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1. RESUMEN

Las homeoproteinas especifican la identidad de los segmentos en el eje antero-posterior
durante el desarrollo de Drosophila melanogaster. Esto lo hacen gracias a que codifican
un Homeodominio (HD) conservado, que reconoce secuencias de nucleotidos muy
similares y que se repiten constantemente en los diversos genomas, por lo que llevan a
cabo interacciones proteina-proteina con complejos de regulacion transcripcional para
alcanzar su especificidad funcional. Por lo anterior es que presentan alta plasticidad en los
interactomas Hox y es necesario entender dichas interacciones entre homeoproteinas y
con otros factores transcripcionales que dirige el desarrollo de los organismos. En la
presente tesis determinamos que Antp y Ubx establecen complejos triméricos con el factor
transcripcional TBP asi como con la homeoproteina Exd y su funcién homedtica en
Drosophila melanogaster. La estrategia experimental permitid determinar la importancia
de las hélices 1 y 2 presentes en el HD de Antennapedia en su interaccion con Ubx usando
un ensayo de Sistema de Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC, por sus
siglas en inglés) en cultivo celular. Posteriormente, se investigd la formacion de los
trimeros usando el sistema FRET basado en BiFC y su funcién en la involucion de las
estructuras bucales y cabeza en larvas, asi como en la homeosis antena-pata en organismos
adultos mediante cruzas genéticas. Los resultados mostraron que la interaccion molecular
de Antennapedia con Ultrabithorax requiere la presencia de las hélices 1 y 2 del HD de
Antennapedia. Asi mismo se encontr6 la presencia de dos nuevos complejos triméricos:
Antp-Ubx con TBP y la homeoproteina Exd. Para ello se utilizo BiFC-FRET, mientras
que no se detectaron los trimeros Antp-Ubx con BIP2 y TFIIEB. Funcionalmente, los
complejos triméricos redujeron el efecto homedtico de Antp en la involucion de la cabeza,
asi como la transformacion toracica en larvas, observando un mayor efecto en el trimero
Antp-Ubx/Exd que en las interacciones con TBP. El efecto de estos complejos nuevos en
la homeosis antena-pata en individuos adultos, mostrd que la expresion de TBP y Exd en
los trimeros rescataron el fenotipo al inhibir la transformacion antena-pata. La deteccion
de las dos nuevas interacciones triméricas de Antp-Ubx con TBP y Exd contribuyen a la

compresion de la funcion de las proteinas Hox en el complejo interactoma HOX.
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1.1 ABSTRACT

Homeoproteins specify the identity of the segments along the antero-posterior axis
through development on Drosophila melanogaster. They do it because codify a conserved
Homeodomain (HD) that recognizes to very similar and constantly repeated nucleotide
sequences on the diverse genomes, so they carry out protein-protein interactions with
regulation transcriptional complexes to achieve their functional specificity. This is way
they present high plasticity on the Hox interactomes and understand interactions between
homeoproteins and with other transcriptional factors that drive development in the
organisms is necessary. In this thesis, we determine that Antp and Ubx establish trimeric
complexes with the transcriptional factor TBP and with the homeoprotein Exd, also their
homeotic function in Drosophila melanogaster. The experimental strategy allowed us to
determine the importance of 1 and 2 helixes of the AntpHD in its interaction with Ubx
through the system Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) on cell culture.
Subsequently, formation of trimers was investigated, using FRET system based on BiFC,
and their function on head involution in larvae as well as in the antennae-leg
transformation on adult flies through genetic crosses. The results showed that Antp-Ubx
molecular interaction requires the helixes 1 and 2 of AntpHD presence. As well as the
presence of two new trimeric complexes was found: Antp-Ubx with TBP and with the
homeoprotein Exd. For this, BIFC-FRET system was used, although trimers with Bip2
and TFIIEB were not detected. Functionally, the trimeric complexes diminished the
homeotic effect of Antp on head involution, as well as the thoracic transformation on
larvae, observing a higher effect in Antp-Ubx/Exd trimer than the interactions with TBP.
The effect of these new complexes on antenna-leg homeosis showed that TBP and Exd
expression rescue the phenotype to inhibit antenna-leg transformation. The two new
trimeric interactions, Antp-Ubx con TBP y Exd, help to understanding the protein Hox

function on complex HOX interactome.
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2. INTRODUCCION

Los genes Hox son genes reguladores maestros cuyos productos proteicos fungen
como factores de transcripcion, de esta manera regulan la expresion de genes
indispensables en el desarrollo del eje antero-posterior de diversos organismos
multicelulares. Estos genes cuentan con una secuencia muy conservada, la cual se
denomina “caja homeoética” que traduce para un producto proteico de ~60-61
aminoacidos llamado “homeodominio” (HD), el cual consta de tres a-hélices y se une
a una secuencia conservada (TAAT) en el ADN (Gehring ef al., 1994, Carnesecchi et
al., 2018). A pesar de ello, las homeoproteinas muestran alta especificidad regulando
sus genes blanco (Mann et al., 2009). Por ello, las homeoproteinas participan en
interacciones proteina-proteina mediante el HD o bien, otros dominios proteicos, ya
sea con mas homeoproteinas, algunas de las cuales actian de cofactores aumentando
la afinidad y especificidad al unirse al ADN. Un ejemplo es la unién de Extradenticle
(Exd) con Ubx, mediante el motivo UbdA, y Antp a través de del YPWM,
respectivamente, aumentando su afinidad al ADN en D. melanogaster (Merabet et al.,
2016). Antp también interacciona con BIP2 (también conocido como TAFi155, TAF3
del factor TFIID en Drosophila) a través del motivo YPWM asi como con TFIIER
mediante el HD y lo hace con TBP por la region de poly glutaminas (Altamirano-
Torres et al., 2018, Jiménez Mejia et al.,, 2022). El interactoma de Ubx también ha
sido analizado, mostrando la versatilidad de las proteinas con las que interacciona,
como remodeladores de la cromatina, reguladores de la traduccion, etc. (Carnesecchi
et al., 2020). Asi mismo se ha concluido que Ubx interactia con la maquinaria basal
a través de su interaccion con la ARN pol II mediante del residuo N51 del HD
(Carnesecchi et al, 2022). Se ha detectado también la formacion de complejos
triméricos in vitro, por ejemplo, se determind que Abdominal B (AbdB) interactia con
el ADN junto con Exd y Homothorax (Hth) (Kannan ef al., 2010) y que Labial (Lab),
Sex Comb Reduced (Scr), Antp, Ubx y Abdominal A (AbdA) forman dimeros con
Exd, y de forma trimérica con Exd y Hth (Hudry et al., 2012). En 2015 se concluy6
que el complejo trimérico Ubx-Exd-Hth se une a determinadas secuencias en el ADN
(Crocker et al., 2015). Exd y Homothorax (Hth) interactiian con PBX-MEIS in vitro,
y Antp establece complejos triméricos con el dimero TBP-TFIIEP y TBP-Exd, los
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cuales modulan las funciones transcripcionales de Antp en cultivo celular.
(Shanmugam et al., 1999, Jiménez-Mejia., et al 2022). Previamente determinamos que
la interaccion Antp-Ubx se lleva a cabo por el HD de ambas homeoproteinas,
especificamente mediante el residuo E19 de la hélice 1 del HD de Antp. En la presente
tesis, se determind que las hélices 1 y 2 de Antp son importantes en la interaccion
Antp-Ubx, y dicha interaccion forma complejos triméricos de TBP y Exd, asi como
su papel en las transformaciones homeoticas y toracicas en Drosophila melanogaster.
Nuestros resultados ademas de incrementar los interactomas de Antp y Ubx, aportan
evidencia del dinamismo y la participacion de los complejos formados por las

homeoproteinas en la regulacion funcional las proteinas Hox en el desarrollo.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Genes Hox (organizacion y funcion) en Drosophila melanogaster

William Bateson acufio el término “homeosis” en 1894, para describir la transformacion
de una parte del cuerpo en otra estructura homoéloga (Bateson, 1894). Posteriormente,
mutaciones espontaneas en Drosophila permitieron trazar redes de genes importantes en
el desarrollo del plan corporal, descubriendo asi los genes homeoticos, cuyo nombre se

debe al término “Homeosis” de Bateson (Garcia-Bellido, 1977).

La mosca de la fruta posee importantes caracteristicas, como un ciclo de vida corto (Figura
1), gran niumero descendientes, facil cultivo en el laboratorio, etc, por lo que es
considerado como un modelo en investigacion basica y aplicada, asi como en el area de

genética.

El cuerpo de Drosophila se compone de segmentos, los cuales se establecen desde el
embrioén temprano, por lo que se pueden apreciar las células que perteneceran a cada
segmento desde este momento. Cada segmento se desarrolla especificamente tanto en las

caracteristicas externas como en las estructuras internas. (Weigmann et al., 2003).
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female male

1st instar larva

&
r
2nd instar larva
-

3rd instar larva

Figura 1. Estadios en el ciclo de vida de Drosophila melanogaster. En la imagen se observa el ciclo de
vida de D. melanogaster, este abarca de 10 a 12 dias a temperatura ambiente 25°C y atraviesa varios
estadios: embriodn, estadios larvarios 1, 2 y 3, prepupa, pupa (aqui se lleva a cabo la metamorfosis), para
después eclosionar como organismo adulto. Tomado de
Weigmann et al., 2003

Los genes homeoticos (también llamados “Hox”) brindan la identidad a los ejes antero-
posterior (Drosophila) y dorso-ventrales (vertebrados) determinando la forma del cuerpo,
ya que se encargan de seleccionar entre las diferentes rutas de desarrollo; estas rutas
modulan genes rio abajo, por tanto, en cada segmento de la mosca, cierta proteina hox
regula la activacion de genes responsables de convertir las diversas sefales que
culminaran en la conformacion de estructuras especificas del tejido en cuestion, llamados

genes realizadores (Garcia-Bellido, 1975 ).

La organizacion de los genes homeoticos en Drosophila es en 2 “clusters” o complejos
ubicados en el tercer cromosoma. Labial (Lb), Proboscipedia (Pb), Deformed (Dfd), Sex
combs reduced (Scr) y Antennapedia (Antp), son los genes que pertenecen al “Complejo
Antennapedia” (ANT-C) y otorgan la forma a la cabeza, asi como a los segmentos del

torax 1y 2, mientras que desde el primer parasegmento y hasta el quinto, participan en el
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desarrollo del sistema nervioso central (epidermis). El segundo complejo, “Complejo
Bithorax” (BX-C), presenta a Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (AbdA) y Abdominal-
B (AbdB), estos encargados de especificar el abdomen, sistema nervioso central y
epidermis en los parasegmentos del 5 al 14 y por lo tanto brindan la identidad al segmento

toracico numero 3 (Figura 2) (Lewis, 1978).
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Figura 2. Patron de expresion de genes homeoticos en la mosca. El esquema muestra las areas de
expresion de cada uno de los genes Hox en el embrion, ubicacion, asi como los apéndices a los que les
brindan la identidad en el cuerpo adulto de la mosca.

Tomado de Gilbert, 2003.

Los genes homedticos constan de aproximadamente 180 pb de longitud, altamente
conservados (homeobox o caja homedtica) y codifican una proteina de 60 aminoacidos
(Homeodominio o HD) compuesto de 3 hélices alfa localizadas hacia el extremo
Carboxilo terminal (C-terminal) ademds de una secuencia sin conformacion particular
ubicada el extremo Amino terminal (N-terminal) (Figura 3). La hélice de reconocimiento

(tercer alfa hélice) se une a la hendidura mayor del ADN gracias a los aminoacidos Ile47,
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Asn51, GIn50 y Met54 y por el residuo Arg5 que se localiza en el extremo amino del HD,
se une al surco menor del ADN (Mann et al., 2009).

Las homeoproteinas son factores de transcripcion, ya que el homeobox se ha localizado
en otras especies, en especial en vertebrados, por lo que el HD exhibe poca especificidad
al ADN, ya que generalmente reconoce una secuencia con alto grado de distribucion en el
genoma (TAAT) (Figura 3) (Mann ef al., 2009). Por lo tanto, las homeoproteinas ayudan
a controlar cdmo y cudndo se activan o desactivan redes de genes, al unirse al ADN

circunvecino y a otras proteinas (Gehring et al., 1994).
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Figura 3. Estructura del homeodominio. En la imagen se observan los dominios de las homeoproteinas,
estos son el tetrapéptido YPWM (HX en vertebrados) y el homeodominio (HD), codificado por la caja
homeotica (homeobox) y formado por tres hélices alfa. Tomado de Rezsohazy et al, 2015

3.2 Interacciones moleculares proteina-proteina

La homeoproteinas estan altamente conservadas y por lo tanto se unen a secuencias

consenso en el ADN sin alcanzar su especificidad (Scott ef al., 1989; Bobola et al., 2017).

Se ha descrito que el contexto de la cromatina determina que sitios reconoceran las
homeoproteinas, ya que cuando los nucleosomas estan altamente compactados, por lo
general no se establecen interacciones ADN-homeoproteina, concluyendo que muchos
factores transcripcionales reconocen cromatina relajada, destacando asi el rol que juega
en la especificidad, el estado de la cromatina (Li & Reinberg, 2011; Wunderlich & Mirny,
2009).
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Ademas del contexto de la cromatina, es importante mencionar que una homeoproteina
puede reconocer al ADN por si sola o bien, en conjunto, reclutando proteinas (cofactores)
que les permiten unirse a diferentes secuencias de las que podria unirse una sola
homeoproteina. Por lo anterior, el tipo celular o bien el tejido influyen en la afinidad de
las homeoproteinas, ya que depende de esto, qué factores estaran presentes y por lo tanto
de las interacciones que establezcan entre si y con el dimero proteina Hox-cofactor. La
incorporacion de cofactores depende de su union al ADN o bien de la interaccion entre

proteinas (Figura 4). (Mann et al., 2009, Jolma et al., 2015).

A
Hox +/—- cofactors
DNA binding |_.
B

Activity regulation

On
Off

Figura 4. Los cofactores a los que se une una homeoproteina modulan su especificidad. A) Las
homeoproteinas pueden reconocer al ADN individualmente o en grupos, al interaccionar con cofactores. B)

La formacion de complejos multiméricos modula la regulacion transcripcional. Tomado de Mann et al.,
2009

3.3 Interactoma de Antennapedia

La interaccion entre Antp y TBP fue la primera evidencia de contacto de una proteina
Hox con factores pertenecientes a la maquinaria de transcripcion basal (Emili ef al.,
1994). Un par de afios mas tarde, se detecto la interaccion de Antp con la subunidad f3
del factor TFIIE (Zhu y Kuziora, 1996) asi como la interaccion entre Antp y BIP2 in
vivo, importante en una transformacion homedtica: la de ojo por ala. (Prince ef al.,

2008).
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Jimenez-Mejia y colaboradores llevaron a cabo la diseccion de la interaccion Antp-TBP
en el 2022, mostrando que las regiones poly Q de ambas proteinas juegan un rol
importante; mientras que BIP2 interacciona mediante el tetrapéptido YPWM con Antp
(Cérdenas-Chavez, 2012) y con TFIIEB por el HD de Antp, exactamente los
aminodcidos 32 y 36 de la hélice 2 participan en dicha interaccion (Altamirano-Torres,

2016).

Otras interacciones entre homeoproteinas se han determinado, por ejemplo, la interaccion
entre Antennapedia y Eyeless (Eye), para la cual se analiz6 el motivo TLELEKEF ubicado
en la hélice 1 de Antp y se introdujeron mutaciones al azar para evaluar si se veia afectada
la capacidad de Antp de reprimir genes blanco. Las mutantes que fueron menos eficientes
en esto se seleccionaron como candidatas en mediar interacciones proteina-proteina. Tal
fue el caso de la mutante E19G, posicidon aminoacidica ubicada en la hélice 1 de Antp, la
cual fue analizada en la interaccion con Eye (Plaza ef al., 2008), demostrando jugar un
papel importante en dicha interaccion y abriendo la posibilidad de que esta posicion
participard en mas interacciones como se observd posteriormente por Papadoupulos
(2011) quien determiné que la homeoproteina Scr forma dimeros y que lo hace a través
de sus HDs, especificamente a través del aa no. 19 de la hélice 1. Como se ejemplifica en
la Figura 5, en la interaccidbn Antp-Scr también participé el aa no. 19 de ambas
homeoproteinas (Elizondo-Rodriguez, 2016). Otra interaccion dimérica es la interaccion

entre Antp y AbdB en la cual participa el HD de Antp (Céardenas-Chavez, 2012).
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Figura 5. Interacciones de Antp analizadas en laboratorio. El diagrama muestra las interacciones de
Antp con los GTFs y homeoproteinas, mostrando que TBP interacciona via las regiones poly Q, mientras
que Exd y BIP2 lo hacen a través del tetrapéptido YPWM. AbdA por su parte interacciona a través del HD,
asi como Scr y Ubx especificamente mediante el residuo 19 de Antp. Se observa que los residuos 32 y 36
localizados en la hélice 2 del Homeodominio de Antp participan en esta interaccion.

Baeza y colaboradores han enriquecido el interactoma de Antp, analizando la importancia
del motivo YPWM, ya que la version wt de Antp se unio a 18 factores de los 35 analizados,
entre los cuales destaca TFIIEB (Figura 6A). Cuando se muto el motivo YPWM (Antp'X)
se observaron en las interacciones establecidas ya que algunas permanecieron, mientras
que otras se detectaron de novo o se potenciaron e inclusive unas cuantas disminuyeron o

no pudieron detectarse més, como se observa en la Figura 6B (Baeza ef al., 2015).

o Svp Lbe Ems Eve
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Figura 6. Factores que interactiian con Antp. El esquema ejemplifica las interacciones establecidas por
Antp wt; de los 35 factores analizados, se muestra en linea punteada con cuales hubo interaccion. B) Al
mutar el tetrapéptido (YAAA) el patron de interacciones se vio afectado, esto es, algunas interacciones se
mantuvieron (linea punteada), algunas se intensificaron (linea negra solida) otras se perdieron (ausencia de
linea).

Modificado de Baeza et al., 2015.

3.4 Interacciones proteina-proteina

Como se ha mencionado previamente, el HD ha mostrado tener un papel importante en
las interacciones proteina-proteina. Por ejemplo, la formacién de dimeros por AbdA
(Figura 7).

PabdAGal4d >

VCA VNA VCAHD VNA

Figura 7. La homeoproteina AbdA forma dimeros a través del HD. A) Se observa la fluoerescencia de
la proteina Venus por la formacion debido al dimero de AbdA. B). Cuando se deleta el homeodominio, la

interaccion se pierde. Tomado de Hudry et al.,
2011

Baeza y colaboradores determinaron en el 2015 que AbdA establece otras interacciones
entre homeoproteinas, en las cuales también participa su HD, como las que establece con
Distaless (DIl), Tailup/isled (Tup) y Apterous todas wt, analizadas mediante BiFC, en

embriones de Drosophila y utilizando la version de AbdA que solo cuenta con HD.

Otra liga de las proteinas Hox con la maquinaria de transcripcion basal son las
interacciones de AbdA, Ubx y Dfd con el Complejo Mediador de la transcripcion,
especificamente con la subunidad 19 (Med19), mediante BiFC, incluso se identifico el
motivo proteico clave de AbdA y Ubx que participa en dichas interacciones: el HD. Esto

analizado en embriones de la Drosophila (Boube et al., 2014).
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Otra interaccion detectada es en la que participa Ubx con TFIIEP, analizada por pulldown
por Bondos y cols., en el 2004 y posteriormente por Baéza y cols., en ¢l 2015 mediante
BiFC, ensayo en el cual se determinaron las interacciones de Ubx con diversos factores
como: Bin, Mid, Apt, Nau, Mad, Pan, Tup, Bap, Eve, Tsh, entre otros, como se observa
en la Figura 8A. Al analizar las mutantes Ubx"™® y Ubx"A algunas interacciones
permanecieron, otras se originaron y también algunas se inhibieron. Todos los cambios se

mostraron en un mapa de calor. (Figura 8B).

Lo anterior permite concluir que tanto el motivo YPWM y el motivo UbdA juegan un rol
importante en las interacciones que Ubx establece con diversos factores (Baeza ef al.,

2015).
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Figura 8. Factores que interaccionan con Ubx. A) El diagrama circular indica a los 35 factores que se
analizaron con Ubx; 21 factores mostraron interaccién con Ubx y se representan con linea punteada. B) Las
mutantes Ubx"*y UbxUA tyvieron efecto en la formacién de dimeros. Las interacciones que se potenciaron
se observan en amarillo, asi como las recién generadas, mientras que las que se inhibieron se muestran en
rojo y las que no cambiaron, en verde. Modificado de Baeza et
al., 2015
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En 2017 se detect6 un nuevo cofactor, la proteina de pausa de la transcripcion M1BP,
quien no pertenece a la clase PBC. M1BP interactia con AbdA y Ubx en promotores
blanco de proteinas del grupo Polycomb Group (PcG) en embriones de Drosophila,
mostrando que M1BP regula in vivo procesos dirigidos por homeoproteinas en base al

estado de la cromatina (Zouaz et al., 2017).

El interactoma de Ubx contintia siendo analizado, Carnesecchi y col. en el 2020 realizaron
un analisis el cual mostrd interacciones tejido-especificas en embriones de Drosophila
melanogaster, incluyendo remodeladores de la cromatina, asi como reguladores de la
traduccion, ademas de recalcar la importancia del extremo amino terminal de Ubx, en el

cual se encuentran regiones clave en interacciones.

Es notable la versatilidad de las homeoproteinas en sus interacciones, una prueba de ello
es la interaccion de Ubx con el factor de exportacion nuclear Embargoed, interaccion

importante en la represion de la autofagia en Drosophila (Duffraisse et al., 2020).

Adicionalmente, se relaciond a Ubx con la maquinaria de transcripcion basal a través de
su interaccion con la ARNpol II, mediante el residuo N51 del HD (Carnesecchi et al.,

2022).

3.5 Interacciones triméricas

Las homeoproteinas interactiian con el cofactor Extradenticle (Exd), quien forma parte de
la subclase PBC de proteinas que poseen HD tipo TALE (three amino acid loop extension,
por sus siglas en inglés). Ademas, estas proteinas cuentan con el motivo PBC hacia el
extremo N-terminal del HD (Burglin, 1997; Moens & Selleri, 2006). Al dimero Hox-Exd,
se suma Homothorax (Hth) fortaleciendo la unién de las homeoproteinas a una variedad
de blancos, estableciendo interacciones timéricas. Un ejemplo de lo anterior es el trimero
Ubx-Exd-Hth (Beh et al., 2016)

Exd es una proteina citopldsmica que se traslada al nucleo celular inicamente después de
haberse unido a Hth mediante su dominio N-terminal (Rieckhof et al., 1997) y se une al

ADN junto con Exd y las proteinas Hox formando el trimero Hox-Exd-Hth, el cual es
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necesario para activar genes homedticos, mostrando que las proteinas Hox forman
complejos multiproteicos (Ryoo et al., 1999). Un ejemplo de ello es la union, determinada
in vitro del trimero AbdB-Exd-Hth al ADN (Kannan et al., 2010) donde ademas se
analizaron las interacciones de varios genes homeoticos (Antp, Ubx, Lab, Scr, AbdA y
AbdB) con Exd asi como con el dimero Exd y Hth determinando la formaciéon de
complejos triméricos.

Ademas, se encontrd que la interaccion entre Ubx y el dimero Exd-Hth se une a blancos
especificos en el ADN (Crocker et al., 2015).

Sin embargo, las proteinas Hox presentan plasticidad, ya que se ha detectado la interaccion
de Ubx, AbdA y AbdB a secuencias especificas sin la presencia del dimero Exd/Hth, por
ejemplo, Ubx modula la activacion de genes diana que forman los halterios, esto tras
cambiar la ruta de sefializacion que resulta en el desarrollo de alas (Galant et al., 2002;
Papadopoulos & Akam et al., 2011).

En cuanto a los dominios que participan en las interacciones, se sabe de la existencia de
motivos lineales cortos (SLiMs, por sus siglas en inglés) como el motivo YPWM (dominio
conservado que se localiza rio arriba del HD) que media la formaciéon del dimero Antp-
Exd (Baeza et al., 2015).

Otro motivo proteico importante, presente en Ubx y AbdA es el denominado UbdA (cuya
secuencia aminoacidica es: KEL/INEQ), también ubicado rio abajo del HD tal como el
YPWM (Figura 9) (Merabet ef al., 2007). El motivo UbdA establece un puente flexible
con la hélice 3 del HD permitiendo asi la interaccion entre homeoproteinas y miembros

de la clase PBC como la interaccion con Exd (Johnson et al., 1995, Foos et al., 2015).
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Figura 9. Motivo UbdA localizado en Ubx y AbdA. El alineamiento muestra los aminoacidos de las
proteinas Ubx, AbdA y Antp. Subrayado en color azul se indica primeramente el motivo YPWM (HX),
seguido por el homeodominio (HD), mientras que el motivo UbdA, sefialado en color rojo, no se encuentra
en Antp. Tomado
de Merabet et al., 2007

Se ha descrito que tanto Ubx como Abd-A forman complejos con Exd y Hth para reprimir
el gen selector de la pata DIl a través del elemento DCRE, mientras que Abd-A interactia
también con Exd y Hth uniéndose al elemento RhoA para activar el gen Rhomboid
(Zandvakili et al, 2019). Ademas, se describié que el HD de HoxA9 es capaz de
interaccionar con PBX1 y MEIS1, destacando que el complejo se forma siempre y cuando
este se una al ADN (Dard et al, 2019). Ubx interactiia con Exd y Hth a través de sitios de
baja afinidad de Ubx-Exd para reprimir Ubx (Delker et al., 2019).

De forma interesante, encontramos que los HDs de Antp y Ubx interactiian in vivo, tanto
en embriones como en discos imaginales en Drosophila. (Villarreal-Puente., 2015 y

2018), tal como se observa en la Figura 10.
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VCAntp;VNUbx VCAntpHD;VNUbxHD VCAntpHD;VNUbxHD

Figura 10. Antp y Ubx interactiian en embriones y discos imaginales in vivo por BiFC. A) Los
embriones muestran la interaccion del dimero Antp-Ubx y B) del dimero AntpHD-UbxHD dirigidos con
los drivers Nullo-, Antp- y Ptc-GAL4 (en los parasegmentos). C) En los discos imaginales de ala, ojo antena
y pata se observa la interaccion de los HDs de las proteinas Antp y Ubx dirigidas por DII-GAL4. Se utilizé
tincién con DAPI (azul) para la visualizacion completa del disco. Modificado de
Villarreal-Puente, 2015 y 2018.

Estas interacciones se visualizaron también en cultivo celular y adicional se analizo si el
aminodcido 19 de la hélice 1 del HD de ambas homeoproteinas es relevante. Antp y Ubx
wt, mostraron un 89% de interaccion mediante BiFC, mientras que los HDs aumentaron
el porcentaje de interaccion a 96%. Asi mismo, se observo que el aminoacido 19 de Antp
redujo el porcentaje de interaccion hasta 60% (Figura 11A). En contraste la posicion 19

de Ubx no mostro diferencia significativa (Figura 11B).
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AntpHD®6-Ubx

AntpHD®96-ypxH196

Interaccion proteina-proteina Antp-Ubx

Figura 11. La mutante AntpHDE19G redujo el porcentaje de interaccion de Antp-Ubx por BiFC. A)
Se muestra la interaccion de Antp-Ubx mediante BiFC en cultivo celular (complementacion de Venus se
observa en color verde). La mutacion del aminoacido 19 de la hélice 1 del HD de Antp redujo el porcentaje
de interaccion, aunque el mismo aminoacido en Ubx no tuvo efecto. La mutante doble mostrd un porcentaje
similar al de la posicion E19G de Antp. El analisis de las versiones que solo cuentan con los HDs mostrd
un incremento en la interaccion, respecto a las proteinas wt. B) Analisis estadistico de tres experimentos
BiFC independientes usando ANOVA de una via y Tukey para la comparacion de medias, altamente
significativo se muestra con **** (p<0.05). pCAG-mCherry fue utilizado como control de transfeccion
(fluorescencia roja). Barra de escala, 30mm.

Posteriormente se analizo6 la funcidn de la interaccion Antp-Ubx y para ello se dirigid su
expresion a la cabeza de Drosophila. Los resultados mostraron una transformacion antena-
pata parcial por lo que concluimos que el dimero si afect6, aunque no inhibié por completo
la transformacion antena-pata, evidenciando la interaccion llevada a cabo entre Antp y
Ubx por lo que la transformacion no se dio completamente como cuando se origina al

dirigir inicamente la expresion del gen Antp a la antena de Drosophila.

Posteriormente, para proponer opciones de factores que podrian participar en
interacciones triméricas con Antp-Ubx, realizamos un ensayo por competencia usando

BiFC en células, el cual consistio en agregar al pozo de transfeccion los plasmidos BiFC
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(VNUbx y VCAntp) asi como un tercer plasmido codificante de cada uno de los factores
de transcripcion adicionales, por lo que, si alguno de ellos competia por el contacto con
Ubx o Antp, se observaria una disminucion en la interaccion de Antp-Ubx. Los factores
que causaron esta reduccion en el porcentaje de interaccion fueron BIP2, TBP, TFFIIEP
y Exd, permitiendo postularlos como opciones a formar complejos triméricos con el

dimero Antp-Ubx.

Por lo anterior es de mucho interés analizar la funcion de la interaccion Antp-Ubx no solo
en la transformacion antena-pata, sino también en el desarrollo del torax de Drosophila

melanogaster, ahora desde una perspectiva de interacciones triméricas.

Con base a lo anterior, en esta tesis analizamos la participacion de las hélices 1y 2 de
Antp en su interaccion con Ubx, asi como la deteccion de complejos triméricos usando la
técnica FRET basada en BiFC con los factores transcripcionales TBP, TFIIEfB, BIP2 y la
homeoproteina Exd, representado en la estrategia general ubicada en la seccion de
Materiales y métodos y mas especificamente en la Figura 12 ubicada en la seccion 7.2 de

Materiales y Métodos.
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4. JUSTIFICACION

Las homeoproteinas modulan la expresion de los genes que se necesitan para especificar
los segmentos del eje antero-posterior en Drosophila melanogaster, Sin embargo, el HD
posee alta homologia en los diferentes organismos, ademas de que reconoce sitios muy
similares en el ADN, por ello el establecer interacciones proteina-proteina es de suma
importancia para alcanzar su especificidad y realizar sus multiples funciones in vivo. Se
han descrito multiples interacciones diméricas en las que participan las homeoproteinas
con el fin de reconocer sus sitios blanco, sin embargo, debido a la complejidad
transcripcional, son multiples los factores transcripcionales involucrados en las
interacciones de las proteinas Hox, por lo que es importante detectar no solo interacciones
diméricas si no determinar complejos triméricos asi como analizar su posible funcion in
vivo para tratar de comprender los mecanismos moleculares que llevan a cabo las proteinas

Hox en el desarrollo del embridn en la morfogénesis de D. melanogaster.
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5. HIPOTESIS

Los complejos triméricos de Antp-Ubx con los factores transcripcionales TBP, Exd, BIP2

y TFIIEB modulan la expresion de genes en el desarrollo en D. melanogaster.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Detectar los complejos triméricos Antp-Ubx con los factores transcripcionales BIP2,
TFIIER y TBP asi como la homeoproteina Exd y su relevancia funcional en el desarrollo

del torax y la transformacion antena por pata en Drosophila melanogaster.

6.2 Objetivos particulares

— Diseccion molecular de las hélices 1 y 2 de Antp en su interaccion con

Ubx usando BiFC en cultivo celular.

— Analizar la participacion de los factores TBP, BIP2, TFIIEB y la
homeoproteina Exd en interacciones triméricas con Antp-Ubx mediante

BiFC/FRET en cultivo celular.

— Confirmar los complejos triméricos Antp-Ubx/ TBP, BIP2, TFIIEB, Exd

al mutar dominios clave en interacciones dimericas.

— Determinar la funcion de los trimeros confirmados en la transformacion

toracica de Drosophila melanogaster.

— Analizar la actividad funcional de las interacciones triméricas en la

transformacion antena-pata de Drosophila.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Estrategia general
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7.2 Determinacion de dominios clave del dimero Antp-Ubx en cultivo celular
usando BiFC

La confirmacion de la participacion del HD, asi como de las hélices 1 y 2 del HD de Antp
en la formacion del dimero Antp-Ubx, se realizd en cultivo celular mediante
Complementacién Bimolecular Fluorescente (BiFC). Dicha técnica se basa en unir los
genes que codifican a las proteinas que se analizardn a cada uno de los extremos (amino
y carboxilo) de una proteina fluorescente, en este caso, Venus. Si Antp (plasmidos con las
versiones deletadas) y Ubx, nuestras proteinas de interés establecen interaccion,
permitiran que los extremos de la proteina Venus se aproximen para restablecer su
fluorescencia. Lo anterior se representa en la Figura 12. Para llevar a cabo el andlisis, se
utilizo el plasmido pSC2VNUDX, que porta el gen que codifica Ubx y esta fusionado a
uno de los extremos de Venus (N-terminal), asi como los plasmidos de las versiones de
Antp fusionadas al extremo carboxilo terminal de Venus (pSC2VCAntpAHD, AntpAH1-
2 y AntpAH1). Posteriormente, se realizo la transfeccion de los plasmidos en la linea
celular HEK293 para permitir la produccion de las proteinas Ubx y Antp y analizar su

interaccion.

7.2.1 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos pCS2VC155Antp/AHD,
AH1-2, AH1 y pCS2VNm9Ubx

Para realizar los ensayos BiFC y determinar la participacion de las hélices 1 y 2 en la
interaccion Antp-Ubx, se caracterizaron mediante digestion enzimatica los plasmidos
pCS2VC155Antp, AHD, AH1-2, AH1 y pCS2VNm9Ubx ya disponibles en nuestro
laboratorio por Cardenas-Chavez, 2012 y Villarreal-Puente, 2018, respectivamente. Se
utilizaron las enzimas BglIl y Stul, para el vector pCS2VNm9Ubx, mientras que el
plasmido pCS2VC155Antp se digiri6 con las enzimas de restriccion BamH, Kpnl y Pstl.
El vector VCAntp-AHD se digiri6 con la enzima Kpnl, mientras que los vectores AH1-2,

AHI se digirieron con la enzima BamHI.

7.2.2 Preparacion plasmidica de los vectores BiFC
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Para la obtencion de los plasmidos mencionados previamente, los cuales fueron
construidos en el laboratorio, se transformaron bacterias E. coli DH5a Ca++ (Villarreal-
Puente, 2018; Cardenas-Chavez, 2012) y se inocularon las colonias obtenidas en tubos
con 3 ml de medio LB (Luria-Bertoni) y 3 ul de ampicilina, en el caso de los plasmidos
BiFC y kanamicina para los plasmidos donadores. Se incubaron por 12 horas en agitacion
continua de 180 rpm a 37 °C. A continuacion, se purificaron los ADNs siguiendo el
protocolo modificado de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) el cual indica centrifugar
las bacterias en un tubo de 1.5 mL, desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en
100 pL de Solucién I (Tris HC1 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8) con RNAsa A
(Invitrogen) obteniendo una concentracion final de 0.02 mg/mL. El pellet resultante se
resuspendid con vortéx para homogenizar e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
A continuacion, se afiadieron 200 pL. de Solucion II (NaOH 02 N, SDS 1%), se mezclo
por inversion y se incubd por 5 minutos en hielo. Al concluir la incubacion, se anadieron
150 pL de Solucion I (KOAc 5SM, CH3COOH), se mezclo6 por inversion y se incubo por
5 minutos en hielo. Terminada la incubacidn, se centrifugaron los tubos durante 5 minutos
a 14,000 rpm y se transfirio el sobrenadante a tubos nuevos con un volumen de
isopropanol al 100% (~500 pL). Se mezcld por inversion, se incubd 5 minutos en hielo y
se centrifugd por 10 minutos a 14.000 rpm. El sobrenadante fue desechado permitiendo
recuperar la pastilla de material genético la cual se lavé en 400 pL de etanol al 70% y se
centrifugo por 2 minutos a 14,000 rpm. Se desechd nuevamente el sobrenadante para
permitir la evaporacion del etanol a temperatura ambiente y resuspender en 20 ulL de H20
miliQ. El ADN purificado fue almacenado a -20°C hasta su utilizacion. A los ADN’s
purificados fueron analizados en cuanto a calidad y concentracion mediante
espectrofotometria en un equipo marca NanoDrop modelo ND-1000 y se visualizaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

7.3 Analisis de las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx-
BIP2/TFIIEB/TBP/Exd en cultivo celular mediante FRET/BiFC

Para determinar los complejos triméricos de Antp-Ubx con los GTFs BIP2, TFIIE, TBP

y Exd se utiliz6 la combinacion de las técnicas Transferencia de energia de resonancia de
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Forster (FRET) y BiFC para asi lograr que la energia de un fluorocromo donador, el cual
tiene fusionada una proteina de interés, se transfiera a un fluoréforo aceptor, el cual fue
fragmentado y cada uno de los fragmentos estan fusionados a otras dos proteinas de
interés, si estas dos proteinas interaccionan, permiten que el fluor6foro aceptor
reconstituya su fluorescencia y si las dos proteinas interaccionan con la proteina fusionada
al donador, estaran los suficientemente cerca a una distancia no mayor de diez nm para
que cuando este se excite, la energia que emita sea suficiente para excitar al fluorocromo
aceptor, por lo que se observa menos emision de energia por la parte donante y por lo

tanto un aumento en la fluorescencia de la proteina aceptora, evidenciando la presencia de
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una interaccion trimérica (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama del principio de la combinacion de las técnicas FRET y BiFC en el dimero Antp-
Ubx y los GTFs. Se representan las proteinas Ubx en morado y Antp en rosa, fusionadas a los extremos
amino y carboxilo de Venus, respectivamente. La interaccion entre Ubx y Antp favorece que la distancia
entre los extremos de Venus sea corta y asi reconstituir su fluorescencia (BiFC). El tercer elemento (factor
general de transcripcion) esta representado en negro y se encuentra fusionado a la proteina fluorescente CFP
quien funge como donador. Si el GTF interacciona con el complejo Antp-Ubx, al excitar CFP, la
fluorescencia que emita sera suficiente para excitar a Venus reconstituido, provocando la desaparicion de la
fluorescencia del donador (CFP) y la subsecuente emision de la proteina aceptora (Venus).

7.3.1 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos pCS2VC155Antp y
pCS2VNm9Ubx

Para analizar la posible formacion de complejos triméricos de Antp-Ubx con los factores

TFIEB, BIP2, TBP, y la homeoproteina Exd se hizo uso de los plasmidos
pCS2VC155Antp y pCS2VNmM9Ubx mencionados anteriormente en la seccion 7.2.1.
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7.3.2 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos donadores pECFP-N1-
TFIIEB, pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-dTBP y pEFCP-N1- Exd

Los plasmidos donadores pECFP-N1-TFIIEB, pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-dTBP,
previamente construidos en el laboratorio (Jiménez-Mejia,2018) fueron caracterizados
mediante digestion enzimatica para confirmar su identidad. El vector pECFP-N1-TFIIEP
se digirié con las enzimas HindIIl, EcoRI, BamHI; para el vector pEFCP-N1-dTBP se
usaron las enzimas Apal, HindIIl, Pstl y Smal-Agel; el vector pEFCP-N1-BIP21-89 se
digiri6 con las enzimas Ndel, Pvull y las enzimas Pvull y Agel-Apal se usaron para
pEFCP-NI1- Exd. Todas las digestiones se realizaron siguiendo las indicaciones de la
marca y se observaron los patrones de restriccion mediante gel de agarosa al 0.8% y se

visualizaron en un fotodocumentador BIORAD.

7.33 Preparacion plasmidica de los vectores BiFC pCS2VC155Antp y
pCS2VNmM9YUbx y donadores pECFP-N1-TFIIEB, pEFCP-N1-BI1P21-89,
pEFCP-N1-dTBP.

Se siguio el mismo protocolo descrito en la seccion 7.2.2 agregando los plasmidos
donadores.

7.3.4 Determinacion de las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx
con los GTFs

Para determinar las interacciones triméricas se realizé la siembra de la linea HEK293 en
placas de 6 pozos a una concentracion de 150,000 células por pozo, 72 h después se
transfectaron con los pldsmidos BiFC (pCS2VC155Antp y pCS2VNmM9Ubx), asi como
con cada uno de los plasmidos donadores (pECFP-NI1-TFIIEB, pEFCP-N1-BIP21-89,
pEFCP-N1-dTBP) a una concentracion de 6000 ng de ADN por pozo (2000 por cada
plasmido) utilizando el reactivo PEI el cual forma agregados con el ADN permitiendo su
internalizacion a la célula. 48 h después se observaron las células al microscopio de
fluorescencia para realizar la captura de imagenes y posteriormente se realizo el analisis

FRET/BiFC utilizando el software de uso libre ImaJ mediante el plugging FRETTY.
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7.4 Analisis funcional de las interacciones triméricas en la transformacion
homedtica toracica de Drosophila melanogaster

El andlisis funcional en la transformacion homedtica tordcica de las interacciones
triméricas se realizd mediante el sistema UAS-GAL4 descrito en la Figura 13, el cual
consta en una linea que dirige la expresion tejido-especifica de las proteinas de interés,
llamada productora o driver, asi como una linea reportera que posee dichas proteinas de
interés rio debajo de los sitios UAS los cuales son activados por la proteina transactivadora

GALA4 presente en la linea reportera

Figura 13. Sistema binario UAS-GALA4. El esquema representa el sistema UAS-GAL4; consta de una
linea con un promotor o enhancer especifico de tejido (productora/driver) y rio abajo la secuencia que
codifica a GAL4 (proteina transactivadora), que se une a las secuencias UAS presentes en la linea reportera.
Realizar esta cruza permite la expresion de los genes ubicados rio abajo.

7.4.1 Esquema de cruzas genéticas para la expresion tejido especifica de las
homeoproteinas Ubx, Antp y Exd asi como el factor transcripcional TBP

Para los objetivos 4 y 5 se realizo una cruza entre las lineas UASVNUbx y UASVCAntp
para la integracion de ambos transgenes en un solo individuo, el esquema se observa en
la Figura 14. A la par se realiz6 otra cruza entre las lineas driver Nullo-GAL4 o DII-GAL4
y cada una de las UAS-ECFPTBP, UAS-ECFPExd, tal como se observa en la Figura 15.
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VNUbx; VCAntp
wt 50% wt

Figura 14. Produccién de la linea reportera UASVNUbx-UASVCAntp. El esquema muestra la cruza
entre 150 hembras virgenes de la linea UASVNUbx y 50 machos la linea UASVCAntp. El 50% de la
progenie presentara ambos transgenes.

Nullo; CFPGTE DII; CFPGTF
wt wt wt wt
50% 50%

Figura 15. Generacion de las lineas productoras o driver Nullo/DII-GAL4;UASCFPGTFs. El esquema
representa la cruza entre la linea Nullo-GALal4 o la linea DII-GAL4 con las lineas UASCFPEXd,
UASCFPTBP y el 50% de la progenie presentara ambos transgenes.

7.4.2 Efecto de las interacciones triméricas de Antp y Ubx con los GTFs en
las transformaciones homedticas toracicas y antena-pata

Para analizar como afectan las interacciones triméricas del complejo Antp-Ubx /TBP/Exd
en las transformaciones toracicas se realiz6 el analisis de cuticulas embrionarias. Para ello
se montaron cruzas genéticas que dirigen la expresion de Antp, Ubx y los GTFs al embrioén

de Drosophila (Figura 16), donde se analizo el efecto de las tres proteinas en la involucion
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de la cabeza y en el desarrollo del térax. El protocolo de cruza se muestra en la Figura 17,
en el cual se indica sincronizar mediante una pre-colecta de embriones durante dos horas
para obtener embriones de un mismo estadio. Pasadas las dos horas se retiraron los adultos
para dejar incubar los embriones ovopositados para que se desarrollen hasta el estadio

larvario 1 antes de la eclosion del huevecillo y proceder a su decorionizacion.

Figura 16. Diagrama de cruza que dirija la expresiéon de VCAntp, VNUbx y CFP al embrion de
Drosophila. Se muestran las cruzas entre 150 hembras virgenes de la linea UASVNUbx;UASVCAntp y 50

machos de las lineas, NulloGAL4AVNTBP y NulloGAL4VNEXd para dirigir la expresion de Venus y CFP
y sus proteinas de funcion (Antp, Ubx y los GTFs) al embrion de Drosophila.

Decorionizacion e Fijacion y montaje de
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> 25°C v s
o
L »

Figura 17. Protocolo de cruza genética para el andlisis de cuticulas embrionarias. Las cruzas
UASVNUbx-UASVCAntp;NulloGAL4-VNGTFs se montaron en frasco con comida estdndar y se
incubaron a 25 °C; 24 hr después se pasaron a placas de puesta y se realizé una pre-colecta de embriones, 2
hr después se retiraron los adultos y los embriones se dejaron incubar por 5 hr y media. Se procedio a su
decorionizacion e incubacion por 24 hr. Pasado este tiempo se fijaron y montaron en laminillas para el
analisis de cuticulas.

A continuacion, se estudié como los complejos triméricos Antp-Ubx /TBP/Exd afectaron
la transformacion antena-pata y para ello se hicieron cruzas genéticas que dirigen la
expresion de Antp, Ubx y los GTFs al segmento antenal 3 de la cabeza de Drosophila.
Para ello, la linea driver que se utilizé fue D/I-GAL4. El esquema de cruza que observa en

la Figura 18 y el protocolo en la Figura 19. Los adultos eclosionados se colocaron en un

43



portaobjetos para disectar primeramente la cabeza, separandola del cuerpo con ayuda de
jeringas de insulina. Una vez separada la cabeza se procedio a separar las antenas para su
documentaciéon mediante una serie de fotografias sucesivas en las que se tomaron
diferentes capas con ayuda del enfoque en un microscopio Axioscope de la marca Zeiss
para posteriormente realizar el empalme de las capas haciendo uso del programa Helicon

Focus.

Figura 18. Esquema de cruza genética que permite la expresion de VCAntp, VNUbx y GTFs a discos
imaginales en Drosophila. La cruza genética se hizo con 24 hembras virgenes de la linea

UASVNUbx;UASVCAntp y 8 machos de las lineas, DIIGAL4-VNTBP, DIIGAL4-VNEXd para dirigir la
expresion de Venus y CFP y sus proteinas de funcion (Antp, Ubx y los GTFs) a discos imaginales en
Drosophila.

Cruza en tubo Observar fluorescenda Dejar hasta edosion
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Figura 19. Protocolo de cruza genética para el analisis de las transformaciones antena-pata. Las cruzas
se realizaron en tubo con comida estandar manteniéndose a 25°C hasta que los embriones progresaron a
tercer estadio larvario. Las larvas se observaron por microscopia y se seleccionaron las que presentaron
fluorescencia dejandolas desarrollar hasta eclosionar y posteriormente analizar los fenotipos.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos pCS2VC155Antp/AHD, AH1-2,
AH1 y pCS2VNm9Ubx.

Para analizar la participacion de las hélices 1 y 2 del HD en la interaccién dimérica Antp-
Ubx, se caracterizaron mediante digestion enzimatica los  plasmidos
pCS2VCI155Antp/AHD, AHI1-2, AH1 y pCS2VNm9Ubx. Para el plasmido
pCS2VC155Antp se usaron las enzimas BamHI, Kpnl y Pstl; los patrones de restriccion
se observan en la Figura 20A. Para el plasmido pCS2VC155AntpHD se uso la enzima
Kpnl la cual solo corta una vez en el vector por lo que el gel muestra el plasmido
linearizado (Figura 20C). Los plasmidos pCS2VC155AntpAH1 y AH1-2 se digirieron con
la enzima Kpnl; los patrones de digestion se muestran en la Figura 20D. Por ultimo, para
el vector pCS2VNmM9Ubx se usaron las enzimas BglIl y Stul (Figura 20B).
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Figura 20. Caracterizacién enzimatica de los plasmidos pCS2VC155Antp/AHD, AH1-2, AH1 y
PCS2VNm9Ubx. A) El gel muestra la caracterizacion del plasmido pCS2VC155Antp; en el carril uno se
muestra el marcador de peso molecular seguido del plasmido digerido con BamHI (4148 y 1356), con
Kpnl (5020 y 484), Pstl (linear) y el vector sin digerir (SD). B) Se muestra la caracterizacion del plasmido
pCS2VNmMIUDbX; de izquierda a derecha: BglII (5490 y 244), Stul (4577 y 1157), M (marcador de peso
molecular) y el vector sin digerir (SD). C) El gel muestra las digestiones con la enzima Kpnl de los
plasmidos VCAntp (carril 2, 5142 y 362), VCAntpHD (carril 5, libera una banda de 492)) y VCAntpAHD
(carril 7, linear), a la izquierda se muestra cada plasmido sin digerir. D) Se muestra la digestion con la
enzima BamHI de los plasmidos VC155AntpAH1(carril 2, 4157 y 1317) y AH1-2 (carril 4, 4157 y 1273),
con el vector sin digerir a la izquierda, seguidas del marcador de peso molecular en pares de bases y en gel
de agarosa al 0.8% (M).

8.2 Las hélices 1y 2 del HD de Antp son requeridas en la interaccion Antp-Ubx

Para observar el resultado de la ausencia del HD de Antp, asi como de las hélices 1 y 2, en la
formacion del dimero Antp-Ubx, se utilizo el sistema BiFC, en el cual se fusiond la proteina Antp,
asi como las versiones mutantes (AntpAHD, AntpAHI1-2, AntpAH1) al extremo carboxilo del
fluor6foro Venus y Ubx al extremo amino de Venus. Se realizaron co-transfecciones en células
HEK293 y los resultados se compararon con el porcentaje de interaccion de las proteinas wt,
(Figura 21A). El dimero AntpAHD-Ubx redujo drasticamente el porcentaje de interaccion (Antp-
Ubx 89%) hasta un 6%, mientras que al deletar la hélice 1 se observd un porcentaje de 24%; la
delecion de las hélices 1y 2 mostrd un 12% de interaccion. Las tres interacciones con las versiones
mutantes se compararon con el porcentaje de interaccion de las Antp y Ubx wt mostrando
diferencia significativa, mientras que la comparacion entre ellas no mostro diferencia significativa

(Figura 21B).
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Figura 21. Las hélices 1 y 2 del HD de Antp son importantes en la interaccion Antp-Ubx. A) Se muestra
la interaccion de Antp-Ubx en células HEK293 por BiFC (complementacion de Venus se observa en color
verde). La delecion del HD de Antp bajo el porcentaje de interaccion de 89% a 6%, mientras que la delecion
de las hélices 1 y 2 lo hizo hasta un 12%. La delecion de la hélice 1 afecto la interaccion hasta un 12%. B)
Analisis estadistico de tres experimentos BiFC independientes usando ANOVA de una via y Tukey para la
comparacion de medias, significativo se muestra con *** (p<0.05). pCAG-mCherry fue utilizado como
control de transfeccion (fluorescencia roja). Barra de escala, 30mm.

8.3 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos aceptores pCS2VC155Antp y
pCS2VNm9Ubx

Los plasmidos aceptores de caracterizaron en base a lo descrito en la seccion 8.1.

8.4 Caracterizacion enzimatica de los plasmidos donadores pECFP-N1-TFIIE,
pEFCP-N1-BIP21-89, pEFCP-N1-Exd y pEFCP-N1-dTBP.

A continuacion, se procedié a caracterizar por digestion enzimadtica los plasmidos
donadores para analizar las interacciones triméricas. La caracterizacion del plasmido
pECFP-NI1-TFIIE se observa en la Figura 22A; se usaron las enzimas HindIIl, BamHI,
EcoRl y al final se cargd el plasmido sin digerir. La Figura 22B muestra la caracterizacion
del plasmido pEFCP-N1-Bip2-1-89, en el carril 1 se observa el vector sin digerir, seguido
de las enzimas Pvull , Ndel y del marcador de peso molecular. El vector pEFCP-N1-Exd
se caracteriz6 con las enzimas Pvull y Apal-Agel, los patrones de restriccion se muestran
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en la Figura 22C. Por ultimo se muestran los patrones de digestion del vector pEFCP-N1-
dTBP al usar las enzimas Apal, HindIIl, Pstl y Smal-Agel.

200

Figura 22. Caracterizacion enzimatica de los plasmidos donadores pECFP-N1-TFIIEB, pEFCP-N1-
BIP21-89, pEFCP-N1-Exd y pEFCP-N1-dTBP. A) El gel muestra la caracterizacion del vector pECFP-
NI1-TFIIEB con las enzimas HindIII (5380 y 233pb), BamHI (linear), EcoRI (5087 y 526 pb) y en el carril
5 se observa el plasmido sin digerir. B) Se observa el vector pEFCP-N1-BIP21-89 sin digerir en el carril 1,
seguido de la digestion con las enzimas Pvull (2606, 1797 y 608 pb), Ndel (linear) y el marcador de peso
molecular (M). C) El gel muestra el marcador de peso molecular en el carril 1 (M), seguido de las digestiones
del vector pEFCP-N1-Exd con las enzimas Pvull (2756, 2050 y 608pb), Apal-Agel (4720 y 734pb) y el
vector sin digerir (carril 4). D) Se observa la caracterizacion del vector pEFCP-N1-dTBP con las enzimas
Apal (5011 y 476pb), HindlIII (linear), Pstl (linear), Smal-Agel (4725 y 765), vector sin digerir (carril 5) y
el marcador de peso molecular (M) en pb en un gel al 0.8% de agarosa.
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8.5 El dimero Antp-Ubx forma trimeros con TBP y Exd

Para analizar si el dimero Antp-Ubx participa en interacciones triméricas con diferentes factores
transcripcionales, utilizamos la combinacion de técnicas BiFC y FRET in vitro. Los vectores
ECFP-TBP, VN-Ubx y VC-Antp fueron co-transfectados en células HEK293 y los resultados
mostraron que el complejo trimérico Antp-Ubx/TBP se establecid con un valor de E de 0.18+0.006
(Fig. 23B). Para confirmar esta interaccion, se sustituyo el vector codificante a Antp por la version
VCAntpHD que carece de las regiones ricas en glutaminas (polyQ) importantes en la interaccion
dimérica con TBP. El valor de E obtenido disminuy6é a 0.08+0.01 mostrando diferencia
significativa (Fig. 23E). Resultados similares se observaron deletando el HD de Antp
(VCAntpAHD), ya que se obtuvo un valor de £ de 0.05+0.003 (Fig. 23D) ya que el HD esta
involucrado en la formacion del dimero Antp-Ubx. Por lo anterior, confirmamos la presencia del

trimero Antp-Ubx/TBP.
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Figura 23. Deteccion del trimero Antp-Ubx/TBP usando BiFC-FRET. A) Representacion esquematica
de TBP fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC debido a la interaccion Antp-Ubx (Venus Channel) y la
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transferencia de energia debido a la formacion del complejo Antp-Ubx/TBP (FRET). B) Interaccion
trimérica de TBP con Antp-Ubx (E= de 0.18+0.006). C) Un E value de a 0.08+0.01 fue obtenido usando el
vector VCAntpHD. D) AntpAHD mostré un E value de 0.05+0.003. Las barras de color representan la
intensidad del FRET (Fire mode) colores mas claros indican fuerte interaccion trimérica mientras que
colores mas oscuros, interaccion débil. E) Analisis estadistico de tres experimentos independientes usando
ANOVA de una via y Tukey para la comparacion de medias, altamente significativo se muestra con ****
(p< 0.0001). Las barras de error corresponden al error estandar.

A continuacion, se analizo si la homeoproteina Exd interaccionaba de forma trimérica con
Antp y Ubx. Para ello se utiliz6 el vector ECFP- Exd mostrando la presencia del trimero
con un valor de £ de 0.2+0.006 (Figura 24B). Para confirmar esta interaccion, se utilizd
el plasmido VCAntpAAAA el cual tiene el motivo YPWM mutagénizado el cual participa
en la interaccion con Exd. El valor de Edisminuy6 a 0.16+0.01. (Figura 24C). Cuando
utilizamos el vector VCAntpAHD el valor de E bajo hasta 0.12+0.01 mostrando diferencia

significativa (Figura 24D y E), ya que el HD es importante en la interaccion con Ubx. Fue
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asi como confirmamos que Exd forma complejos triméricos con Antp Ubx.
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Figura 24. Exd forma complejos triméricos con Antp-Ubx. A) Representacion esquematica de Exd
fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC producto de la interaccion Antp-Ubx (Venus Channel) y la
transferencia de energia por la interaccion Antp-Ubx/ Exd (FRET). B) Interaccion trimérica de Exd con
Antp-Ubx (£=0.2+0.006). C) La mutante VCAntpA444 redujé el valor de £ a 0.16=0.01. D) La interaccion
de AntpAHD-Ubx con Exd mostré un E value de 0.12+0.01 con diferencia significativa. Las barras de color
representan la intensidad del FRET (Fire mode) colores mas claros indican fuerte interaccion trimérica
mientras que colores mas oscuros, interaccion débil. E) Analisis estadistico de tres experimentos FRET
independientes usando ANOVA de una via y Tukey para la comparacion de medias, la significancia se
muestra con * (p<0.05), las barras de error corresponden al error estandar.

8.6 BIP2 y TFIIE no forman complejos triméricos con Antp-Ubx

En contraste, no detectamos complejos triméricos del dimero Antp-Ubx con BIP2 ya que se
observo un E value de 0.08+0.0005 (Figura 25B) indicando la falta de transferencia de energia.
Ademas, cuando usamos el plasmido VCAntp”A44 para afectar la interaccion dimérica con BIP2,
el E value obtenido fue de 0.06+0.004 y no mostré diferencia significativa (Figura 25C y E).
También utilizamos el vector VCAntpAHD, obteniendo un £ value de 0.04+0.001 y sin mostrar
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diferencia significativa. Por lo tanto, concluimos que BIP2 en las condiciones analizadas no forma

complejos triméricos con Antp y Ubx.
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Figura 25. BIP2 no interacciona de forma trimérica con Antp-Ubx mediante BIFC-FRET. A)
Representacion esquematica de BIP2 fusionado a CFP (ECFP Channel), BiFC debido a la interaccion de
Antp con Ubx (Venus Channel) y falta de transferencia de energia de BIP2 con el heterodimero Antp-Ubx
(FRET). B) BIP2 no interacciona de manera trimérica con Antp y Ubx (£=0.08+0.005). La interaccion
AntpAA4A_Ubx-BIP2 mostr6 un valor de £ de 0.06+0.04 and y cuando probamos AntpAHD, el E value fue
0.04+0.001. Las barras de color representan la intensidad del FRET (Fire mode); colores mas claros indican
alta interaccion trimérica mientras que colores mas oscuros indican bajos niveles de interaccion. E) Analisis
estadistico de tres experimentos FRET independientes usando ANOVA de una via y Tukey para la
comparacion de medias, altamente significativo se muestra con **** (p< 0.0001)), las barras de error
corresponden al error estdndar.

Para analizar si TFIIEB forma complejos trimericos con Antp y Ubx , co-transfectamos los
vectores ECFP- TFIIEB, VN-Ubx y VC-Antp. El E value obtenido fue de 0.08+0.01, indicando la

falta de transferencia de energia y por lo tanto la ausencia del complejo trimérico (Figura 26).
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Figura 26. TFIIEP no mostré transferencia de energia con el dimero Antp-Ubx. A) Representacion
esquematica de la proteina de fusion ECFP- TFIIER, la expresion de Venus por el dimero Antp-Ubx y la
falta de interaccion de TFIIEB con Antp-Ubx. B) TFIIEf no mostrd interaccion trimerica con el
heterodimero Antp-Ubx al mostrar un E value de 0.08+0.01. Las barras de color representan la intensidad
del FRET (Fire mode); colores mas claros indican alta interaccion trimérica mientras que colores mas
oscuros indican bajos niveles de interaccion.

8.7 Exd y TBP afectan la funcion ectéopica de Antennapedia en la involucion de la
cabeza

Para analizar la posible funcion de las interacciones triméricas, realizamos el analisis de
cuticulas embrionarias donde la expresion ectopica de Antp es dirigida a la cabeza del
embridn e inhibe la correcta involucion de las estructuras bucales; ademaés causa la pérdida
del cintur6n de denticulas con transformacion del segmento protoracico T1 en T2 en todos
los embriones. Analizamos también el efecto de Ubx antes de analizar los trimeros y
observamos un 10% de larvas con involucion correcta, un 82% con homeosis y un 8% con
fenotipo reducido (Fig. 27C). Resultados similares se observaron al expresar el

heterodimero Antp-Ubx (Fig. 27D).
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Figura 27. El heterodimero Antp-Ubx afecto la funciéon de Antp en la involucion de las estructuras
bucales y la cabeza. A) La expresion de Nullo no afecta la involucion de las estructuras vocales y la cabeza
por lo que se observa un fenotipo normal. B) Antp causa inhibicion de la involucidn y se observan larvas
acefalas ademas de la transicion del segmento protoracico T1 al segmento mesotoracico T2. C) La expresion
de Ubx redujo el porcentaje de homeosis a un 82% y se observa la transformacion de segmentos toracicos
a un fenotipo similar al segmento Al. Se observa un fenotipo intermedio en 8% de las larvas. D) La
expresion del heterodimero Antp-Ubx afectd la funcion de Antp y redujo el porcentaje de homeosis a un

80%; se observo transformacion T1 a T2 asi como un 16% de larvas que involucionaron correctamente y
un 4% con fenotipo intermedio.

Enseguida analizamos la importancia funcional del trimero Antp-Ubx/TBP. Para ello
primero revisamos el efecto de la expresion del dimero Antp-TBP en un ensayo ectdpico.
Los resultados mostraron que el 80% de las cuticulas fallaron en involucionar
correctamente y se observo un 10% de larvas con fenotipo wt y otro 10% con fenotipo
intermedio. Resultados similares se observaron al sobre-expresar el trimero Antp-

Ubx/TBP, mostrando un 80% de larvas con homeosis (Figura 28).
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Figura 28. El trimero Antp-Ubx/TBP inhibe la funciéon de Antp en la involucién de la cabeza. A) La
expresion de Nullo no afecta la correcta involucion de la cabeza, observando un fenotipo normal B) Antp
causa inhibicion de la involucion y se observan larvas acefalas ademas de transformacion del segmento
protoracico T1 al segmento mesotoracico T2. C) La expresion de Antp-TBP redujo el porcentaje de
homeosis a 80% y se observo la transformacion T1-T2. 10 de larvas presentaron fenotipo wt y otro 10%
fenotipo intermedio. D) la expresion del trimero Antp-Ubx/TBP mostro 80% de larvas con homeosis y
transformacion T1-T2, 14% de las larvas mostraron correcta involucion y 6% fenotipo intermedio.

La expresion ectopica del dimero Antp-Exd asi como del trimero Antp-Ubx/Exd dirigidos
por Nullo mostraron un efecto mayor en la funcion de Antp de inhibir la correcta
involucion de las estructuras bucales y las cabezas en las larvas ya que el porcentaje de
larvas que mostraron homeosis se redujo hasta un 66% en el caso del dimero y hasta un

63% en el caso del trimero (Figura 29).
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Figura 29. El complejo Antp-Ubx/Exd afecta la funcion de Antp en las cabezas de las larvas. A) La
expresion de Nullo no afecta la involucion de la cabeza, observando un fenotipo normal B) Antp causa
inhibicién de la involucidn y se observan larvas acéfalas ademas de que el segmento protoracico T1 se
transformé al segmento mesotoracico T2. C) La expresion de Antp-Exd mostréo un 66% de larvas con
homeosis y transformacion T1-T2 fue observada. Ademads, se obtuvé un 33% de larvas con fenotipo wt. D)
la expression del trimero Antp-Ubx/Exd afecto la involucion en 63% de las larvas se observe transformacion
T1-T2. 27% de las larvas presentaron correcta involucion y se observe un 10% con fenotipo intermedio.

8.8 El dimero Antp-Ubx y los trimeros Antp-Ubx/TBP/Exd afectan la funcion de
Antp en la transformacion antena-pata

También analizamos la funcion de los trimeros en la transformacion antena pata. Para ello
expreso el HD de Antp como control positivo utilizando el driver D/I-GAL4 y se observo
la transformacion (Figura 30B) destacando el fémur, tarso y ufia. Al dirigir a AntpHD y
UbxHD juntos, la transformacion se vio afectada (Figura 30C), pero se continuaron
distinguiendo las estructuras previamente mencionadas. La expresion de TBP, como se
esperaba no causo transformacion y se observo una antena similar a la wt (Figura 30D).
El dimero AntpHD-TBP tampoco caus6 transformacion (Figura 30E) ni el trimero Antp-

Ubx/TBP (Figura 30F) indicando la presencia de TBP.
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E) AntpHD-TBP <d// F) AntpHD-UbxHD/TBP <d//

Figura 30. La expresion ectépica de TBP de forma dimérica y trimérica inhibe la transformacion
antena-pata. A) Se observa una antena con fenotipo normal con los segmentos 2 y 3 bien definidos, asi
como la arista. B) Se muestra la transformacion de la antena por pata con estructuras bien definidas como
el fémur, el tarso y la ufia. C) El dimero AntpHD-UbxHD redujo el efecto observandose una transformacion
parcial. D) Se observa una antena tipo wt resultado de la expresion de TBP. E) TBP inhibi¢ la transformacion
que causa el HD de Antp y se observa una antena tipo wt. F) La expresion del trimero AntpHD-UbxHD/TBP
tampoco causo transformacion. Los segmentos transformados se resaltan en rojo y los normales con curvas
y niimeros negros. 2, segundo segmento antenal: 3, tercer segmento antenal; Ar, arista.

Resultados similares se observaron al expresar ectopicamente al dimero Antp- Exd y el
trimero Antp-Ubx/Exd, ya que ambos complejos inhibieron la homeosis antena por pata

originada al expresar Antp y se observaron antenas similares a las wt (Figura 31).

A) Normal B) AntpHD <dl/ C) AntpHD-UbXHD <dl/

Figura 31. Expresion ectopica de Exd en el dimero y trimero inhibe la transformacién antena-pata.
A) Se observa una antena con fenotipo normal con los segmentos 2 y 3 bien definidos, asi como la arista.
B) Se muestra la transformacion de la antena por pata con estructuras bien definidas como el fémur, el tarso
y la ufa. C) El dimero AntpHD-UbxHD redujo el efecto y se observa una transformacion parcial. D) Se
observa una antena tipo wt resultado de la expresion de Exd. E) Exd inhibi6 la transformacion que causa el
HD de Antp y se observa una antena tipo wt. F) La expresion del trimero AntpHD-UbxHD/Exd tampoco
causo transformacion. Los segmentos transformados se resaltan en rojo y los normales con curvas y nimeros
negros. 2, segundo segmento antenal: 3, tercer segmento antenal; Ar, arista.

D) EXD <dll €. AntpHD—ExD <dll  F) AntpHD-UbXHD/EXD <d!!
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9. DISCUSION

En el andlisis de los dominios involucrados en la interaccion de Antennapedia con
Ultrabithorax encontramos que la interaccion es mediada por las hélices 1 y 2 del HD de
Antp, especificamente la posicion E19 de la hélice 1 de Antp mostro ser importante en la

dicha interaccion.

Para determinar los dominios involucrados se realizaron transfecciones en células
HEK293 utilizando el Sistema de Complementacién Bimolecular Fluorescente. Se
analizaron las siguientes versiones mutantes de Antp: AntpAHD, AntpAHI1-H2,
AntpAH1, lo que permitié concluir que ambas hélices participan en la formacion del

dimero Antp-Ubx.

El HD ha mostrado ser importante en otras interacciones, por ejemplo, AntpHD es
responsable de establecer el heterodimero Antp-Eyeless asi como de la homodimerizacion
de Scr, especificamente la posicion aminoacidica E19 ubicada en la hélice 1, media estas
interacciones (Plaza ef al, 2008 y Papadopoulos et al., 2012). La hélice 1 participa en
otras interacciones como en la de HOXD8 con HOXA9, mostrando ser importante
también en sus actividades transcripcionales (Zappavigna ef al., 1994). De igual manera,
resultados realizados en nuestro laboratorio mostraron la relevancia del residuo E19 de
Antp al interactuar con Ubx, ya que la interaccion disminuyo6 de 89% a 60% (Villarreal-
Puente., 2018). Debido a que la interaccion no se inhibid por completo, otros residuos
aminoacidicos podrian estar involucrados, como los residuos 23 y 25 en la hélice 1, o el
residuo 57 en la hélice 3, ya que estos participan al interaccionar in vitro con el cofactor
Exd (Chan ef al., 1994). En el caso del HD de Ubx, los residuos 22 y 24 que estan
altamente conservados y expuestos, permitiendo postularlos como candidatos a participar
en interacciones diméricas (Merabet et al, 2009). La formacion del dimero Antp-Ubx
podria llevarse a cabo mediante secuestro y asi prevenir su union al ADN en los limites
del segundo y terceros segmentos toracicos donde ambas estan presentes. Ademads, ambas
proteinas funcionan como activadoras y represoras y comparten dominios de union al
ADN e incluso blancos de regulacion (Rosales-Vega et al., 2023, McCormick et al., 1995,
Ekker et al., 1994).
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Ademas de las interacciones entre homeoproteinas, se han descrito interacciones con
proteinas de la maquinaria de transcripcion basal, por ejemplo, CDX1, Spl, Antp y Ubx
interactian con la proteina de union a caja TATA, TBP. (Calon ef al., 2007, Emili et al.,
1994, Jiménez-Mejia et al., 2022, Montalvo-Mendez2024). Este Gltimo dimero, se forma
a través de las regiones de glutaminas de TBP y el extremo amino terminal de Ubx. A
pesar de que Ubx no contiene glutaminas, se ha determinado la presencia de regiones
intrinsecamente desordenadas que son importantes en interacciones diméricas (Hsiao et
al, 2014, Carnesecchi et al., 2020) Por su parte, TFIIE interactiia con la maquinaria de
transcripcion basal mediante la RNA polimerasa II (Altamirano-Torres et al., 2018,
Carnesecchi et al., 2020, Bondos et al., 2006) y esta ultima con el factor de pausa
transcripcional M1BP (Zouaz et al, 2017). De igual forma, tanto Antp como Ubx
interaccionan con TFIIEP (Altamirano-Torres et al., 2018, Baeza ef al., 2015) y con Exd
(Papadopoulus et al., 2011., Merabet et al., 2007).

Debido a lo anterior, nos interesamos en determinar posibles interacciones triméricas que
podria estar llevando a cabo el dimero Antp-Ubx. Previamente se detectaron en nuestro
laboratorio los complejos triméricos de Antp-TBP con los factores transcripcionales
TFIIER y Exd (Jiménez-Mejia., 2022). Por lo que se analizaron los factores Exd, TFIIER,
TBP y BIP2, determinando las interacciones triméricas entre Antp-Ubx con TBP y Exd.

Estas interacciones triméricas se confirmaron utilizando una bateria de mutantes de Antp
en las que se deletaron dominios importantes en las interacciones diméricas, resaltando su
importancia para que el complejo trimérico se forme, tal es el caso del HD de Antp, ya
que ambas interacciones triméricas (Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd) se vieron afectadas
al usar el plasmido VC-AntpAHD donde el HD de Antp estd ausente, el cual ha
demostrado ser necesario para que la interaccion con Ubx se lleve a cabo mediante la
Técnica de Complementacion Bimolecular Fluorescente (Kerppola, 2008) tanto in vitro
en celulas (Villarreal-Puente, 2018) como in vivo en embriones y discos imaginales de

Drosophila (Villarreal-Puente, 2015).
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En el caso del trimero Antp-Ubx-TBP, también se utilizo la mutante VC-AntpHD, la cual
tiene deletado el extremo amino terminal y por lo tanto se eliminaron las regiones polyQ,
quienes median la interaccion Antp-TBP (Jimenez-Mejia et al., 2022) y se observo una
reduccion significativa en la energia que se transfirio en las proteinas wt. De este modo,
confirmamos el establecimiento de la interaccion trimérica, utilizando versiones de Antp

que inhibian las interacciones diméricas Antp-Ubx y Antp-TBP.

Resultados similares se observaron al utilizar la mutante VC-Antp***4, la cual tiene
mutagenizado el tetrapéptido YPWM, afectando asi la formacion del dimero Antp-Exd
(Papadopoulus et al, 2011). Sin embargo, de manera interesante, esto no redujo
significativamente la formacion del trimero. Es importante recordar que Ubx también
interacciona con Exd (Passner et al,, 1999, Merabet et al., 2007) y que el tetrapetido
YPWM de Ubx no se modificod, ademas de que posee otros dominios importantes en su
interaccion con Exd como el motivo UbdA (Ortiz-Lombardia ef al., 2017). Por lo que
probablemente Ubx permanecié en contacto con Exd, permitiendo la transferencia de
energia. Lo anterior también indica que el trimero Antp-Ubx/ Exd se forma a través de
diversos dominios, entre ellos el HD y la secuencia YPWM, como las interacciones
triméricas Antp-Exd o Ubx-Exd con Hth (Gebelein ef al, 2002), y la formacién del
trimero Antp-Ubx/Exd propone la formacion de otros complejos involucrando factores

que participen en la regulacion genética.

Por otro lado, la interaccion del trimero de Antp-Ubx con el factor transcripcional TFIIE
mostro un valor de £ de 0.08, indicando la falta de interaccion. Esto puede ser debido a
que tanto Ubx como Antp interaccionan con TFIIEP mediante del HD (Bondos ef al.,
2004, Baeza et al, 2015 y Altamirano-Torres, et al., 2018) y este dominio ha mostrado ser
clave en el dimero Antp-Ubx (Villarreal-Puente, 2015, Villarreal-Puente, 2018), por lo
que al formarse este dimero, el cual es irreversible, ya que se reconstituye la proteina
fluorescente Venus (Kerppola, 2008), no seria posible la interaccion de, ya sea Antp o
Ubx con TFIIEB. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que la topologia no
favorezca la interaccion (Hudry et al, 2011), por lo que seria valioso modificar las

proteinas de fusion, por ejemplo: CFP-Antp, VC-Ubx y VN-TFIIEB, por mencionar
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alguna combinacion y confirmar si esto es un factor determinante en la formacion de este

trimero.

Otro factor transcripcional que no formo6 complejos triméricos con el dimero Antp-Ubx
fue BIP2, ya que al utilizar la mutante Antp“*** la interaccion disminuyo, mas no
significativamente, a pesar de que el motivo YPWM media la interaccion dimérica Antp-
BIP2 (Prince et al., 2008). De la misma manera, al usar la mutante de Antp que carece del
HD, la interaccion siguié mostrando un valor de £ menor a 0.1 indicando la ausencia de
interaccion trimérica. Resultados similares se observaron previamente en el laboratorio al
analizar la interaccion del dimero Antp-TBP con BIP2 (Jiménez-Mejia et al., 2022) ya
que no se observo la formacion del trimero. Es importante indicar que la version de BIP2
utilizada contiene del aminodacido 1 al 89, por lo que esto podria ser un factor a considerar
asi como la topologia de las proteinas de fusidn como se menciond previamente con

TFIIEB (Kerpola., 2008).

Para analizar la posible funcion de los trimeros detectados en esta tesis, se realizaron los
ensayos de cuticulas embrionarias y de transformacion antena-pata. Para ambos ensayos
se dirigié la expresion tejido-especifica de las proteinas de interés mediante cruzas
genéticas usando el driver Nullo-GAL4 para dirigir a embriones y D//-GAL4 a las antenas

de individuos adultos.

Cuando Antp es dirigida a la cabeza del embridn, inhibe la correcta involucién de las
estructuras bucales; ademés causa la pérdida del cinturon de denticulas con

transformacion del segmento protoracico T1 en T2 (Gehring ef al., 2009).

Primeramente, se realizd el ensayo dirigiendo la expresion de Ubx en larvas de
Drosophila; se observo que 82% de larvas fueron acefalas asi como que los segmentos
toracicos adquirieron fenotipo del segmento abdominal Al (Gonzélez-Reyes y Morata
1990 y Mann y Hogness, 1990). Al dirigir el dimero Antp-Ubx se observéd también la
inhibicion de la cabeza en las larvas, pero la transformacion T1-T2 fue la que se observo

en la mayoria de las larvas (80%) (Mann y Hogness en 1990).

Posteriormente, se analizaron los complejos Antp-Ubx/TBP/ Exd observando que Exd

tuvo un mayor efecto en la actividad funcional de Antp que TBP, en la que mostré una
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inhibicion de la involucion de las estructuras bucales, ya que se presentd un 63% de larvas
que no involucionaron correctamente las estructuras bucales en contraste con el trimero
Antp-Ubx/TBP, el cual mostré resultados similares al dimero Antp-Ubx, con un 80% de
larvas con fenotipo similar al de la expresion individual de Antp, por lo que podriamos
mencionar que el trimero Antp-Ubx/ Exd rescat6 el fenotipo wt en 27% de las larvas, ya
que se observo un 10% de larvas con fenotipo intermedio. Es importante considerar que
se requiere corroborar la expresion de los tres transgenes. En ambos trimeros, se observo

la transformacion T1 a T2 en las larvas con inhibicidon de la involucidn de la cabeza.

En el ensayo de transformacion antena-pata ambas proteinas, TBP y Exd, inhibieron la
homeosis resultado de expresar Antp. Previamente Altamirano-Torres en el 2018, analiz6
la interaccion entre Antp y TFIIEB y se observd que la inhibicion de la involucion de la
cabeza se mantuvo, asi mismo ocurrid con la transformacion antena-pata, indicando que

TFIIEP propicioé dicho efecto.

En el caso de las interacciones triméricas analizadas en esta tesis, describimos
previamente que al expresar Ubx junto con Antp, la transformacion se ve ligeramente
afectada (Villarreal-Puente et al., 2018), pero al expresar los complejos triméricos las
transformaciones homeoticas se inhiben, indicando probablemente que al interaccionar
Antp con Ubx y Exd o TBP, no le sea posible regular la expresion de los genes blanco que
culminan en la formacion de la pata, recordando que esta funcién de Antp es ectopica, ya
que se dirige a un lugar donde normalmente no se expresa como lo es la cabeza de
Drosophila (Struhl, 1982), por lo que seria valioso analizar que efecto podrian presentar
estos trimeros en otros panoramas como por ejemplo en la transactivacion de Antp o bien

en la regulacion de sus genes blanco.

62



10.CONCLUSIONES

Las hélices 1 y 2 asi como la posicion E19 de la hélice 1 de AntpHD es participan
en la interaccion dimérica Antp-Ubx.

Se determind la formaciéon de los complejos triméricos de Antp-Ubx con TBP y
Exd con valores de E=0.18 y E=0.2 respectivamente, las cuales fueron
corroboradas con el uso de las mutantes AntpAHD, VC-AntpHD y AntpA*44 que
afectan la formacion de los dimeros Antp-Ubx, Antp-TBP y Antp- Exd
respectivamente.

Antp y Ubx no mostraron la formacioén de complejos triméricos con BIP2 ni con
TFIIEP al mostrar un valor de E=0.09 y 0.08, respectivamente.

El trimero Antp-Ubx/TBP mantuvo la funcion homeotica de Antp en 80% de las
larvas analizadas, observando 10% de larvas con fenotipo wt y 10% con fenotipo
intermedio.

Al expresar el trimero Antp-Ubx/ Exd la funcion homeotica de Antp fue inhibida
en 27% de las larvas, observando un 63% de larvas con transformaciones
homedticas y un 10% con fenotipo intermedio.

La expresion ectopica de los trimeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/ Exd inhibieron

el efecto de AntpHD en la transformacion antena-pata en Drosophila.
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11.PERSPECTIVAS

La realizacion de la presente tesis demostrd por primera vez la participacion del dimero

Antp-Ubx en complejos triméricos con los factores transcripcionales TBP y Exd en cultivo

celular. De la misma manera, se concluyd que dichos complejos triméricos afectaron la

funcion homeodtica de Antp en transformaciones toracicas y de antena pata en Drosophila

melanogaster, abriendo la opcion del estudio de los siguientes puntos

Dirigir la expresion ectopica de las proteinas involucradas en la formacion de los
complejos triméricos Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/ Exd in vivo en D. melanogaster
mediante BiFC-FRET.

Determinar la formacion de los trimeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd de
manera endégena en D. melanogaster mediante BiFC-FRET.

Verificar la regulacion de los genes blanco de Antp por los complejos triméricos
Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd.

Analizar la formacion de los complejos trimericos Antp-Ubx/TFIIEf y BIP2
realizando variaciones en la topologia.

Determinar la participacion de dominios proteicos de Ubx en la formacion de los
trimeros Antp-Ubx/TBP y Antp-Ubx/Exd, asi como el HD, YPWM y UbdA

El estudio a nivel molecular mas fino de las interacciones triméricas de Antp-Ubx con

TBP y Exd proporcionara importante informacion respecto a complejos proteicos
implicados en la actividad transcripcional de Antennapedia en el desarrollo del embrién

de D. melanogaster.
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Introduction

Hox penes are master transcriptional factors that spec-
ify the antero-posterior axis of metazoans; they contain
the highly conserved homeodomain (HD) responsible
for DMA hinding and target gene expression control [1,
2]. Despite the high structural and DMNA-binding simi-
larity of the HDrs, homeoproteins achieve preat levels
of specificity to precisely regulate their target penes [3].
Such functional specificity is acquired via protein-pro-
tein interactions (PPIs), particularly, Extradenticle (Exd)
interacts with homeoproteins through the YPW M motif,
modifying their DNA-binding selectivity [4]. Several
Hox intersctors have been identified including diverse
transcription factors (TFs), chromatin remodeling com-
plexes, non-coding RMAs and even extracellular matrix
|5]. Other important interacting partners are the homeo-
proteins themselves such as the homodimerization of Ser
and AbdA as well as AbdA-Ubx heterodimerization in
viva [6. 7].

Transcription regulation by homeoproteins at the RNA
Pol 11 basal machinery is of particular interest, and spe-
cific interactions hzve been identified Antemnapedia
{Antp) interacts with BIP? {also known as TAF;155,
TAF3 in the Drosophila TFHD complex) through the
YPMW motif, with TFIIER via the HD and with TEP
through poly() stretches [8-10]. Ubx is linked to the
basal machinery by ils direct interaction with the RMNA
Pol 1 throuph the N51 residus of the HD [11]. A system-
atic analysis revealed a Ubx tissue-specific interactome in
Drozophila melanogaster embryos with partners includ-
ing chromatin remodelers and translation regulators
[12]. In addition, protein complexes have also involved
homeoproteins, cofactors and General Transcription
Factors {GTFs); Exd and Homothorax {Hth) interact with
MEIS-PRX in vitro, and Antp forms trimeric complexes
with TEP-TFUER or TBP-Exd which also modulste the
Antp transcriptional functions inm living cefls [10, 13].
All these data clearly point to diverse and tissue-specific
Hox interactomes for functional specificity. The diversity
of interactors as well as the complexity of Hox protein-
protein associations plainly indicates that homeoproteins
recruit specific GTFs or cofactors and arrange complexes
to modulate their target penes during development.

Here, we dissected the interaction of Antp with Ubx
showing that helixes 1 and 2 of Antp, as well as resi-
due E19 of helix 1, are imvolved in the interaction. Also,
a novel interaction of Ubx with TEP was established,
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in transcriptional regulation, and thus contribute to bet-
ter understand Hox function in development.

Results

Antp and Ubx Interaction through HD

To determine the interaction between Antp and Ubx we
performed Bimolecular Fluorescence Complementation
{BiFC) in Drosophila embryos and imaginal discs using
the UAS/Gald system. For BiFC ascays, Antp and Ubx
were fused either to M-terminal or C-terminal halves of
the fluorescent protein Venus (VM and VC) The interac-
tion of Antp with Ubx brings Venus fragments together,
reconstituting the fluorescence. Co-expression of Antp
and Ubx full-length {FL) proteins revealed interaction
{(Venus green fluorescence) in embryos under muilo-,
antp— and pec-Gald drivers (Fig. 1A). The HDs of Antp
and Ubx showed BiFC fluorescence sipnal in embryvos
{mnllio-, artp- and pic—Gald) and imaginal discs under
dli-Gald indicating that the HDs are sufficient for the
interaction in vivo (Fig. 1B-C). Our results clearly dem-
onstrate that the HD is directly involved in Antp-Ubx
interaction in Drosopila.

Antp HD hel 1 and 2 are reguired for the interaction with
U

Since the HD is required for Antp-Ubx interaction in
vivo, we next performed BiFC assays in a HEK293 cell
line to further analyze the putative domazins involved in
the interaction. To determine the regions required for the
interaction, we used a battery of Antp and Ubx mutants
previously reported (Fig. 24 and 52; 14,9) and the newly
constructed U™ (Fig. 24). As expected, Antp-Ubx
interaction was found in 89% of the transfected cells
using FL proteins (Fig. 2B and $1A). Deletion of Antp
HD {AntpAHD) greatly decreased the interaction to 6%
{Fig. 2B} compared to Antp-Ubx interaction (Fig. 2B
and 51), indicating that the Antp HD is required for the
interaction with Ubx in living cells. According to this, the
HDs from both proteins (AntpHD and UbxHD) showed
a significant increase of interaction to 9%6% (Fig. 2B and
51) compared to FL proteins. Mext, we aimed to iden-
tify the specific region of Antp HD involved in its inter-
action with Ubx using Antp mutants. Absence either of
helix 1 (AntpAH1), or both helix 1 2nd 2 {AntpAH1-2)
significantly decreased the interaction with Ubx to 24%
and 12% respectively (Fig. 2B and 51). These findings sug-
gest that Antp HD helixes 1 and 2 are involved in this

ware mate Tha images or othar thicd rerty mataralin ths
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in which the Poly(} domain of TEP is required for the
interaction. Furthermore, we established the new Antp
trimeric complexes with Ulx-TBP and Ubx-Exd, which
reduced Antp transcriptional activity. By increasing the
Antp and Ubx interactomes, our results provide impor-
tant clues of Hox protein complexes dynamics involved

interaction.

Glutamic acid (E) at position 19 of the Antp HD is
important for its functions and interactions. [t was shown
earlier that replacing the glutamate to glycine (G} inter-
feres with the interaction between Hox and Pax proteins
[7. 14]. The E is within the highly conserved HD motif
TLELEKEF, which is shared by Antp and Ubx at identical
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VCAntp:VNUbx

positions. Therefore, we further analyzed the AntpH-
0F and Ubx™™ mutants in BiFC assays. The single
mutant AntpHD™E showed a significant reduction of
the interaction with Ubx to 0%, in contrast with Uba™™
which showed no effect in the interaction with Antp,
maintaining 86% of BiFC positive cells (Fig. 2B and S1A);
pointing out that Ubx E19 position is not required for
this interaction. Co-transfection of both single mutants
AntpHIFPE1The™%F showed an interaction of 67%, sim-
ilar to AntpHD®**, indicating that specifically the Antp
position E19 on helix 1 is important for the interaction
with Ubux.

We previousty demonstrated Antp-TBP interac-
tion by BiFC [10], and we wondered whether Ubx also
interacts with TEP. BiFC assays in cell culture showed
that TEP interacts with Ubx in 70% of transfected cells
{Fig. 2C and S1B). Since the functional relevance of the

VCAntpHD; VNUbxHD
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VCAnpHD VNUbxHD

essential for its transeriptional activity |15], we proved
that UbxHD affected its interaction with TBP, decreasing
to 41% (Fig. 2C and 51B). According to this, using both
TBPAQ and UbxHD mutant versions showed a signifi-
cant decrease to 15% (Fig. 2C and S1B). Taken together,
these results indicate that DNA binding domains in TBP
and Ubx do not mediate the TBP-Ubx interaction, but
rather their M-terminal domains as the Poly(} domain of
TEP or the UbdA region in Ubx C-terminal.

Antp forms trimeric complexes with Ubx and TBP

Given that TEP interacts through its Poly() region with
Antp and Ubx, we next tested the hypothesis of a puta-
tive formation of trimeric complexes. We used the BiFC-
FRET approach that was previously standardized in cell
culture [10] with the reconstitution of the fluorescent
protein Venus by BiFC interaction (VCAntp-VNUbx)
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W-terminal located Poly() stretch in TEP has been pre-
viously demonstrated, as well as its role in TEP-Antp
interaction, we also tested if the TBP version without
the Poly() stretch affected its intersction with Ubx; this
TEP mutant showed a decrease in BiFC interaction to
34% (Fig. 2C and 51E). Additionally, as it has been pre-
vipusly reported that M-terminal regions in Ubx are
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AHD-Ubx

To validate this trimer formation, we prevent the Antp
dimeric interactions using specific mutants. Disrup-
tion of the Antp-TBP interaction by PolyQ absence in
AntpHD caused a significant reduction of trimer for-
mation (£=008%0.01; Fig. 3C and E). Similady, when
we distupted the Antp-Ubx dimer with AntpAHD

used as acceptor and TEP fused to ECFP as donor
{Fig. 3A). In a trimeric complex, the ECFP donor is in
close proximity to the acceptor and catalyzes an energy
transfer, which can be visualized by confocal microscopy
as signal intensity and calculated and represented as an
E-value. A trimeric complex of TEP with Antp-Ubx was
clearly shown with a high E value of 0.18 0,006 (Fig. 3B).

Page 4 of 11

AntpHD-UbsxHD

AHY-M2-Ubx THP-UtcHD

AnpHD . Ut TPLQ-UbNMD

dimer also showed a significant decrease of Fl ignal
(E=0.12£0.01; Fig. 4D and E). Our results confirmed that
Exd forms trimeric complexes with Antp and Ubx.

In contrast, we did not detect formation of Antp-Ubx
trimeric complexes with BIP2 and TFIER. The BiFC-
FRET analysis showed BIP2 and TFIIER E values of
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there was significant reduction on the trimeric com-
plex (E=0.05£0.00%; Fg. 2D and E). The trimer E value
declined due to interaction disruption that surely vali-
dated the Antp trimeric complex with Ubx and TEP in
cell culture.

Trimeric complexes of Antp with Ubx and Exd

We also tested whether Antp-Ubx interacted in a trimeric
way with Exd fused to ECFP as donor (Fig 4A). Results
indicate the formation of an Antp-Ubx-Exd trimeric
complex {E=02+0.00&: Fig. 4B). To confirm this interac-
tion, we disrupted the Antp-Exd dimer using the YPWM
mutant Antp****; the FRET reduction is not significant
compared to Antp-Ubx-Exd complex (E=0.16+0.01;
Fig. 4C and E), however, this result is coherent with
the fact that Exd also interacts with Ubx [1&]. Con-
versely, the AntpAHD mutant that impedes Antp-Ubx

0.08 +£0.005 (Fig 53 A-E) and 0.09+0.001 respectively (Fig
53 C-IY), indicating absence of trimeric complexes due to
the lack of energy transfer.

Trimerkc complexes reduced transcriptional activity of
Antp

To determine the effect of the complexes on Antp
transeriptional activity, we used a luciferase [LUC)
reporter (pGLH11) with a minimal Hsp70 promaoter
and eleven oligpmerized BS2 Antp-binding sites previ-
ously described in HEK293 cells [17]. The Antp-Ubx-
TEP trimer showed a statistically significant reduction
of transsctivation to 3093+10.52% compared to Antp.
In a similar fashion, the Antp-Ubx dimer also had a sig-
nificant reduction of LUC activity to 43.88+11.60%
{Fig. 5A). There is no significant difference between
the transcriptional activity of the Antp-Ubx-TBEP and
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Antp-Ubx complexes, indicating that both the trimeric
and dimeric complexes affected the Antp transactiva-
tion activity. We also found that Ubx has a transactiva-
tion activity of 53.47 antly different than

47 +10.36%, signific
Antp; however, when Ubx activity is compared to the
Antp dimer and trimer activities there is no signific:
difference (data not shown). These results indicate
the Antp transactivation function is specifically affecte

by these complexes. Similarly, the Antp-Ubx-Exd tri-
mer decreases the transactivation activity of Antp to
57.94+4.74%, which is statistically significant compared
to Antp. We also found a significant reduction of the
Antp transcriptionzl activity in the Antp-Exd dimer to
4587 +2.42% (Fig. 5B). Overall, the transactivation aseays
indicate that Antp trimeric and dimeric interactions with
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Ubx, TBP or Exd have a down-regulating effect in the
Antp transcriptional activity.

Discussion

Here, we showed that the dimeric interaction of Antp
with Ubx is through Antp HD helixes 1 and 2 as well as
residue E19 of helix 1. We also report a novel interaction
of Ubx with TBP in which the PolyQQ domain of TBP is

required in this interaction. Furthermore, we established
the two new Antp trimeric complexes with Ubx-TBP and
Ubx-Exd and both trimers are important for Antp trans-
activation activity in living cells.

Our results demonstrate that the HDs of both Ubx and
Antp are sufficient for maintaining the interaction in
embryos. It has been proven that the HD is enough for
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action of Antp with the transcription factor Eyeless (E
in Drosophila also depends on their HDs [14]. Another
report indicates that the Ser homodimerization depends
on the HD and is required for Scr function in Drosophila
|7]. The HD is also required for the Antp interaction with
the basal transcription machinery factor TFIIER in cell

culture and in vivo |9).

The HDs showed stronger interaction signal compared
to the FL proteins, suppesting that the regions upstream
or downstream of the HD may interfere dimerization in
FL proteins as previously observed in Scr, Antp, Ubx,
AbdA and AbdB interactions with other TFs in living
embryos [18]. A similar effect was observed with the HD
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E= 0.2+0.006

20 um JE= 0.1220.01

of AbdA which showed a strong interaction with Med19
in Drosophila embryos, whereas the FL. AbdA is not able
to interact with Med19 [19]. In both reports, a similar
expression level of HD or FL proteins was confirmed,
suggesting that the observed interaction dynamics are
not due to overexpression. In addition, in vivo functional
analysis of Antp HD peptides showed almost equal levels

of the endogenous Antp protein [17]. Hence, the stronger
interaction levels showed by the HDs are most likely due
to absence of HD-adjacent regions. This evidence dearly
indicates the HD's sufficiency as a platform for protein-
protein interactions, as well as the inhibitory activity of
different structural maotifs along the Hox proteins.
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dimers Antp-Exd and Uns-Fad decresse Antp transoriptional activity. Statistical analysis was mades by one-way ANOWA with the post-hoc Tukey for mean
comparson in these independent experiments Eoor bars corespond tostandaed emore jo< 00007}

Both HD helixes 1 and 2 are involved in the Antp-Ubx
interaction. Other reports indicate the HD helix 1 as
responsible for the homeoprotein interactions between
Antp-Fy and Scr-Scr, and that the E19 helix residue is key
for these interactions |7, 14]. In addition, the HD helix 1
of HOX D mediates its interaction with HOX9 as well as
its transcription activities [20]. Accordingly, oor results
also pointed out the specific relevance of the Antp E19
residue for its interaction with Ubx. Other Ubx HD pesi-
dues cannot be ruled out, since it was previously found
that Ubx HD residues 23 and 25 on helix 1, and 57 on
helix 3 are important for the in vitro interaction with the
cofactor Exd, and the residues 27 and 24 are highly con-
served and positionally exposed in the Ubx HD [21, 22].

Antp residues 32 and 36 of HD helix 2 were not
required in the Antp-Ubx interaction (data not shown),
although they are important for interaction with the tran-
scription factor TFIIER [9]. However other aminoacidic
residues in Antp helix 2 could be involved because it was
previously reported that HI¥ residues 30 and 33 of POU
factors Oct-1 and Owct-2 are relevant for their interac-
tion with the Herpes simplex wirus transactivating factor
VP16, Also, residues 29 and 56 of the HOXAY HD have
a redundant function with the HX motif for interaction

with PEX1 and MEIS]1 [23-35]. Overall, these results
support the importance of Antp position E19 on helix 1
for the interaction with Ubx.

Previous reports have indicated the interaction of
homeoproteins like CDX1, Spl and Antp with the basal
transcription factor TRP [10, 26, 27]. Accordingly, we
confirmed for the first time that the interaction of Ubx

with TBP was found to be dependent on the Polv()
regions of TEP and the M- and C-term of Ubx including
the UbdA domain, which could play a role in the interac-
tion. The Poly() region of TEP has been extensively cor-
roborated as an interaction platform for other factors [10,
28, 29]. The Ubx N-term regions do nod contain Poly(
stretehes, however, it has been previously reported that
the Ubx N-term is essential for its transcriptional activity
[15], and the intrinsically disordered regions have proven
to be necessary for Ubx prodein interactions {12, 30]. The
link of homeoproteins interacting with the BENA Pol 11
basal machinery has been established numerous times
with other GTFs like TFIIER [9, 20, 31] and the transcrip-
tion pausing factor M1BP [32].

We found that Ubx diminished the Antp transactiva-
tion activity: similarly, other HD factors such as AbdBE,
Ey and Scr also reduced Antp transeriptional activity [14,
33]. 1t is well known that Ubx represses the expression of
Antp in the 3rd thoracic segment of the embryo [34, 35].
Our transactivation findings with Antp and Ubx likely
suggest that, in addition to promoter binding, protein-
protein interactions may be a part of the transcriptional
regulation mechanisms of homeoproteins for posterior
prevalence in the embryo. The transcriptional activ-

ity of Antp was not rescued by sbsence of HD helixes 1
and 2 (data not shown), similar to the report of Cérde-
nas-Chévez in 2012 where the Antp helix 1 mutant E19G
decreased the interaction with AbdRE but did not rescue
the transcriptional activity.

Although the transactivation system with 11 oligo-
merized BS2 sites is specific for Antp, some level of Ubx
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transactivation was observed with this system (data not
shown), however this activity differs from Antp, indicat-
ing the BSZ sites are Antp-specific. Other homeoproteins
such as Exd, HoxB7, HoxB2 and HoxCE also recognize
the B42 binding sites, but it was not determined whether
thiere is transeriptional activity [3&].

We also present the first report of trimeric protein
complexes of Antp-Ubx with TEP or Exd using the pre-
viously standardized BiFC-FRET assay [10L The trimer
reduction using the Antp PolyQ or HD mutants cor-
rotorates the formation of the Antp-Ubx-TBP tiimer and
supports the key role of Antp Poly() regions in the inter-
action with TEP previously described [10], as well as the
importance of the Antp HD for its interaction with Uba.
We also validated the trimer complex of Antp-Ubx with
Exd using mutants that specifically disrupted the Antp-
Ubx or Antp-Exd dimers. Muotation of the Antp YPWM
meotif did not significantly reduce the E value, since the
Ubx YW M motif was not mutsted; these results are in
sccordance with the fact that Antp and Ubx both inter-
act with Exd through this motif [3, 7, 37, 38]. In this
soenario, Ubx probably keeps Exd dose enough for the
energy transfer to occur; this is also feasible due to evi-
dence indicating that Ubx has multiple intersctions with
Exd besides the YPWM motif, such as the UbdA motif
|39, 40]. This also indicates that Antp-Ubx-Exd trimer
is formed by muoltiple interacting domains involving the
HDs and the YPWM motif. This has been reported in the
trimenic interactions of Antp-Exd or Ubx-Exd with Hih
[41] and, in the Antp-Ubx-Exd trimer, raising the possi-
bility of wider complexes involving other transcriptional
factors for gene regulation.

The absence of trimeric interactions of Antp-Ubx either
with BIF2 or TFIIER corroborated with Antp mutants
{data not shown) is similar to the absence of Antp-TEP
trimeric interaction with BIP2 previously described wsing
BiFC-FRET [10]. This adds to the dynamism of Hox pro-
teins interactions, since BIP2 seems to be involved mainky
in dimeric interactions whereas other GTFs like TFIER
are reguired for some complexes like Antp-TEP and dis-
pensable for others such as Antp-Ubx,

The trimeric complexes of Antp-Ubx with TEP or Exd
both showed a significant decrease of the Antp tran-
seription activity in cell culture; the reduction is lower
and maintained regardless of a partial Ubx and Exd LUC
activity. A similar repression function has been deter-
mined for the trimers MES1-PEX-HOXA% in myeloid

leukemia and the Ubx-Exd-Hth in vivo [41, 42]. When we
evaluated the function of Ubx using BS2 sites, we found
that it is not affected by the formation of dimeric or tri-
meric complexes (data not shown). Overall, our results
demonstrate two novel Antp trimeric complexes with
Ubx-TEP and Ubx-Exd, which also regulate Antp gene
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transeription activity, indicating repression function in
the trimer assembling.

Our results clearly showed that homeoproteins inter-
act with each other as well as with multiple cofactors
and GTFs in dimeric and trimeric ways, raising the ques-
tion of how these complexes function at the transcrip-
tional level during development. The Antp nowvel trimers
here depicted diminished Antp transcription, indicating
repression functions for these ensembles. In the Antp
and Ubx interaction with TBEP the Hox proteins could
prevent TEP and TFIE interaction, since TEP acts as the
TFIIB recruiter to the RMA Pol 11 PIC [43], therefore the
trimer could be preventing the PIC assembly and there-
fore transcription initiation.

The Antp-Ubx interaction with the cofactor Exd adds
a new interacting dynamic to the extensive evidence
of complexes between Hox and the TALE (three amino
arid loop extension) family of cofactors. Antp promotes
leg identities in the thorax by repressing the activity of
antennal- and head-determining genes such as Spalt, Hth
and DIl and activating leg-specifying genes [44, 45]. Ubx
specifies haltere identities by repressing the wing genes
Dpp and W in the third thoracic sepment [46. 47] and
represses Antp promoder, preventing Antp expression
towards the third thoracic segment.

Antp-Ubx interaction may function as an alterna-
tive in which both hameoproteins sequester themselves,
preventing their respective binding to DMA in the lim-
its of the 2nd and 3rd thoracic segments when both are
present. Plainly, Antp and Ubx both have activation and
repression activilies, they can bind identical DMNA motifs
and even regulate common targets [48-50]. It is reason-
able to think that the Antp-Ubx trimeric complex with
Exd could be involved in the regulation of Antp and Ubx
comman targets, conferring specificity for repression.

Clearly. homeoproteins have versatility not only of
functions but also of interactions, since Ubx also inter-
acts with nudear export factors like Embargoed (Emb)
for autophagy repression in Drosophila [51]. The protein
complex dvnamics presented could also be extrapolated
to the rest of Hox ceflular activities, -apart from gens
regulation.

Hox proteins association with the RMA Pol 11 PIC are
well known since the first report by Plaza et al, [14] and
they continue to be described to date, either within dimer
or trimer complexes [10, 52]. Apart from transcripticnal
actiwity, Hox ensembles with TBP, TFHEP or other GTFs

[1] may also be participating in other RMA Pol 11 func-
tions like transcription pausing during early develop-
ment. Ubx and AbdA collaborate with the pausing factor
MI1BP, changing chromatin status to enable transcription
[32]. Hunt et al, established that pausing release is trig-
gered in a tissue-specific manner by enhancer regulation
of Pol 11 primed promoters [53]. Thus, Antp-Ubsx trimeric
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complexes may participate in linking the enhancer to the
primed promoter via GTFs or pausing factors, orches-
trating rapid transcriptional bursts.

Recently, Bandau et al., described a new RMA Pol [1role
for the reorganization of chromatin right after DNA rep-
lication, stabilizing several proteins including chromatin
remodelers. histone modifiers and transcription factors
|54}. Exd and Hih collaborate with Hox proteins for chiro-
matin accessibility [55]; Ubx is involved in both opening
and closing chromatin functions in vive [56). Therefore
Antp-Ubx trimers either with TBP or Exd could collabo-
rate with the RNA Pol 1l at chromatin level participating
in remodeling tasks.

Conclusions

In conclusion, we presented two novel trimeric com-
plexes of Antp-Ubx with TBP and Exd that regulate
Antp transcriptional function, opening the possibility of
the regulation of Antp and Ubx targets and conferring
specificity for repression. Our results increase the tran-
seriptional factors in the Antp and Ubx interactomes and
this variety of functions and interaction dynamics could
be forther analyzed during embryo development and
extrapolated o other Hox proteins in Drosophila and
even in mammals.

Methods

BIFC assays In Drosophila embryos

Fly crosses for BiFC assays were incubated at 35 *C over-
night and the embryos were incubated at 4 "C for 48 h
prior to BiFC visualization, according to Hudry et al.
2011 6] Embryos were dechorionized with 1.5% sodium
hypochlorite, washed with PBX buffer and mounted
on shdes with &0% Glycerol/PBS. Imaginal discs were
dissected on PES and mounted on slides using Vecta-
shield mounting medinm with DAPI {Vector laborato-
ries, Southfield, MI, USA). Fiy stocks were maintained
at 18-35 °C on standard veast-agar-cornmeal medium.
Transgenic lines were kindly donated by Samir Merabet
{UAS-VCAntp, VNUbzx, -VNUbxHD and amtp-Gald) The
drivers ptc- and nudlo-Gald were purchased from Bloom-
ington Stock Center.

Plasmid constructs

For BiFC assays, Ubx and UbxHD coding sequences were
amplified by PCR from genomic DNA of UAS-Ubx trans-
genic flies {Bloomington Stock Center). The ORFs were

cloned in the pCS2VNmMY vector in frame with the cod-
ing sequence of the M-terminus of Venus (VN) using
Apel and Xbal restriction sites. AntpHDFS and Ubx®1%
mutants were obtained by site-directed mutagenesis
{Quickchange 11 XL kit, Stratapene, La Jolla, CA, USA).
Antp, AntpHD, AntpAHD, AntpAH1 and AntpAHI1-2
in pCS2VC155; TEBP and TEPAQ in pCS2ZVHNmMY were
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previously obtained (9, 10]. For BIFC/FRET assays, TEP
coding sequence was amplified by PCR and cloned in
frame with ECFP into pECFP-N1 using Apal and Agel
sites enzymes. pECFP-N1-Exd, -BIP2 and -TENER vec-
tors were previously obtained [10]. Oligonucleotides
seguences are available upon request. All plasmid con-
structions were verified by DINA sequencing before cell
co-transfections.

BiFC and transactivation assays in cell culture

HEK293 cells were cultured in DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) supplemented with 10% FBS
{Invitrogen, Carlsbad. CA. USA) and 1% penicillin-
streptomycin [Sigma-Aldrich, Saint Louis, M1, USA).
1:10° cells were seeded on A-well plates with glass
coverslips, cultured for 24 h co-transfected with 6 pg of
plasmidic DNA using polyethylenimine (PEI} 15 mM
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI, USA), according to
the manufacturer’s instructions. All BiFC co-transfec-
tions included the Y- and VC- plasmids along with
pCAG-mCherry (donated by Ataalfo Martinez-Torres)
for BiFC and calculation of transfection efficiency per-
centage. The floorescence signals were visualized 48 h
after transfection using the Zeiss Axio Imager 2 micro-
scope (Carl Feiss, Germany). BiFC Interaction per-
centages were calculated by counting the number of
Venus flucrescent cells in one hundred red Auorescent
cells, with three independent triplicates.

For transactivation assays, HEK293 cells were seeded
in 24-well plates and co-transfected as described above
using different combinations pPAC plasmids, pGLH11
reporter and peopia-fGal (to normalize the lucifer-
ase aclivity] as previously described [9, 10]. Luciferase
values were obtained 48 h after transfection osing the
Dual-Luciferase Reporter Assay System Kit {Promegz,
Madison, W, USA) according to the manufactwrer's
instructions. The transfections assay was performed in
three independent experiments by triplicate.

BAFC-FRET assays

The HEE293 cells for BiFC-FRET assays were maintained
under  standard culture conditions. For transfection,
cells were seeded on 6-well plates and transfected 48 h
after using PEI 15 mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MI,
USA), according to the manufacturer’s instructions. To
correct for bleed-through, Venus (BiFC) and ECFP plas-
mids fusion constructs were individually transfected. The

cyan (donor] and wenus (acceptor) fluorescent signals
were visualized 48 h after transfection using an immer-
sion objective on an Olympus EX61%W1 confocal micro-
scope and the Flooview 4.0 software (Olympus, Tokyo,
Japan). Ten-nznometer size photographs were collected
in spectral mode (420660 nm) using 10 nm of step size
under the confocal parameters &00v, 1X gain and 10%
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laser potency with 20X objective. All images captured
were analyzed in Image] software using FRETTY plug
in; BiFC-FRET quantification (E-value) were carried out
socording to Jimenez-Mejia et al., 2023 [10].
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