Power Shot A640 montada al microscopio y modificada con un lente de 52 mm. Las
fotografias fueron tomadas sin encender la luz del microscopio estando el cuarto bien
iluminado, se colocé una hoja blanca en la platina sobre la que se posaron las laminillas.
Se utilizaron los siguientes pardmetros en la cdmara:

a) Sin flash.

b) Modo retrato y para tomas cercanas (icono flor).
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c) El tamafio de la imagen se estableci6 en S (superfina) y L (maximos pixeles).
Se capturaron fotografias recorriendo el eje en Z de las cabezas girando el micrométrico
del microscopio, en promedio se capturaron 50-60 fotografias de cada cabeza y 20-30 de
cada antena. El grupo de fotografias de cada cabeza y antena fueron procesadas y
empalmadas para crear una tnica imagen nitida mediante el software de procesamiento

de imagen Helicon Focus 6 (Helicon Soft) usando el método C (pyramid).

6.3 Analisis de la actividad funcional de la interaccion Antp-TFIIEp en la

transformacion antena-tarso en Drosophila

Para analizar la actividad funcional de la interaccién Antp-TFIIEP in vivo en la
transformacion antena-tarso, se co-expresaron las proteinas de fusién BiFC en el disco
antenal mediante cruzas genéticas utilizando dl//-Gal4, y finalmente se observaron los

fenotipos para determinar efecto de la mutacion en las transformaciones antena-tarso.

6.3.1 Cruzas genéticas para analizar la actividad funcional de la interaccion Antp-

TFIIE en la transformacion antena-tarso

Para analiza la funcién de la interaccion Antp-TFIIE in vivo en la transformacion
antena-tarso se utilizaron las lineas reporteras UAS VCAntpHD;VNTFIIEB vy
VCAntpP?AH30AVNTFIIEB obtenidas de acuerdo con los esquemas de cruzas
previamente descritos (Fig. 12B, C). Se realiz6 una cruza genética entre cada una de las
lineas UAS con la linea productora d//-Gal4 como se esquematiza en la Figura 17 para co-
expresar las proteinas de fusion VCy VN en el disco antenal. Se seleccionaron 24 hembras
virgenes de la linea d//-Gal4 y se cruzaron con 8 machos de cada linea reportera UAS. Las
cruzas se realizaron en frascos con comida suplementada con levadura seca granulada y

se incubaron a 25°C, las cruzas se transfirieron comida fresca cada dos dias.
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g HH - X A< -
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Figura 17. Esquemas de cruzas genéticas para co-expresar las proteinas BiFC en el disco imaginal de
la antena. Se seleccionaron 24 hembras virgenes de la linea productora dll-Gal4 y se cruzaron con 8 machos
de cada una de las lineas reporteras UAS. La cruza se realiz6 en frascos con comida suplementada con
levadura seca activa.

6.3.1.1 Diseccion de adultos de D. melanogaster y toma de fotografias de

cabezas y antenas

Para determinar con seguridad el efecto de la interaccién Antp-TFIIEB en la
transformacion antena-tarso, se seleccionaron in vivo larvas de tercer estadio, las larvas
vivas se retiraron con pinzas de los frascos y se colocaron en portaobjetos con PBS para
observarlas con el microscopio de epi-fluorescencia, de esta forma se determiné la
presencia o ausencia de sefial fluorescente en la region anterior de la larva. Las larvas que
presentaron fluorescencia se transfirieron a viales para permitir su desarrollo hasta la
eclosion de adultos. En el caso de la mutante de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD
se analizaron todos los adultos eclosionados. La diseccion de cabezas y antenas, asi como
la toma de fotografias se realiz6 bajo el mismo procedimiento y pardmetros descritos en

la seccién 6.2.4.1.

6.4 Analisis del efecto de los factores TBP, TFIIB, TFIIAy, BIP2, EXD y AbdB en la

interaccion Antp-TFIIEP mediante ensayos de BiFC competitivo en cultivo celular

Para determinar el efecto de otros factores transcripcionales en el dimero Antp-
TFIIER se realiz6 un analisis de BiFC competitivo en cultivo celular, este ensayo se basa
en la co-transfeccion de los pldsmidos que codifican las proteinas de interaccion VCAntp

y VNTFIIEB, asi como plasmidos pPAC que codifican cada uno de los factores
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transcripcionales (FTs) TBP, Bip2, TFIIB, TFIIAy, EXD y AbdB. En este ensayo se
compara el porcentaje de interaccién Antp-TFIIEB sin adicion de otros FTs, con el
porcentaje de interaccién Antp-TFIIEP cuando se afiade cada uno los FTs. Los posibles
escenarios del efecto de los FT's en el complejo dimérico Antp-TFIIEP se muestran en el

esquema de la Figura 18.

VN VC

No competencia BiFC
El porcentaje de
interaccion no se afecta
VN VC o disminuye levemente

@0

Co-transfeccion de plasmidos
pCS2 (BIiFC) y pPAC (FTs)

Competencia BiFC
El porcentaje de

interaccion se abate o
disminuye drasticamente

Figura 18. Principio del ensayo de BiFC competitivo. Se muestran los posibles escenarios que podrian
conducir a un cambié en el porcentaje de interacciéon Antp-TFIIEB luego de la co-transfeccién de los
plasmidos pCS2 BiFC con cada pldsmido pPAC productor de los diferentes FTs. En el panel superior la no
competencia BiFC podria deberse a que el FT adicional no interacciona con ninguna las proteinas de interés,
el FT podria interactuar con alguna de ellas sin impedir la reconstituciéon de Venus o disminuyéndola
levemente implicando asi la posible formacion de complejos triméricos. En el panel inferior la competencia
BiFC podria estard dada por interacciéon dimérica del FT adicional con cualquiera de las proteinas de interés
impidiendo la reconstitucién de Venus.

Modificado de Baeza et al., 2015.

6.4.1 Preparacion de los plasmidos pCS2 BiFC, pPAC-TBP, - BIP2, -TFIIB, -TFI1AY,
-EXD y -AbdB para las co-transfecciones

Los plasmidos pCS2 BiFC y pPAC-FTs previamente construidos en el laboratorio
(Cardenas-Chavez, 2012), asi como pCAG-Cherry (donado por Atailfo Martinez-Torres)
se caracterizaron mediante digestion enzimatica y se transformaron bacterias E. coli DH5a

Ca++ con cada uno de ellos para obtener cultivos a mediana escala en medio LB (100 ml).
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Se purificaron mediante el kit Qiagen Plasmid Midi (QIAGEN®Plasmid Handbook,
1997) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. El andlisis de calidad de los DNAs
plasmidicos purificados se realiz6 mediante visualizacién por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% y se determiné la concentracidon en un espectrofotémetro (NanoDrop
modelo ND-1000), los plasmidos presentaron una pureza (relaciéon absorbancia 260/280)
mayor a 1.8 y una concentracion por arriba de 500 ng/ul (Tabla III), dichas condiciones

son Optimas para la co-transfeccion de células para los ensayos de BiFC competitivo.

Tabla I11. Plasmidos utilizados en los ensayos de BiFC competitivo

Plasmido Concentracion | Pureza
(ng/ul) (260/280)

Plasmidos | pCS2-VC155Antp 1434 .4 1.91

BiFC | pCS2-VNmITFIIER 1323.6 191

pPAC-TBP 745 1.92

o pPAC-Bip2 1150.8 1.9

pﬁﬁﬁgi’; pPAC-TFIIB 955.1 1.92

e ETe |__pPAC-TFIAY 968.3 1.98

pPAC-EXD 1525 1.9

pPAC-AbdB 980 1.9

Control pCAG-Cherry 946.1 1.97
nterno

6.4.2 Ensayos de co-transfeccion en células HEK293

Los ensayos BIiFC se realizaron en celular HEK293 (células embrionarias de
epitelio renal humano) cultivadas en medio DMEM pH 7.3 (SIGMA, Saint Louis,
Missouri USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO, Carlsbad, CA.
USA) y 1% de penicilina/estreptomicina (SIGMA, Saint Louis, Missouri USA) en una
atmosfera a 37°C con 95% de humedad y 5% de COaz. Las co-transfecciones consistieron
en utilizar los plasmidos recombinantes que codifican las proteinas BiFC VC-Antp y VN-
TFIIEB y agregando de manera individual los plasmidos pPAC-FTs. El pldsmido control
pCAG-Cherry que codifica la proteina roja fluorescente Cherry fue incluido en cada

ensayo como control interno de transfeccion.
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Las células HEK293 fueron sembradas 24 hrs antes del ensayo de transfeccion a una
densidad de 1x10° células/pozo en placas de 6 pozos (Corning Life Sciences, Lowell, MA.
USA) que contenian cubreobjetos de vidrio estériles. Las co-transfecciones se llevaron a
cabo mediante el reactivo policatiénico Polietilenimina (PEI) de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO. USA). Usando tubos de 1.5 ml esteriles, para cada combinacién de pldsmidos
se diluyeron 6 pg totales de DNA (1.5 pg/plamido) en 100 ul de NaCl 150 mM, y en otro
tubo de 1.5 ml se prepararon 100 pl de PEI 15 mM diluido en NaCl 150 mM. Cada una
de las soluciones se mezcl6 por vortex durante 15-20 seg y posteriormente la solucién de
PEI fue transferida al tubo con DNA plasmidico (nunca de manera inversa ya que la
formacion de complejos DNA-PEI serd ineficiente). La mezcla se homogeneizo mediante
golpeteo suave y se incubo durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente se
vaciaron 200 pl de DNA-PEI a cada pozo con células mediante goteo suave. Las placas
se incubaron a 37°C por 48 h, pasado este periodo se realizaron las observaciones

mediante microscopia confocal.

6.4.3 Visualizacion de los complejos fluorescentes

Para el montaje de laminillas se retir6 el medio de cultivo de cada pozo y se
afladieron 2 ml de PBS estéril, los cubreobjetos con las células HEK293 adheridas
(transfectadas 48 h antes) se retiraron de cada pozo mediante pinzas de diseccion y se
colocaron sobre un portaobjetos con las células entre porta y cubre. Las laminillas fueron
inmediatamente observadas en el microscopio invertido de epi-fluorescencia Olympus IX-
71 con un objetivo de aire 20X, utilizando un filtro de excitacion de 520 + 10 nm para la
deteccion de la fluorescencia de Venus, y un filtro de excitacion de 587 + 10 nm para la
deteccion de m Cherry. El porcentaje de células positivas de interaccion se obtuvo al
realizar conteos de 100 células con fluorescencia roja de las cuales se determina el nimero
de células con fluorescencia de Venus. Se realizaron 6 ensayos independientes por
duplicado. Las fotografias de las células se tomaron con el microscopio confocal Olympus
BX61WI y un objetivo de inmersion 25X. El analisis estadistico se realizd mediante
ANOVA de una via y la prueba post-hoc Tukey para comparacién miltiple de medias en

el software GraphPad Prism 6.04 para Windows (La Jolla, CA, USA).
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RESULTADOS

7.1 Interaccion proteina-proteina de Antp con TFIIE$ mediante BiFC in vivo en

Drosophila melanogaster

Los ensayos BiFC de interaccion proteina-proteina in vivo en embriones y discos
imaginales de D. melanogaster permitieron determinar el papel de los residuos 32 y 36 de
la hélice 2 del HD de Antp en la interaccion con TFIIER. Para el analisis de interaccion in
vivo, se construyo el plasmido UAS que permitié obtener la linea transgénica UAS-
VCAntpB2A-H36A y ge realizaron cruzas genéticas para dirigir la expresion de las proteinas
Antp y TFIIEB para determinar su interaccién en embriones y discos imaginales de

Drosophila.

7.1.1 Construccion del plasmido pUASTattB-VCAntp!32A-H36A

La construccién del plasmido pUASTattB-VCAntpP?AH364 que contiene la
secuencia de Antp mutada en los residuos 32 y 36 del HD fusionada al extremo carboxilo
de Venus (VO), se llevo a cabo mediante la estrategia general de clonacién esquematizada
en la Figura 19A y descrita ampliamente en la secciéon de Materiales y Métodos. El
plasmido pCS2-VC155AntpB?AH36A e utilizé como templado para la amplificacién
mediante PCR de la secuencia codificante a VCAntp?AH36A flanqueada por sitios Notl.
El amplicon VCAntp™?A-H364 de 1400 pb obtenido se muestra en los carriles 1 y 2 del gel
de agarosa en la Figura 19B. Posteriormente, el producto amplificado se cloné en el vector
pCR-TOPO 2.1 para obtener el pldsmido recombinante pTOPO-VCAntp3?AH36A Ep Ia
Figura 19C se muestra una clona positiva pTOPO-VCAntp™?A 364 digerida con la enzima
de restriccion BamHI que liber6 los fragmentos esperados de 3953 y 1400 pb (carril 2).
Posteriormente, el fragmento VCAntp™?AH364 fye digerido a partir de pTOPO-
VCAntpP?AH36A ysando la enzima de restriccién Notl, y se subcloné en el vector
pUASTattB previamente linearizado con Notl. La Figura 19D muestra la caracterizacion
de una clona positiva de pUASTattB-VCAntp?AH3%4 con enzimas de restriccién

diagnésticas, se muestran los fragmentos esperados de 8840, 813 y 244 pb al digerir con
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Pstl (carril 1), los fragmentos de 9656 y 241 pb con la enzima Xbal (carril 2) y los
fragmentos de 9652 y 245 pb con la enzima Kpnl (carril 3). Adicionalmente, se confirmé

mediante secuenciacion la presencia de la doble mutacién en la hélice 2 del HD de Antp.

A) Amplificacion Clonacion en pTOPO Subclonacion en pUASTattB
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Figura 19. Construccién del plasmido recombinante pUASTattB-VCAntp . Los productos de
PCR y de las caracterizaciones enzimaticas fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa
al 0.8%. A) Esquematizacién de la estrategia de construccién del vector pUASTattB-VCAntp32A-H30A ]
fragmento VCAntp?AH36A ge amplific6 por PCR a partir del vector pCS2-VCI155Antp'32A-H30A,
posteriormente el producto de PCR fue clonado en el vector pPCR-TOPO2.1, y finalmente VCAntp'32A-H36A
se subclond en el vector pUASTattB usando los sitios de restricciéon Notl. B) El gel de agarosa muestra la
banda de 1400 pb correspondiente a VCAntp™?AH36A en los carriles 1 y 2, y el carril M corresponde al
marcador de peso molecular 123 bp DNA ladder. C) Caracterizacién del vector pTOPO-VCAntp32A-H36A
con la enzima de restriccion BamHI (carril 2). En el carril 1 se muestra una clona negativa y el carril M
corresponde al marcador de peso molecular 123 bp DNA ladder. D) Caracterizacion del vector pUASTattB-
VCAntp™?AH36A con las enzimas de restriccion Pstl (carril 1), Xbal (carril 2) y Kpnl (carril 3). El carril M
corresponde al marcador de peso molecular APstl.

7.1.2 Obtencién de lineas de moscas transgénicas UAS-VCAntp!32A-H36A

132A-H36A mediante

Una vez confirmada la construccion pUAST-VCAntp
secuenciacion, el plasmido fue purificado mediante preparacion a mediana escala como

se describe en la seccion de Materiales y Métodos. El vector purificado resulté con una
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pureza (relacion 260/280) de 1.9 y una concentracion de 957.1 ng/ul que fueron
apropiadas para ser microinyectado en los embriones de D. melanogaster. El plasmido
pUASTattB-VCAntp¥?AH364 e envié a la compaiifa BestGene Inc. (Chino Hills,
California, E.U.A.) para la obtencién de moscas transgénicas y en la Tabla IV se muestran

las cinco lineas transgénicas obtenidas de la microinyeccién, con el transgén VCAntp®24-

H36A jnsertado en el cromosoma III. Cada una de estas lineas fue numerada y agregada al

stock general de lineas transgénicas de la Unidad de Biologia del Desarrollo (UBD).

TABLA 1V. Lineas transgénicas de D. melanogaster obtenidas mediante microinyeccion del

plasmido pUASTattB-VCAntp!32A-H36A

Numeracién en Transgén Cromosoma de Marcador fenotipico
Stock UBD g Insercion P
147D UAS-VCAntp!32A-H36A III Cerdas escutelares cortas
148D UAS-VCAntp'32A-H36A III Cerdas escutelares cortas
149D UAS-VCAntp!32A-H36A III Cerdas escutelares cortas
150D UAS-VCAntp/32A-H36A I Cerdas escutelares cortas
151D UAS-VCAntp"32A-H36A 111 Cerdas escutelares cortas

7.1.3 La interaccion molecular proteina-proteina Antp-TFIIEf depende de los

residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD in vivo

Para determinar el papel de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de Antp en
la interaccion con TFIIEP in vivo se realizaron ensayos BiFC de interaccién proteina-
proteina en embriones y discos imaginales de D. melanogaster. Estos ensayos se llevaron
a cabo mediante cruzas genéticas entre las lineas reporteras pfc o dll-Gal4 y las lineas
UAS que contienen los transgenes VC-Antp, VC-AntpHD o VC-AntpP?AH36A ep
combinaciéon con VN-TFIIEB. Las cruzas genéticas con las moscas transgénicas se

realizaron de acuerdo con los esquemas descritos en la seccion de Materiales y Métodos.

En primer lugar, se analizé la interaccion Antp-TFIIEB en embriones dirigiendo la
expresion de las proteinas de fusiéon a la regién anterior de los parasegmentos
embrionarios mediante pfc-Gal4. La Figura 20A muestra la sefal fluorescente BiFC

derivada de la interaccién de TFIIEB con Antp en las regiones anteriores de cada
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parasegmento, confirmando la interaccion directa entre estas dos proteinas en embriones.
Asi mismo, también se detectd sefial BiFC de interaccion entre TFIIE( y AntpHD (Fig.
20B), lo que demuestra la suficiencia del HD de Antp en la interaccién con TFIIE. De
modo interesante, no se detectd sefial fluorescente cuando se co-expresd TFIIEP y la doble

mutante Antp2A-H36A

en ninguno de los embriones analizados (Fig. 20C). Estos resultados
indican que la interaccion Antp-TFIIEB en embriones depende de los residuos 32 y 36 de

la hélice 2 del HD de Antp.

~Antp;TFIIER

W Ve

AntpHD; TFIIER TFIER Antp

VN vVC

’ | :-

TFI IER Antp!32AH36A

Figura 20. La interaccion Antp-TFIIEp es dependiente del HD de Antp en los residuos 32 y 36 de la
hélice 2 en embriones de D. melanogaster. Las proteinas de fusion fueron coexpresadas en embriones
mediante el prc-Gal4. A) Se muestra la sefial BiFC derivada de la reconstitucién de Venus por la interaccion
de Antp y TFIIEf en la regién anterior de cada parasegmento. B) Se muestra la sefial BiFC debida a la
interaccién entre el HD de Antp y TFIIEB. C) No se detect6 sefial fluorescente al co-expresar la mutante
doble Antp™?AH36A y TFIIEB. Se realizaron tres cruzas independientes entre las lineas UAS-VCAntp, -
VCAntpHD o -VCAntpP?A 364 v pre-Gal4.

Habiendo determinado la importancia de los residuos 32 y 36 del HD en la interaccion de
Antp-TFIIEfB en embriones, se analiz6 también la interaccion Antp-TFIIEf en los discos
imaginales de ojo-antena, ala y pata de larvas de Drosophila utilizando el potenciador dlI.

El esquema de cruzas utilizado se describe en la seccidon de Materiales y Métodos. En
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concordancia con los resultados obtenidos en embriones, en la Figura 21 se observa la
fluorescencia BiFC producto de la interaccién entre Antp y TFIIEB (Fig. 21A) en los
discos imaginales de ojo-antena, ala y pata, asi como la interaccién entre el HD de Antp
y TFIIEP también en los discos de ojo-antena, ala y pata (Fig. 21B). Los resultados de la
fluorescencia BiFC de ambas interacciones se aprecia, como se esperaba con el
potenciador dll, en los anillos del primordio antenal del disco ojo-antena (panel izquierdo),
en la regién del margen presuntivo alar del disco de ala (panel central), y en los anillos
del trocanter presuntivo del disco de pata (panel derecho). En contraste, y de la misma
forma que en embriones de Drosophila, no se detect6 sefial de interaccion BiFC entre la

doble mutante Antp32AH36A

y TFIIEB en ninguno de los discos imaginales de ojo-antena,
ala o pata analizados como se muestra en la Figura 21C. La falta de interaccion entre Antp

y TFIIEB confirma la importancia de los residuos 32 y 36 del HD en esta interaccion.

A) dil> Antp;TFIIEB

W Ve
B) dii>AntpHD; TFIIER
fFIIEB Antp

C) dii> Antp'32A-+H36A: TFIIER
VN vC
-
H'7|'F||EB Antp!32AH36A

Figura 21. Interaccion Antp-TFIIEf mediante los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD en discos
imaginales de D. melanogaster. Las proteinas de fusion fueron coexpresadas en discos imaginales mediante
dll-Gal4 en los discos imaginales de ojo-antena, ala y pata (de izquierda a derecha). A) Se muestra la sefial
BiFC en verde derivada de la reconstitucion de Venus por la interaccion de Antp y TFIIES. B) Se observa
en verde la sefial BiFC debida a la interaccién entre AntpHD y TFIIE. La fluorescencia BiFC se aprecia
en los anillos del primordio antenal del disco ojo-antena (izquierda), en el margen presuntivo alar del disco
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de ala (centro), y en los anillos del trocanter del disco de pata (derecha). C) No se detect6 sefial fluorescente
al co-expresar la mutante doble Antp32AH36A y TFIIEP en los discos de ojo-antena, ala y pata. Todos los
discos fueron tefiidos con DAPI (azul) para visualizar la estructura completa. Se realizaron tres cruzas
independientes.

Ademais, la cuantificacion de la intensidad relativa de fluorescencia en los embriones y
discos imaginales nos permiti6 realizar un andlisis estadistico de las interacciones que se
muestra en la Figura 22. El andlisis mostr6 que hay una diferencia altamente significativa
entre la co-expresion de TFIIEP y la doble mutante respecto a la co-expresion de TFIIER
con Antp o AntpHD en embriones (Fig. 22A) y discos imaginales (Fig. 22B) corroborando
la falta de interaccion entre Antp y TFIIEB debido a la mutacién de los residuos 32 y 36
de la hélice 11 del HD.
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Figura 22. Cuantificaciéon de la interaccion Antp-TFIIEf mediante BiFC en embriones y discos
imaginales. La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en embriones A) y discos imaginales B) se
realizé6 mediante la funcion “Color Histogram™ de ImageJ. Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA
de una via y la prueba post-hoc Tukey para comparacién de medias (p< 0.005).

Adicionalmente, para corroborar que la falta de interaccién de la doble mutante no es
debido a la incorrecta localizacion celular de la proteina, se realiz6 la deteccién de la doble
mutante en células HEK293 mediante inmunofluorescencia utilizando anti-Antp4C3
(YAntp) y anti-DsRed (yDsRed). Como se muestra en la Figura 23 la doble mutante de
Antp se detectd exitosamente en el nicleo celular (panel inferior en verde) de la misma
forma que Antp (panel superior) tal como lo confirma la contratincién nuclear con Dapi.

También se inmunodetectd la proteina mCherry en el citoplasma (fluoresencia roja) como
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control interno. Estos resultados confirman la localizacion nuclear de la doble mutante
Antp132A-H36A

Antp

Antp!32A-H36A

Figura 23. Localizaciéon nuclear de la doble mutante Antp™2A-H36A_ Se muestra la inmunodeteccion en el
nicleo de Antp mediante y Antp"®?A-H36A mediante anti-Antp (fluorescencia verde) asi como la deteccién
citopldsmica de Cherry mediante anti-dsRed (fluorescencia roja). Las células fueron contratefiidas con Dapi
para corroborar la localizacién nuclear.

7.1.4 Lainteraccion molecular proteina-proteina Antp-EXD no fue afectada por la

mutacion de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD

Para confirmar que la doble mutacién del HD no afect6 funciones clave de Antp
como interacciones proteina-proteina independientes del HD se realizaron ensayos BiFC
entre la doble mutante y el cofactor de homeoproteinas EXD tanto en cultivo celular como

en embriones (Figura 24).

Para los ensayos BiFC en células HEK293 se realiz6 la co-transfeccion de pldsmidos
pCS2 que codifican las proteinas de fusién VC-AntpP?AH36A v VN-EXD (Cdrdenas-
Chévez 2012 y Altamirano-Torres 2014). Por otro lado, los ensayos BiFC en embriones
se llevaron a cabo mediante cruzas genéticas entre ptc-Gal4 y las lineas UAS-VCAntp?A-
H36A v UAS-VNEXD donada por Samir Merabet (el esquema de cruzas se describe en la
seccion de Materiales y Métodos). Como se observa en la Figura 24A se encontro la
interaccién Antp?AH36AEXD en un 79% de las células con una diferencia altamente

significativa respecto a Antp™?AM0A_TFIIER (11%), asi mismo la interaccién Antp™?A-

H36A_EXD también fue detectada en embriones de Drosophila (Fig. 24B), y el anilisis
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estadistico indicé que no existe diferencia significativa entre la interacciéon de Antp™?*-

H36A con EXD vy la interaccién de Antp con TFIIEP (Fig. 24C).
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Figura 24. Interaccion Antp™*?A-H36A_EXD en cultivo celular y embriones. Los ensayos de BiFC se
basaron en la co-expresion de la doble mutante y EXD o TFIIE en células HEK293 y embriones. A) Se
observo la interaccion Antp™*?AH3A.EXD en un 79% de las células transfectadas. Las co-transfecciones se
realizaron junto con el plasmido pCAG-mCherry (fluorescencia roja) como control interno. B) Se observa
la sefial BiFC derivada de la interaccion entre EXD y la doble mutante (fluorescencia verde, panel superior).
C) Analisis estadistico de la interaccidén en embriones, la intensidad de fluorescencia se determiné mediante
la funcion “Color Histogram” de Image] y para el analisis estadistico se realizé6 un ANOVA de una viay la
prueba post-hoc Tukey de comparacién de medias (p< 0.005).

7.1.5 La doble mutacion del HD en la hélice 2 no afecto las funciones de union al

DNA ni la capacidad transactivadora de Antp

Confirmada la capacidad de la doble mutante de interactuar con EXD, también se
analizo si la doble mutacion del HD no afecto otra de las funciones clave de Antp, como
su capacidad de unién al DNA, en ensayos de transactivacion en cultivo celular. Para
analizar la capacidad transactivadora de la doble mutante de Antp se utilizaron los 11

sitios oligomerizados BS2 de unién a Antp (Figura 25).

Los ensayos de transactivacion se basaron en la co-transfeccién de pldsmidos pNPAC
productores de Antp, AntpAHD, Antp?A-H36A o TFIIEB y el plasmido pGLHI1 que
codifica el gen reportero LUC (Luciferasa) (Fig 25A). Para ello, se construy6 el plasmido
pNPAC-Antp¥?AH36A (Apéndice III), mientras que los pldsmidos pNPAC-Antp, -

AntpAHD y -TFIIEB previamente construidos en el laboratorio fueron caracterizados y
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purificados de acuerdo a Cédrdenas-Chavez 2007 y 2012. El ensayo de transactivacion
ilustrado en la Figura 25 muestra que la doble mutante (barras rojas) es capaz de activar
la expresion del gen reportero a partir de los sitios de unién BS2 en niveles similares a
Antp (barra azul), en contraste con AntpAHD (barras verdes) que al carecer del HD es
incapaz de unirse al DNA para activar la transcripcion. Ademads, no hay diferencia

B2A-H36A e presencia o ausencia de

significativa en la actividad transcripcional de Antp
TFIIEB. Estos resultados muestran que la capacidad de unién al DNA de Antp doble
mutante no se vio afectada por lo que se confirma la importancia de los residuos 32 y 36

en la interaccion de Antp con TFIIEP.
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Figura 25. La doble mutante Antp'*A-H36A eg capaz de unirse al DNA y activar la transcripciéon. A)
Esquematizacién de las construcciones en pPNPAC que codifican a las proteinas Antp, AntpAHD y Antp'3?4-
H36A "y del pldsmido pGLH11 que contiene el gen reportero LUC bajo el control de 11 sitios olligomerizados
BS2 a los que se une Antp. B) La grafica muestra el cambio de expresién derivado de la actividad
transactivadora de Antp y las mutantes en ausencia (-) o presencia (+) de TFIIEP. El vector pcopia-pgal fue
co-transfectado para la normalizacién de los datos, para el andlisis estadistico se realizé6 un ANOVA de una
via y la prueba post-hoc Tukey de comparacién de medias (p< 0.005, n=3).

De manera conjunta, los resultados obtenidos mediante BiFC in vivo en embriones y
discos imaginales junto con la confirmacion de la localizacion nuclear de la doble mutante
y su capacidad de interactuar con EXD y unirse al DNA, indican claramente que la
interaccion entre Antp y TFIIEP depende del HD de Antp, especificamente de los residuos
32y 36 de la hélice 2.
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7.2 Actividad funcional de la doble mutante Antp'3?A-H36A e ]as transformaciones

homedéticas en D. melanogaster

Debido a la importancia de la participacién esencial de los residuos 32 y 36 de la
hélice 2 del HD en la interaccion Antp-TFIIEB in vivo en Drosophila, se decidi6
determinar el efecto de la mutacion de dichos residuos en la actividad funcional de Antp
en la involucidén de la cabeza, la transformacion tordcica T1-T2 y en la transformacion
antena-tarso. Para llevar a cabo estos ensayos ectdpicos, primero se realiz la construccion
del plasmido pUASTattB-Antp?AH34 con el fin de obtener lineas transgénicas. Se
realizaron cruzas genéticas que permitieron dirigir la expresién de AntpB2AH30A 5
embriones y discos imaginales de Drosophila tal como se describe en la seccion de

Materiales y Métodos, y posteriormente se analizé el efecto de la mutacion en las

transformaciones homedticas de Antp.

7.2.1 Construcciéon del plasmido pUASTattB-Antp32A-H36A

En la Figura 26A se esquematiza la estrategia general mediante la cual se

construyé el plasmido recombinante pUASTattB-Antp32A-H36A

que contiene la secuencia
de Antp mutada en los residuos 32 y 36 del HD. La estrategia general se describe en detalle
en la seccion de Material y Métodos. La Figura 26B muestra la amplificacion mediante
PCR del fragmento de 1100 pb codificante a la proteina Antp™*?AH364 (carriles 1 y 2). El

132A-H36A

fragmento Antp se cloné en el vector pCR-TOPO 2.1 para obtener el pldsmido

recombinante pTOPO-Antp32A-H36A,

La Figura 26C muestra la caracterizacion enzimatica de dos clonas positivas de pTOPO-
AntpB?AH304 con Jos fragmentos esperados de la digestion con las enzimas de restriccion
diagnésticas. Con BamHI se obtuvieron los fragmentos esperados de 3953 y 1138 pb
(carriles 1 y 7) y con Pstl los fragmentos de 3140, 1190 y 761 pb (carriles 2 y 8). El
fragmento Antp?AH34 de 1100 pb digerido a partir de pTOPO-Antp?A 1364 mediante 1a
enzima de restricciéon Notl, se subcloné en el vector pUASTattB previamente linearizado

con Notl. La Figura 26D muestra la caracterizacion de una clona positiva de pUASTattB-
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AntpPB?AH34 con enzimas de restriccién diagnésticas. BamHI liberd los fragmentos de

7773, 1504 y 779 pb (carril 1), HindIII los fragmentos de 6992 y 3037 pb (carril 2), y
Smal los fragmentos de 6097 y 3959 pb (carril 3). El pldsmido de pUAST-attB Antp™*>A-
H36A fue secuenciado para confirmar la presencia de la doble mutacién en los residuos 32

y 36 del HD de Antp.
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Figura 26. Construccion del plasmido recombinante pUASTattB-Antp'?A-H36A_ [ os productos de PCR
y de las caracterizaciones enzimadticas fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
A) Diagrama de la estrategia de construccién del vector pUASTattB-Antp3?A-H36A E] fragmento Antp'32A-
H36A ge amplific por PCR a partir de pCS2-VC155AntpB3?A-H36A posteriormente el producto de PCR fue
clonado en el vector pPCR-TOPO2.1, y finalmente Antp"3?A-H36A e subcloné en el vector pUAST usando los
sitios de restriccion Notl. B) Se muestran las bandas del fragmento amplificado de 1100 pb correspondientes
a AntpB?A30A (carriles 1 y 2). C) Caracterizacién del vector pTOPO-Antp?A136A con las enzimas de
restriccion BamHI (carriles 1y 7) y Pstl (carriles 2 y 8), en los carriles 3-6 se muestran las clonas negativas.
D) Caracterizacion del vector pUASTattB-Antp™*2AH36A con las enzimas de restriccién BamHI (carril 1),
HindIII (carril 2) y Smal (carril 3). Los carriles M corresponden al marcador de peso molecular APstl.
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7.2.2 Generacion de lineas de moscas transgénicas UAS-Antp32A-H36A

132A-H36A

Una vez confirmado el pldsmido recombinante pUAST-Antp mediante

caracterizacion enzimdtica y secuenciacion, el vector se purificé6 mediante preparacion a
mediana escala con columnas de afinidad Qiagen (QIAGEN® Plasmid Handbook,

January 1997) como se describe en Materiales y Métodos. El vector pUASTattB-Antp24-

H36A se obtuvo con una pureza (relacién 260/280) de 1.9 y una concentracién de 1283.4
ng/ul, caracteristicas Optimas para la microinyeccion de embriones. El plasmido
pUASTattB-Antp?A 1364 ge envi6 a la compafifa BestGene Inc. (Chino Hills, California,
E.U.A.) para la obtencién de moscas transgénicas. En la Tabla V se muestran las nueve
lineas transgénicas obtenidas de la microinyeccién con el transgén Antp?A-H34 ingertado
en el cromosoma II o III. Las lineas obtenidas fueron numeradas y agregadas al stock

general de lineas transgénicas de la Unidad de Biologia del Desarrollo (UBD).

TABLA V. Lineas transgénicas de D. melanogaster obtenidas mediante microinyeccion del plasmido

pUASTattB-Antp'3A-H364

Numeracién en Transgén Cromosoy’la de Marcador fenotipico
Stock UBD Insercion
152D UAS-Antp!32A-H36A 11 Alas rizadas
153D UAS-Antp'32A-H30A I Alas rizadas
154D UAS-Antp!32A-H36A 11 Alas rizadas
155D UAS-Antp'32A-H30A I Cerdas escutelares cortas
156D UAS-Antp!32A-H36A 111 Cerdas escutelares cortas
157D UAS-Antp32A-H36A I Cerdas escutelares cortas
158D UAS-Antp!32A-H36A 111 Cerdas escutelares cortas
159D UAS-Antp32A-H36A I Cerdas escutelares cortas

7.2.3 Los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de Antp son necesarios para la

actividad funcional de Antp

Una vez confirmada la participacion de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD
en la interaccién Antp-TFIIEf en embriones y discos de Drosophila, se decidié determinar

el efecto de la mutacion de dichos residuos en la actividad funcional de Antp en la
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involucién de la cabeza y la transformacion tordcica T1-T2. Se ha demostrado
previamente que la expresion ectdpica de Antp en la regién anterior del embrion de
Drosophila durante el desarrollo embrionario produce dos actividades funcionales: a)
inhibicién de la involucién de la cabeza, y b) transformacién homedtica del primer
segmento tordcico T1 por el segundo T2 (Gibson y Gehring, 1988). Para realizar los
ensayos de direccion ectdpica se dirigié la expresion de Antp o la doble mutante en
embriones de D. melanogaster usando el potenciador nullo-Gal4. Los experimentos se
realizaron con dos juegos independientes de cruzas genéticas utilizando tres lineas
diferentes UAS-AntpP?AH36A de acuerdo con los esquemas de cruzas descritos en la

seccion de Materiales y Métodos.

De manera sorprendente, los fenotipos obtenidos de la expresion ectopica de la mutante
AntpB2AH36A revelaron que el 71.8% de los embriones analizados presentaron involucién
de la cabeza normal (Fig. 27C), mientras que el 25.2% mostr6 un fenotipo intermedio de
inhibicion (Fig. 27D), y solamente en el 2.1% de los embriones analizados se observo la
inhibicion completa de la involucion de la cabeza (Fig. 27E). Como se esperaba, los
resultados del anélisis de involucidn de la cabeza en cuticulas embrionarias derivadas de
la expresion ectopica de Antp wt mostraron los efectos fenotipicos severos de pérdida de
involucién de la cabeza (Fig. 27A). Las observaciones se clasificaron en tres fenotipos
para la inhibicién de la involucidn de la cabeza que son normal (-), intermedio (++) y
completo (+++) de acuerdo con lo descrito por Gibson y Gehring 1988, y los porcentajes
de los ensayos de involucién de la cabeza de la Figura 27 se desglosan en la Tabla VI

(panel izquierdo) y corresponden al promedio de resultados de tres lineas UAS-Antp™¥>4-

H36A diferentes.
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132A-H36A

Figura 27. La mutante Antp no afecté la involucion de la cabeza en embriones de D.
melanogaster. Antp y la doble mutante fueron sobreexpresadas usando el potenciado nullo-Gal4 y las
cuticulas fueron clasificadas de acuerdo a la descripcién de Gibson y Gehring 1988. A) Embrién con
inhibicién de la involucidon de la cabeza causada por la expresion ectopica de Antp. B) Embrién con
involucién de la cabeza normal. C) La mutante Antp 241364 no fue capaz de impedir la involucién de la
cabeza (71.8%). D) Fenotipo intermedio (25.2%). E) Inhibicién de la involucién de la cabeza (2.1%). Se
presenta el promedio de los porcentajes obtenidos de dos cruzas independientes.

En concordancia con la falta de inhibicion de la involucién de la cabeza, la transformacion

homeética T1-T2 en la Tabla VI muestra que la expresion ectépica de la mutante Antp24-

H36A presenté un fenotipo T1 normal en el 80.3% de los embriones, asi como una
transformacion intermedia T1-T2 (barbilla reducida) en el 19.6%, y una transformacién
TI1-T2 completa (barbilla ausente) solo en el 2.1% de los embriones. La falta de
transformacién homedtica obtenida con la doble mutante de Antp contrasta con la
sobreexpresion de Antp que mostrd la transformacién homedtica completa T1 a T2 en

todos los embriones analizados (barbilla ausente) como se esperaba.
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TABLA VL. Efecto de la expresion ectopica de Antp y la mutante en involucion de la cabeza y en la

transformacion T1-T2

Inhibicion de la Involucién de la Cabeza Transformacion T1-T2
(+++) (++) (-) n Ausente Reducida Normal n
Antp 100% - 191 100% - 100

Antpl32A-H3 A (3)  1.4% 17.1% 81.5% 140 1.4% 12.8% 87.2% 20
Antpl32A-H36A (b)  3.1% 28.7% 68% 94 3.1% 21.2% 788% 23

Antp!32A-H3A (c) 2% 30% 66% 84 2% 25% 75% 22
Promedio 2.1% 25.2 71.8 2.1 19.6 80.3
Normal - - 100% 68 - - 100% 60

En el andlisis de la transformacion tordcica T1-T2 los fenotipos fueron determinados con
base en el estado de la barbilla caracteristica de T1 (Gibson y Gehring 1988) y se
clasificaron en: ausente (transformacién completa), reducida (transformacion intermedia)

o normal (sin transformacioén).

Los resultados obtenidos en conjunto muestran claramente que los residuos 32 y 36 en la
hélice 2 del HD son necesarios para la actividad funcional de Antp para la inhibicién de

la involucién de la cabeza, asi como para las transformaciones toracicas T1-T2.

7.2.4 La mutacion de los residuos 32 y 36 del HD de Antp no permitié la

transformacion antena-tarso

Debido a la importancia de los residuos 32 y 36 del HD de Antp en las dos
actividades funcionales de inhibicién de la involucion de la cabeza y la transformacion
tordcica T1-T2, nos preguntamos si la doble mutante de Antp podria afectar también la
transformacion antena-tarso, ya que la expresion ectopica de Antp en la antena es capaz
de transformarla en tarso o estructuras con identidad del segundo par de patas. Para

analizar el efecto de la mutante Antp32A-H36A

en la transformacion de la antena se dirigié
la expresion mediante dpp- (2do segmento de la antena) y d//-Gal4 (3er segmento de la
antena). Para ello, se probaron tres lineas UAS-Antp?AH3%A diferentes en dos cruzas
independientes, las cruzas genéticas se llevaron a cabo de acuerdo con los esquemas

descritos en la secciéon de Materiales y Métodos.
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Los resultados muestran que al dirigir la expresion de la doble mutante de la hélice 2 del
HD (AntpB?A-H364) e observé una disminucién en extremo evidente de la transformacion
homedtica utilizando ambos drivers (Fig. 28). Cuando se dirigié la mutante de Antp con
dll-Gal4 solo se observé un ligero engrosamiento del segmento 3 de la antena (Fig. 28C)
y cuando se utiliz6 el driver dpp-Gal4 se observé un fenotipo de la antena normal en todos

B2A-H36A ¢on dos diferentes

los adultos analizados (Fig. 28E). Es decir, la direcciéon de Antp
potenciadores no causé ningln tipo de transformacién homedética. Estos hallazgos
contrastan con los resultados esperados cuando se dirige la expresiéon del HD de Antp al
3er segmento de la antena mediante dl/, el HD de Antp es capaz de transformar la antena
en una pata casi completa, se observan claramente estructuras como fémur, tarso, tibia y
ufia (Fig. 28B). De la misma forma, al dirigir la expresion de Antp mediante dpp-Gal4
(Fig. 28D), se observa tejido con identidad del segundo par de patas a partir del 2do
segmento de la antena como cerdas de la pata y la ufia. Es importante mencionar que
ademads de la transformacion anteriormente descrita, Antp al ser dirigida con dpp-Gal4

causa otros efectos fenotipicos como cabeza y ojos mas pequefios (Fig. 28D), falta de

despliegue de las alas, patas truncas y defectos abdominales (Resultados no mostrados).

Los resultados de falta de transformacién homedtica con la expresion ectdpica de la
mutante de Antp obtenidos con los dos potenciadores utilizados, demuestran claramente
que los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de Antp son necesarios para la
transformacion antena-tarso, y en conjunto con los andlisis de involucién de la cabeza y
transformacion tordcica T1-T2, indican que los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD de
Antp son estrictamente requeridos para la actividad funcional ectdpica de Antp en

Drosophila.
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dpp>Antp dpp>Antp!32A-H36A

Figura 28. La expresion ectépica de la mutante Antp'3*A-H3A afecté la transformacién antena-tarso en

adultos. La expresion de Antp y la doble mutante fueron dirigidas al 2do (>dpp) y 3er segmento antenal
(>dll). A) Fenotipo normal de la antena. B) Transformacién homeoética antena-tarso causadas por la
sobreexpresién de Antp en el 3er segmento antenal. C) La expresion ectdpica de la mutante Antp'32A-H36A
caus6 una transformacién leve con ligero engrosamiento del segmento antenal 3 y la base de la arista. D)
Transformacién homedética antena-tarso causada por la sobreexpresion de Antp en el 2do segmento de la
antena, se observan estructuras de pata como la uifia, asi como reduccién de los ojos y cabeza. E) La
sobreexpresion de la mutante Antp32AH394 no afecté la antena, se observa un fenotipo normal de todos los
segmentos antenales. Los segmentos transformados se indican con lineas y nimeros en rojo; 2, 2do
segmento de la antena; 3, 3er segmento de la antena; Ar, arista.

7.3 La interaccion Antp-TFIIEp es requerida para la transformacion antena-tarso

Dada la importancia esencial de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD mostrada
en la actividad funcional de Antp en las transformaciones homedticas, se decidi6 analizar
si la interaccion con TFIIEB podria afectar la funciéon homedtica de Antp en la

transformacion antena-tarso. Se confirmé el efecto de la interaccion de Antp-TFIIER
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mediante co-expresion en la antena usando dl/l-Gal4, los esquemas de cruzas de indican
en la seccidon de Materiales y Métodos. Para estar seguros de la presencia de la interaccion
Antp-TFIIE se seleccionaron in vivo las larvas que mostraron la fluorescencia de Venus
derivada de esta interaccion y estas larvas se transfirieron a viales para permitir su
desarrollo hasta la eclosion de adultos. En el caso de la mutante de los residuos 32 y 36

de la hélice 2 del HD se analizaron todos los adultos eclosionados.

De forma sorprendente, la interaccion entre AntpHD y TFIIEP caus6 una transformacion
homedtica completa de la antena, se observan claramente las estructuras de pata con la
presencia de fémur, tarso y ufia en la Figura 29A. Esta transformacion, causada por la
interaccion AntpHD-TFIIEf es précticamente igual que la obtenida al expresar
unicamente el HD de Antp en la antena como se indica en la Tabla VII y previamente en

la Fig. 28B. En contraste, la co-expresion de TFIIEP junto con la mutante del HD Antp?A-

H36A en ]a antena muestra que la transformacién homedtica antena-tarso fue drasticamente
reducida, observando solo un ligero engrosamiento del segmento 3 (Fig. 29B). Este

132A-H36A sola

resultado es muy similar al efecto de la expresion de la mutante de Antp
(Tabla VII) y que fue descrito previamente en la Figura 29C. Cabe mencionar que la
expresion unicamente de TFIIEP en la antena no generd ningtin grado de transformacion

en la antena (Tabla VII).

Estos resultados claramente muestran que la interaccion Antp-TFIIE es requerida para la
funciéon homedtica de Antp en la transformacion antena-tarso. Asi mismo, la disminucién

B2A-H36A - onfirma

drastica de la transformacion al co-expresar TFIIEB y la mutante Antp
que los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD son residuos clave para la interaccion
proteina-proteina entre Antp y TFIIEP, y que esta interaccion promueve la actividad

funcional de Antp para la transformacién antena-tarso.
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TFIIER Antp TFIIER  Antp':2aH36a

dlf>AntpHD; TFIIER dlf>Antp'32A-H36A- TEIER

Figura 29. La interaccion AntpHD-TFIIEp es requerida para la transformacion antena-tarso. Las
proteinas de interacciéon AntpHD-TFIIEP fueron dirigidas al 3er segmento antenal utilizando dll-Gal4. A)
La interacciéon AntpHD-TFIIEB permiti6 la transformacion homedtica completa de la antena en una pata.
B) La falta de interaccién entre la mutante Antp?AH36A vy TFIIEB disminuy6 drasticamente la
transformacién homeoética de la antena, se observa solo un leve engrosamiento del 3er segmento de la antena.
Los segmentos transformados se indican mediante lineas y leyendas en rojo. 2, 2do segmento de la antena;
3, 3er segmento de la antena; Ar, arista.

TABLA VII. Cuantificacion del nivel de transformacion de la antena

AntpHD  Antp'32A-H36A  AntpHD;TFIIER  Antp™?A-H¥A: TFIIES TFIIER

Nivel de
transform +++ + +++ + -
acién

(+++) indica un nivel fuerte, (++) indica un nivel débil y (-) indica ausencia de transformacion

Adicionalmente, se compararon los niveles de expresion de las lineas UAS utilizadas en
esta tesis al dirigirlas con ptc-Gal4, la deteccion se llevd a cabo mediante
inmunofluorescencia utilizando anti-Antp4C3 para detectar Antp y las mutantes, y anti-

GFP para detectar el extremo VN fusionado a TFIIEB. Como se muestra en la Figura 30
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se detectd la expresion de las lineas UAS-VCAntp, -AntpB2AH3064 y VCAntpB2A-H064A op
la regién anterior de los parasegmentos embrionarios, también se aprecia la deteccion de
la proteina endégena en los segmentos tordcicos 1, 2 y 3 (Fig. 30A). La expresion de
VNTFIIEPB se observa solo en los parasegmentos (Fig. 30A). La cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia mediante ImageJ (Funcién color histogram) mostré que los
niveles de expresion de las lineas UAS son iguales o mds bajos que la proteina endégena
(Fig. 30B). Estos resultados nos indican que no se produjo una sobre-expresion de las
proteinas analizadas, es decir, los andlisis de interaccion Antp-TFIIE se llevaron a cabo

con niveles de expresion similares a los endogenos.

-

ptc> VCAnNtp ptc> Antp!32A-H36A

Embriones

ptc> VNTFIIER

Unidades de Intensidad Relativa

Figura 30. Niveles de expresion de Antp y TFIIEP detectados mediante inmunofluorescencia. Las
proteinas fueron dirigidas a la region anterior de cada parasegmento usando pfc-Gal4. A) La inmunodetccion
de VCAntp, AntpB3?A-H36A y VCAntp3?A-H30A ge realizé utilizado yAntp4C3 y VNTFIIER utilizando yGFP.
B) Los niveles de expresion de las lineas UAS se cuantificaron con la funcion “Color Histogam” de ImageJ
y se compararon con la expresion endégena de Antp. Las unidades de intensidad relativa se cuantificaron a
partir de 5 embriones para cada caso.

7.4 Los factores de transcripcion TBP, Bip2, TFIIB, TFIIAy, EXD y AbdB afectan
la interaccion Antp-TFIIEp

Los ensayos in vivo de interaccion Antp-TFIIEP, asi como de expresion ectopica
indican claramente la importancia de la interacciéon dimérica Antp-TFIIEB en las
transformaciones homedticas de Antp, por lo que es posible que para realizar todas las
multiples actividades funcionales de Antp se requiera la presencia de interacciones
triméricas o multiméricas, ya sea de forma simultdnea, o de forma competitiva impidiendo
la formacién del dimero Antp-TFIIEP. Para analizar esta posibilidad, se decidio

determinar en cultivo celular el efecto de otros factores transcripcionales en la dindmica

76



de la interacciéon Antp-TFIIEB. Para ello, se realizaron ensayos de competencia BiFC
mediante la co-transfeccion de pldsmidos pCS2 con VN-TFIIEB y VC-Antp, asi como con
los plasmidos pPAC que contienen una serie de 6 factores transcripcionales (FTs), entre
ellos los GTFs; TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAy, y las homeoproteinas; EXD y AbdB. Los
plasmidos pPAC utilizados fueron obtenidos previamente en el laboratorio y fueron
amplificados y caracterizados enzimdaticamente de acuerdo con Cardenas-Chéavez 2012

antes de ser transfectados en células.

7.4.1 Los GTFs TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAy, asi como las homeoproteinas EXD y

AbdB interfieren en la interaccion Antp-TFIIEp en cultivo celular

La co-expresion unicamente de las proteinas de fusion VN-TFIIEB y VN-Antp
resulté como se esperaba en la reconstitucién de la actividad de Venus (fluorescencia
amarilla) en un 81% de las células transfectadas (Fig. 31A). En la Figura 31B-G se muestra
la co-expresion del dimero de interaccién Antp-TFIIEP junto con alguno de los GTFs o
homeoproteinas. El efecto de los GTFs y homeoproteinas en la interacciéon Antp-TFIIEP,
resultd, en todos los casos, en una disminucion del porcentaje de interaccion Antp-TFIIER
correspondiente al 81%. La adicién de TBP mostr6 una disminucién hasta un 56%, Bip2
hasta un 43%, EXD hasta un 49%, TFIIB hasta un 51%, TFIIAy hasta un 57% y AbdB
hasta un 41%. El anélisis estadistico de comparacion de medias muestra diferencia
altamente significativa entre el porcentaje de la interaccion dimérica Antp-TFIIE (Fig.
32, barra magenta) y los porcentajes de interaccion al afiadir Bip2, TFIIB, EXD y AbdB
(Fig. 32, barras azules) y una diferencia significativa al afiadir TBP y TFIIAy.

Los resultados del ensayo de BiFC competitivo sugieren que todos los factores
transcripcionales adicionados como competitivos interfieren en la interaccién entre Antp
y TFIIER, y ya que todos los FTs adicionados disminuyeron la interaccion Antp-TFIIEP
aproximadamente a la mitad, estos resultados sugieren una participacién probable de los
GTFs TBP, Bip2, TFIIEB y TFIIAY, asi como las homeoproteinas EXD y AbdA en la
interacciéon dimérica Antp-TFIIEB que podria derivar de la formacion de complejos

triméricos.
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A)  Antp-TFIER

Figura 31. TBP, Bip2, TFIIB, TFIIAy y las homeoproteinas AbdB y EXD interfieren en la interaccion
proteina-proteina Antp-TFIIEp. Los ensayos BiFC competitivos se basaron en la co-expresion en todos
los casos de las proteinas VC155-Antp y VN-TFIIE con y sin adicion de los factores transcripcionales. A)
El porcentaje de interaccidn entre Antp y TFIIEP es de 81% sin la adicién de otros factores. B) Los factores
transcripcionales adicionados se expresaron sin Venus a partir de plasmidos pPAC. Como control interno
de transfeccion se utilizé el plasmido pCAG-Cherry en todos los casos (fluorescencia roja). La fluorescencia
de Venus en verde indica la interaccion proteina-proteina Antp-TFIIEP en el nicleo de las células
transfectadas.
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Figura 32. Efecto de otros FTs en la interaccion Antp-TFIIEp mediante BiFC competitivo. Se compar6
el porcentaje de interaccién obtenido al afiadir cada uno de los factores transcripcionales (barras azules)
respecto al porcentaje de interaccion Antp-TFIIEP (barra magenta). El andlisis estadistico se realizé
mediante un ANOVA de una via y la prueba post-hoc Tukey de comparacion de medias. El anilisis
estadistico mostr6 que existe una diferencia altamente significativa (****) entre la interacciéon Antp-TFIIE
en presencia de Bip2, TFIIB, EXD y AbdB. También se observa una diferencia significativa (**) cuando se
afiade TBP y TFIIAy (p < 0.005).
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8. DISCUSION

Para analizar la relacién entre las homeoproteinas y la maquinaria basal de
transcripcion, nos centramos en describir los contactos especificos que ocurren en la
interfase proteina-proteina entre Antp y TFIIEPB, asi como determinar el papel funcional
de esta interaccion en Drosophila. Los resultados del presente trabajo demuestran que la
interaccion directa entre Antp y TFIIEB depende de las posiciones 32 y 36 del HD de Antp
in vivo. Ademds, esta interaccion es requerida para las actividades funcionales del Antp

en las transformaciones homeoticas.

Andlisis previos de mutagénesis sitio-dirigida del HD en cultivo celular indicaron que la
interaccion de Antp con TFIIEP ocurre a través de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del
HD de Antp (Altamirano-Torres, 2014). Los resultados mostraron in vivo en Drosophila
muestran que la mutacién doble de estos residuos aboli6 la interaccién Antp-TFIIE tanto
en embriones como en discos imaginales. Para corroborar esta interaccion, confirmamos
mediante la inmunodeteccién nuclear de la mutante que la falta de interacciéon con TFIIE
se debe a la mutaciéon de los residuos en la hélice 2 de Antp, y no a la incorrecta
localizacion de la proteina. Estos resultados apoyan estudios previos que muestran que la
sefal de localizacion nuclear (SLN) de Antp se encuentra en los residuos 43-58 de la
hélice 3 (Joliot et al., 1991; Derossi et al., 1994), por lo que la doble mutacién en la hélice
2 de Antp no comprometié la importaciéon de la proteina mutante al nucleo.

B2A-H36A mantiene otras funciones

Adicionalmente, probamos que la doble mutante Antp
clave de Antp como su interaccion con el cofactor EXD o la capacidad de unién con el
DNA. Estos controles nos permiten corroborar que estos residuos en la hélice 2 son
cruciales para la interaccién de Antp con TFIIEP. Es importante indicar que, dado que los
residuos 32 y 36 del HD se encuentran en la cara opuesta de la unién del HD con el DNA
y estan fisicamente expuestos para llevar a cabo contactos con otras proteinas, y dado que
se ha demostrado que TFIIEP también interactda con Scr, Ubx, AbdA y AbdB, los HDs

de estas proteinas podrian también estar involucrados en la interaccién probablemente a

través de los residuos 32 y 36.
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Aunque nuestros resultados muestran claramente que la interaccién Antp-TFIIEf depende
de los residuos 32 y 36 de la hélice 2, no excluyen la posibilidad de que otras posiciones
en la hélice 2 o incluso en el lazo entre las hélices 1 y 2 (lazo intermedio) participen en la
interaccién con TFIIEP. Existen reportes en los que se determiné que las posiciones 30 y
33, ademds de las posiciones 32 y 36, permiten la interaccion entre los HDs de las
proteinas POU Oct-1 y Oct-2 y el factor de transactivacion VP16 del virus del Herpes
Simple (Lait et al., 1992; Pomerantz et al., 1992). Ademas de la hélice 2, también se ha
establecido la importancia de la hélice 1 en interacciones proteina-proteina como Antp-
Eyless o la dimerizaciéon de Scr, y en ambos casos se confirmé la importancia de la
posicion 19 de la hélice 1 (Plaza et al., 2008; Papadopoulos et al., 2012). Lo anterior en
conjunto con nuestros resultados postulan que, ademas de su capacidad de unién al DNA
y RNA (Gehring et al., 1995; Dubnau and Struhl, 1996) el HD de Antp funciona como
una plataforma de interaccién con diversas proteinas desde la cara opuesta al DNA
(hélices 1 y 2), mediante la cual puede llevar a cabo el control de la transcripcion de sus

genes blanco.

Ya que el mecanismo molecular preciso de la regulacion transcripcional de Antp no es del
del todo claro, intentamos arrojar luz en este proceso determinando si las posiciones 132
y H36 son importantes para la actividad funcional de Antp. Cuando se expresa de manera
ectdpica en la region cefdlica de embriones en desarrollo, Antp inhibe la involucion de la
cabeza y transforma el segmento pro-tordcico T1 en T2 en larvas, y transforma las antenas
en patas meso-tordcicas (T2) en adultos (Schnewly. 1987). La expresion ectépica de la
mutante AntpP?AH3%A demostré que los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD son
esenciales para la funcién de Antp ya que la doble mutante no fue capaz de inhibir
involucidn de la cabeza ni de transformar los segmentos tordcicos las antenas. En anélisis
de funcién similares se observé que cuando se muta el motivo YPWM de Antp se pierde
la capacidad de transformar la antena y que la posiciéon 19 en la hélice 1 del HD es
necesaria para la funciéon homedtica de Scr (Papadopoulos et al., 2011; Papadopoulos et

al.,2012).
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Para determinar la relevancia funcional de la interaccién Antp-TFIIE, dirigimos la co-
expresion de la interaccion Antp-TFIIEP a la antena (visualizada por BiFC en larvas vivas)
y observamos que se generd una fuerte transformacion de la antena en pata, y por el

B2A-H36A mostré una

contrario, la expresiéon de TFIIEf junto con la doble mutante Antp
dréstica reduccion de la transformacion de la antena practicamente al mismo nivel que
cuando dirigimos de manera individual la doble mutante. En contraste, la funcién de Antp
se ve afectada de manera diferente cuando interactia con otras homeoproteinas, la
interaccién de los HDs de Antp y AbdB en la antena impidi6 la transformacion antena-
tarso (Adashi et al., en preparacion), un efecto similar se observé con la interacciéon Antp-
Eyeless en la que se impidi6 la reduccién del ojo por Antp (Plaza et al., 2008), ademas
ambas interacciones dependen de la posicion G19 de la hélice 1 del HD. La interaccion
de homeoproteinas con una diversidad de factores de transcripcion (otras homeoproteinas
o GTFs) tiene funciones también diversas, y en el caso de la interaccion proteina-proteina
de Antp con TFIIEP cambios sutiles en dos aminoacidos del HD ocasiona efectos drésticos

que a su vez afectan el control transcripcional y las propiedades funcionales de Antp en la

transformacidn antena-tarso.

Ya que nuestros resultados in vivo de interaccion y expresion ectOpica indican la
importancia de la interaccion dimérica Antp-TFIIEf en la funcién de Antp, es posible que
para realizar las diversas actividades de Antp se requiera la formacion de complejos
triméricos o multiméricos. Analizamos esta posibilidad con ensayos de competencia BiFC
co-expresando el dimero Antp-TFIIEf junto con los GTFs; TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAY,
y las homeoproteinas; EXD y AbdB en cultivo celular. Este ensayo fue previamente
descrito para determinar candidatos de interaccion con homeoproteinas en Drosophila
(Baeza et al., 2015) y se adapt6 en el laboratorio para el analisis en cultivo celular de
posibles interacciones triméricas. Observamos que todos los FTs probados ocasionaron
una disminucién del porcentaje de interaccion Antp-TFIIEB (81%) de manera altamente
significativa; Bip2 (43%), TFIIB (51%), EXD (49%) y AbdB (41%), o significativa; TBP
(56%) y TFIIAy (57%). El hecho de que la interaccién no haya sido abatida en ninguno
de los casos indica que el FT adicional podria estar interactuando con Antp, TFIIEB o

ambos sin inhibir por completo la interaccion dimérica Antp-TFIIEp. Estos resultados
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postulan la posibilidad de la formacién de complejos triméricos entre Antp-TFIIEP y los
FTs afiadidos. Andlisis previos de interacciones diméricas han mostrado que Bip2, TBP,
EXD y AbdB interactiian con Antp (Prince et al., 2008; Cardenas-Chavez, 2012), y que
TFIIEB es capaz de unirse con AbdB y TBP (Yokomori et al., 1998; Baeza et al., 2015).
EXD y Bip2 se unen tinicamente a Antp, aunque esta reportada la interaccién de TFIIE
con el holo-complejo TFIID, de manera especifica con dTAFu60 (Maxon et al., 1994;
Hisatake et al., 1995), por lo que existe la posibilidad de que Bip2 también interactie con
TFIIEB. AbdB y TBP se unen a ambos miembros del dimero Antp-TFIIEp convirtiéndolos
en los candidatos mds fuertes para formar complejos triméricos con Antp y TFIIE. En el
caso de TBP recientemente se confirmé la interaccion trimérica Antp-TBP/TFIIEf
mediante BiFC/FRET en cultivo celular junto con las interacciones triméricas Antp-
TBP/EXD y Antp-TBP/Bip2 (Jiménez-Mejia, 2018). De acuerdo con ensayos de BiFC en
cultivo celular, los GTFs TFIIB y TFIIAy no interactdan con Antp, y no existen reportes
de su interaccién con TFIIEB, resulta interesante que también hayan afectado la
interaccion, por lo que es necesario realizar ensayos que permitan confirmar si realmente
éstos GTFs participan en complejos proteicos con Antp. El ensayo de BiFC competitivo
no permite confirmar ni descartar la participacion de ninguno de los FTs en la formacion
de complejos triméricos con Antp-TFIIEB, por lo que es necesaria la realizacién de
ensayos especificos de interacciones triméricas, tal como BiFC/FRET tanto en cultivo

celular como in vivo.

En conjunto, nuestros resultados claramente muestran que la interaccién entre el HD de
Antp y TFIIEB contribuye con la regulacion transcripcional y las actividades funcionales
de Antp, por lo que surge entonces la pregunta de como es que esta interaccion contribuye
con las actividades de Antp a nivel del PIC. El factor general de transcripcion TFIIE es un
heterotetramero que consiste en dos subunidades a y dos subunidades 3, TFIIE se encarga
de regular las actividades de TFIIH como cinasa en la fosforilaciéon del CTD de la RNA
Pol I, ATPasa y DNA helicasa (Drapkin et al., 1994; Ohkuma et al., 1994). De manera
particular, TFIIEP se une tanto a TFIIB como TFIIF para contribuir en actividades como
apertura y estabilizacion del promotor, asi como la transicion de la etapa de iniciacién a

elongacién de la transcripcidn. Por lo tanto, la interaccion Antp-TFIIEf podria representar
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un punto de control para la modulacién de factores de transcripcién involucrados en
funciones de activacion o represion. Actividades de represion de la interaccién Antp-
TFIIEB podrian implicar desestabilizacién del PIC o la inhibicién de las funciones de
TFIIEP en la promocién de TFIIH como ATPasa, cinasa o helicasa. Por ejemplo, mediante
ensayos co-inmunoprecipitacion se ha determinado que el FT de dedos de zinc Kriippel
(Kr), proteina de segmentacion de Drosophila en estadios tardios del desarrollo, interactda
de forma dimérica con TFIIEP y esta interaccién tiene una funcién represora en ensayos
de transcripcion in vitro (Sauer et al., 1995). Otro ejemplo de represion transcripcional a
nivel de la maquinaria basal estd representado por la homeoproteina Even-skipped (Eve),
factor primario de regla de par que actia como represor en la embriogénesis de
Drosophila, Eve interactua con TBP, y evidencia in vitro indica que esta homeoproteina
bloquea la transcripciéon mediante su union con TBP evitando que ésta se una a TFIID o a
la caja TATA en el promotor (Li y Manley, 1998). Dado lo anterior, y teniendo en cuenta
que Antp determina el destino de patas mesotordcicas reprimiendo la transcripcion de
genes determinantes de la antena como Hth y DIl en discos imaginales (Casares y Mann,
1998; Emerald et al., 2003), podria ser razonable pensar que la interaccién Antp-TFIIE
participa en actividades represoras para estos casos y otros genes blanco de represion. Los
ensayos de transactivacion en los que la presencia de TFIIEB redujeron a un 47% la
expresion del reportero LUC por parte de Antp también respaldan la nocidn represora, no
obstante, es necesario llevar a cabo mas experimentos para definir con claridad el

mecanismo de accion de esta interaccion durante la transcripcién génica.

Por otra parte, también podria ser posible que Antp facilite la llegada de TFIIE al PIC y
a su vez el subsecuente reclutamiento o la activacion de TFIIH, permitiendo asi una
eficiente transicion hacia la elongacion de la transcripcion. La mutacion de Medl9 en
discos imaginales de halterio demostr6 que la proteina Medl9 es necesaria para la
activacion de genes blanco de Ubx (Boube et al., 2014), y cuando Kr se une de forma
monomérica a TFIIB activa la transcripcion in vitro (Sauer et al., 1995). Méas aun, el
cofactor positivo 4 (PC4) de humanos y C. elegans es un FT que permite la transcripcion
dependiente de activadores, y en la presencia de TFIIEP, PC4 promueve la transcripcion

basal y en curso durante la transicion de inicio a elongacién promoviendo la funcién de
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TFIIEP para estabilizar la region abierta del promotor (Akimoto et al., 2014). Es necesario
determinar el mecanismo molecular fino mediante el cual la interaccién entre Antp y
TFIIEB contribuye con la regulacion de la transcripcion ya sea activando, reprimiendo, o

ambas.

En esta tesis, se presenta de forma clara, la evidencia in vivo que demuestra la interaccién
proteina-proteina de TFIIEP con dos residuos de la hélice 2 del HD de Antp que ademaés
son clave para la funcién homedtica de Antp, y esta interaccidén es esencial en la
transformacion antena-tarso. Estos resultados proveen conocimiento valioso sobre la
interface entre el HD de Antp y TFIIEP para evaluar hasta qué punto esta interaccion se
traduce en propiedades funcionales durante la activacion o represion de genes blanco.
Debido a la alta conservacion de los HDs de las proteinas Hox, el papel de los residuos 32
y 36 de la hélice 2 del HD puede extrapolarse a la interaccion de TFIIEB con otras
proteinas, como Scr, Ubx y AbdB (Bondos ef al., 2006; Hudry et al., 2012; Baeza et al.,
2015). Nuestros resultados también abren la posibilidad de explorar la interaccion de Antp
con otros factores generales de transcripcion en forma dimérica o trimérica como parte

del interactoma Hox que dirige el control genético del desarrollo en Drosophila.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente tesis sobre la interaccién Antp-TFIIEf

permitieron concluir:

1. La hélice 2 del HD de Antp interactia con el Factor General de Trascripcion
TFIIEB, especificamente a través de los residuos 32 y 36 in vivo en embriones y

discos imaginales de Drosophila.

2. La doble mutacion del HD en la hélice 2 no afect6 las funciones de Antp en la
internalizaciéon al nucleo, unién al DNA, capacidad de activacion de la

transcripcion e interaccion molecular proteina-proteina con EXD.

3. Ladoble mutacion de los residuos 32 y 36 de la hélice 2 del HD afect6 severamente
la actividad funcional de Antp in vivo en la involucién de la cabeza y
transformacién T1-T2 en embriones, asi como en la transformacién antena-tarso

en adultos.

4. Lainteraccion AntpHD-TFIIE es necesaria para la actividad funcional homedtica

de Antp en la transformacidn antena-tarso.

5. Los GTFs TBP, Bip2, TFIIB y TFIIAY, asi como las homeoproteinas EXD y AbdB
afectan la interaccién proteina-proteina entre Antp y TFIIEB en cultivo celular
postuldndolos como probables colaboradores triméricos de la interacciéon Antp-

TFIIEP.
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10. PERSPECTIVAS

El trabajo desarrollado en esta tesis demostré por primera vez que la interaccion
proteina-proteina de TFIIEB con Antp depende de dos residuos de la hélice 2 del HD in
vivo en Drosophila y son clave para la funcién homedtica de Antp. Asi mismo, se
demostr6 que la interaccion Antp-TFIIEP es esencial en la transformacion antena-tarso y
se presenta evidencia de la probable formacion de complejos triméricos con otros FTs; lo

abre la posibilidad de una nueva serie de interrogantes para:

® Analizar el efecto de la doble mutante de la hélice 2 del HD en la capacidad

activadora o represora de Antp sobre sus genes blanco in vivo.

e Establecer si la interaccién Antp-TFIIEP posee propiedades funcionales durante la
activacion o represion de genes blanco de Antp para el control genético del

desarrollo en Drosophila.

® Determinar la existencia de interacciones triméricas entre Antp y otras
homoproteinas y/o GTFs mediante FRET basado en BiFC en cultivo celular e in

vivo, asi como determinar si estas afectan la actividad funcional de Antp.

® Definir la dindmica de la interaccién Antp-TFIIEf con el PIC mediante ensayos

de transcripcion in vitro.
Dilucidar dichas interrogantes sumard informacion valiosa a la determinacién de los

mecanismos moleculares finos que dan lugar a la especificidad funcional de las

homeoproteinas durante el desarrollo de Drosophila melanogaster.
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APENDICE I

Tabla VIII. Listado de oligonucleétidos disenados

Nombre Secuencia Tm °C

VenusAntpS™ | 5" GCGGCCGCATCTCCCGGGGGATCCACC 3" | 73.3

AntpNot5 5" GCGGCCGCATGACGATGAGTACAAAC 3" | 48.8

AntpNot3 5" GCGGCCGCCGATCCTACTGCG 3 54.3

ATTBS 5" CTCTGAATAGGGAATTGGG 37 49.7

ATTB3 5" GTCACACCACAGAAGTAAGGTTCC 3° 574
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APENDICE I

I

Tabla IX. Lineas de moscas transgénicas utilizadas en esta tesis

Nombre y #stock Descripcion Cromosoma/Marcador Obtencién
UBD P fenotipico
Linea prod}lctora que expresa ot
S EIEIC (] ChII CyO L T
dll-Gal4 (113D) potenciador distalless en el =Y P
. . . . Alas rizadas Center
primordio antenal del disco ojo-
#3083
antena.
Linea productora que expresa .
Gal4 bajo el control del ChIII TM3 y Tb Dgi?)or;;; g;(zf)lck
dpp-Gal4 (54D) | potenciador de decapentaplegic | Cerdas escutelares cortas genter
en la linea medio-ventral del Cuerpo pequefio y grueso
. #7007
disco de ala
Linea prod}lctora que expresa st
Gal4 bajo el control del .
. Ch1II CyO Drosophila Stock
ptc-Gal4 (62D) potenciador de patched, en la .
region anterior de cada Alas rizadas e
- #3083
Bloomington

parasegmento embrionario

Drosophila Stock

Linea reportera que expresa
UAS-Antp (27D) Antp bajo el control de UAS Chil Center
#7301
UAS- Linea reportera que expresa ChII CyO Microinyeccion
Antp32A-H36A Antp32AH36A baio el control de Alas riz aijas BestGene
(152D) los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa ChII CyO Microinyeccion
Antp!324-H36A AntpB2A-H36A bajo el control de Alas riz aydas BestGene
(153D) los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa ChII CyO Microinyeccion
Antp32A-H36A Antp32AH36A baio el control de Alas riz aiias BestGene
(154D) los sitios UAS Company
A UI?ZSAjH%A L1nIe3221 iﬁ;}gg):terg que expresa Ch 11 TM3 Microinyeccioén
ntp Antp bajo el control de Cerdas escutelares cortas BestGene
(155D) UAS Company
A U;?ZSA?H36A Llnga; Ari[;&rterg que expresa Ch 111 TM3 Microinyeccion
ntp Antp bajo el control de Cordasiescitelares cortas BestGene
(156D) los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Microinyeccién
Antp32A-H36A AntpPB2A-H36A haio el control de Cer das(é}slcllgelTaAr/Ss cortas BestGene
(157D) los sitios UAS Company
A U§2§TH36A Llngzzl ;ig)é)[\rterg que expresa Ch 111 TM3 Microinyeccion
ntp Antp bajo el control de Cerdas escutelares cortas BestGene
(158D) los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Microinyeccién
Antp32A-H36A AntpPB?A-H36A haio el control de Cer das(é}slclj‘felTaAr/Iei cortas BestGene
(158D) los sitios UAS Company
UAS-VCAntp Linea reportera que expresa Ch1II CyO Donada por Samir
(106D) VCAntp bajo el control de UAS Alas rizadas Merabet
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UAS-

Linea reportera que expresa

Ch III TM6

Donada por Yoshi

V(ilf;gg?D VCAmIiI:stitt)fnglejlgg ntrol de Cerdas escutelares cortas Adachi
UAS- Linea reportera que expresa Ch III TM3 Microinyeccion
VCAntp™?A-H36A | yCAngp'32A-H36A bajo el control Cerdas escutelares cortas BestGene
(147D) de los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Ch IIT TM3 Microinyeccién
VCAntp™?A-H36A | yCAntp'32A-H304A bajo el control Cerdas escutelares cortas BestGene
(148D) de los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Ch IIT TM3 Microinyeccién
VCAntp™?A-H36A | yCAngp'32A-H364A bajo el control Cerdas escutelares cortas BestGene
(149D) de los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Ch IIT TM3 Microinyeccién
VCAntp™?A-H36A | yCAntp'32A-H304A bajo el control Cerdas escutelares cortas BestGene
(150D) de los sitios UAS Company
UAS- Linea reportera que expresa Ch IIT TM3 Microinyeccién
VCAntp™?A-H36A | yCAntp'32AH30A bajo el control Cerdas escutelares cortas BestGene
(151D) de los sitios UAS Company
Linea reportera que expresa .
UA?I-OVE)F;XD VN-EXD bajo el control de los ChIV Dona;l/{aef;brefannr
sitios UAS
UAS-VNTFIIEp | nea reportera que expresa ChII CyO Donada por Samir

(110D)

VN-TFIIES bajo el control de
los sitios UAS

Alas rizadas

Merabet
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APENDICE III

Construccién del plasmido pNPA C-Antp!32A-H36A

A)

Subclonacion en pNPAC
Antpl32a-H36A Nt Nogy,
o o -+ pNPAC

pCS2VC155 't

AnthSZA—HLlGA q

pNPAC- |
| Antpl32A-H36a '

B)

Figura 33. Construccién del plasmido recombinante pNPAC-Antp™*A-H3A [ a caracterizacion
enzimdtica fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. A) Esquematizacién de la
estrategia de construccién del vector pNPAC-Antp'32A-H36A e] fragmento Antp32A-H36A e subclond a partir
de pCS2-VC155Antp32A-H36A en e] vector pPNPAC usando los sitios de restriccién Notl. B) Caracterizacién
del vector pPNPAC-Antp'32A 364 con la enzima de restriccion Pstl correspondiente a los fragmentos de 3140,
1190 y 761 pb, se observan dos clonas positivas en los carriles 1 y 2. El carril M corresponde al marcador
de peso molecular APstl.
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