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Comparaciones en la secuencia aminoacidica de diferentes homeoproteinas muestra que
—— e ——
ademas del homeodominio existe el motivo de cuatro aminoacidos “YPWM?” altamente

conservado (Qian ef al., 1992). Una de las preguntas fundamentales en Biologia del Desarrollo

es como homeoproteinas tan similares adquieren distintas funciones durante-€hdesarrollo. En

este trabajo nos enfocamos a la determipacién de la actividad funcional dg Antp/y mutantes en
“YPWM” en embriones asi comtya'/gianélisis de la activacion sobre el gen blanco fkh para
estudiar el mecanismo molecular de accién del tetrapéptido “YPWM?” en Antennapedia (Antp)

Para inducir la expresion ectopica de Antp en el estadio embrionario de Drosophila
utilizamos el sistema binario UAS/GAL4. (Brand y Perrimot() 1993). El fenotipo mostrado por
el testigo positivo, en el cual se expreso ectopicamente la proteina Antp silvestre, mostré una
pérdida completa en el proceso normal de involucién de la cabeza y la transformacion
homedtica del primer segmento toracico al segundo segmento {T1 a T2). Sorprendentemente, la

. .z . . .6 " . yor . ’ .
substitucion de alanina en el motivo “YPWM?” mostré un efecto dramdtico sobre la actividad drq_ 3* ‘ee,

——

————

funcional de Antp en Drosophila. Estas mutantes mostraron solamgnte una pérdida leve o nula ??
en la involucion de la cabeza y en la transformacion de T1 a T@a.si como una reduccién y/o dra “a ?
pérdida total de la identidad toracica en comparacion con el testigo positivo.
Usando el mismo sistema UAS/GAL-4 utilizamos e! potenciador especifico de tejido
patched para dirigir la expresion de Antp y analizar la activacién de fkhf250°"], mediante la
deteccion inmunohistoquimica del gen reportero lacZ . El analisis de activacion de Antp sobre
el elemento fkhf250°°" ]-lacZ mostré que Antp silvestre expresada ectopicamente en embriones
de Drosophila fué capaz de activar ectopicamente a este elemento. Interesantemente, el testigo
negativo y las mutantes en el tetrapéptido “YPWM?” fueron incapaces de activarlo mostrando
solamente el patrén de expresion enddgeno.
Nuestros resultados sugieren fuertemente que el motivo “YPWM?” es crucial para la
actividad funcional de la proteina Antp en el estadio larvario asi como para la activacion del
elemento fkkf250°°"]-lacZ. El analisis molecular del tetrapéptido “YPWM” de Antp en la

regulacion de otros genes blanco de Antp como teashirt y apterus confirmaran el papel

funcional del motivo “YPWM?” en Antp in vivo en D. melanogaster.



L INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario de los diferentes organismcﬁ/las homeoproteinas
son las responsables de especificar posiciones la identidad célular a lo largo de los gjes
antero posterior y dorso ventral. Estas homeoproteinas son factores de transcripcién que
regulan la expresion de los genes necesarios para establecer la identidad segmental
mediante un motivo estructural altamente conservado denominado homeodominio. El
contacto especifico con el DNA para lleva;la cabo sus diversas funciones en el desarrollo se
establece precisamente mediante unf(;sr;’ con el homeodominio. Los homeodominios se
encuentran en numerosas proteinas regulatorias de especies tan diversas como son las
levaduras, esponjas y mamiferos superiores incluyendo al hombre, esto implica que existe
un mecanismo altamente conservado para la regulacién de la expresion genética durante el
desarrollo. El extraordinario grado de conservacion encontrado en las secuencias de los
homeodominios sugiere que evolucionaron a partir de un antecesor comin mediante
duplicacion genética. Presumiblementg)las variaciones acumuladas en el homeodominio y
en las regiones adyacentes en la proteinas durante esta duplicacion genética permitié que
adquirieran nuevas funciones de regulacion durante el desarrollo, sin embargo la
divergencia debio ser restringida mediante las interacciones moleculares necesarias para su
funcion.

Estudios in vitro han demostrado que las propiedades de unién al DNA de las
homeoproteinas son muy similareg( Por lo que una pregunta fundamental en Biologia del
Desarrollo es ;Como proteinas tan similares producen in vivo diferentes efectos para la
determinacion de los distintos programas de regulacion? Las homeoproteinas adquieren la
especificidad de activacion/represién en un tejido mediante interaccion con factores
activadores 0 represorej por lo que otras regiones fuera del homeodomino podrian estar
implicadas en esta regulacion. El andlisis de las secuencias aminoacidWas adyacentes al
homeodominio han mostrado que existe una regién altamente conservada rio arriba de e’ste,
el tetrapéptido “YPWM” (Tirosina-Prolina-Triptofano-Metionina) que no establece

contacto con ¢l DNA y que interactia con cofactores que modulan la especificidad de la

homeoproteina.



1 Antecedentes

a) Genes homedticos

El primer paso para el conocimiento de los genes reguladores del desarrollo se
inicié con el estudio de las mutaciones en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
que producen la transformacion parcial o completa de un segmento del cuerpo por otro
homologo. Estas mutaciones fueron denominadas “homedticas” basadas en el trabajo de
William Bateson en 1894 que postuldé el término “Homeosis™” para describir a las
substituciones de partes del organismo por otras estructuras homoélogas.

El primer mutante homedtico en Drosophila fue Bithorax descrito por Calvin
Bridges en 1919 con una transformacion en el tercer segmento toracico donde los halterios
u drganos de equilibrio son transformados en un segundo par de alas (segundo segmento
toracico). Posteriormem@%e describié Antennapedia (Antp}otro mutante homedtico en la
cual las antenas son substituidas por una par de patas. Elegantes experimentos realizados
por Edward Lewis en 1978 mostraron que la identidad de los segmentos que componen la
porcidn posterior del cuerpo de la mosca (metatdrax hasta el octavo segmento abdominal)
son determinados por los genes del complejo Bithérax (BX-C), mientras que la identidad de
los dos primeros segmentos tordcicos (protdrax y mesotorax), asi como los segmentos de la
cabeza (mandibular, maxilar y labial), resultan de la expresién de genes del complejo
Antennapedia (ANT-C). Los genes homedticos miembros del complejo ANT-C son Labial
(iab), Proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex-comb-reduced (Scr) y Antennapedia
(Antp). El complejo BX-C incluye los genes Ultrabithorax (Ubx), Abdominal A (AbdA) y
Abdominal B (AbdB) (Lewis, 1978).

Experimentos realizados con los genes homedticos muestran que la organizacién de
ellos es colinear con su expresion a lo largo del eje antero-posterior del cuerpo. Estos se
expresan en regiones especificas de acuerdo al orden en el que se encuentran en el
cromosoma, por lo que existe una colinearidad en la expresiéon (Figura 1) (Duboule y
Dolle., 1989). Ademas, presentan el fendmeno llamado supresion fenotipica o prevalencia
posterior, mediante la cual los genes homedticos posteriores reprimen la funcién de los que

son expresados mas anteriormente (Duboule y Morata, 1994).



Figura 1, Colinearilidad en la expresitn de los genes Hox en Drosophila melanogaster y en raton, La
organizacion de los genes homedticos es colinear con su expresion a lo largo del eje antero posterior del

cuerpo (Adaptado de D. Duboule 1994).

Una caracteristica propia de los genes homedticos es que las mutaciones con
pérdida de funcioén producen la transformacion de una parte mas posterior del cuerpo en
una anterior, y las mutantes con ganancia de funcion presentan la transformacion opuesta.
El resultado de estas mutaciones corroboran que los genes homéoticos controlan la
identidad de los segmentos y la especificacién del plan maestro del cuerpo desde la
embriogénesis hasta el desarrollo larvario, de pupa y adulto. En D. melanogaster los genes
maternos, gap, pair-rule y de polaridad de segmentos son secuencialmente activados,
formando una cascada genética, que subdivide al embrién en 14 parasegmentos y resulta en
la segmentacidn caracteristica de estos insectos. Estos genes interactian para regular la
transcripcion de los genes homedéticos los cuales determinan finalmente el destino de cada
par de segmentos para establecer y mantener la identidad segmental necesaria en la

especificicacion del plan del cuerpo (Prince F., 1998).



b)Homeobox

El advenimiento de las técnicas de DNA recombinante permitié clonar los
complejos Bithorax (Bender et al., 1983) y Antennapedia (Garber ef al., 1983). El locus de
Antp se encontrd que se extiende en una regién de mas de 100 mil pares de bases (pb) y
esta constituido por 8 exones e intrones tan largos como 60 Kpb (Figura 2). Durante el
desarrollo de estos experimentos se detectaron hibridaciones cruzadas, las cuales se creian
eran un artefacto experimental y resultaron debidas a la presencia de regiones homdlogas
en los genes fushi tarazu y Ultrabithorax situados rio arriba y abajo de Antp (Kuroiwa et
al., 1984). Estas regiones de homologia fueron mapeadas y secuenciadas conduciendo al
descubrimiento del “Homeobox” que corresponde a un segmento de ADN de 180 pb
altamente conservado. Esta region fue usada posteriormente como una sonda o rastreador
molecular para detectar secuencias homologas en organismos tan distantes como levaduras

y vertebrados superiores, incluyendo al humano (McGinnis ef al., 1984).

Gen Antennapedia Homeobox
] 2 3 4 5 6 7 |

D /4 n /L | pumn B /f
/4 B /4 | 7/ W

o N

NH, [0 0000000 P) COOH
/ N\

Homeodominio

Homeoproteina ANTENNAPEDIA

Figura 2. Organizaciéon estructural del gen 4Anfp y la proteina Antennapedia. Los exones 1-8 estdn
separados por siete intrenes. El homeobox esta localizado en el exén 8, por lo que el homeodominio se
localiza cerca del extremo carboxiloterminal (COOH) de la proteina Antp (Tomado de Gehring W., 1990).

El homeobox es una regién de 180 pb que codifica para un dominio estructural de
60 aminoéacidos altamente conservado llamado homeodominio. El analisis y comparacion
del homeobox y homeodominios de diferentes especies de insectos y vertebrados mostraron
gue 13 de los 60 aminoacidos permanecen conservados, esta secuencia consenso es casi
idéntica a los secuencia del homeodomino codificada por Anfp, por lo que se ha propuesto
que Antp representa la secuencia ancestral o prototipo (Gehring, 1987). El estudio de la
estructura de este homeodominio se realizd mediante el andlisis tridimensional de esta
proteina por espectroscopia Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en solucion. Estos

estudios mostraron que muy probablemente el homeodominio de Antp tendria un motivo



del tipo “hélice-vuelta-hélice” como en el caso de otras proteinas procarioticas que se unen
al DNA.

¢) Antennapedia

El andlisis molecular de las mutantes de Drosophila con la transformacion
antena por pata demostré que estas se debian a una inversion cromosomal por lo que se
esperaba una pérdida de funcién y no una ganancia de funcién como se observaba
realmente. Sin embargo, ¢l estudio de varias mutantes de este tipo mostré que la inversion
cromosomal deja en la mayoria de los casos al gen completo bajo la regulaciéon de otra
region de control (promotor-potenciador). Schneuwly y colaboradores realizaron la
insercion del DNA complementario de Anfp en un vector de expresion regulado por un
promotor sensible a choque térmicos que al ser aplicados promueven la expresion ectpica
de este gen; es decir se expreso Antp en regiones que normalmente no lo hace. Estos
estudios mostraron que la transformacion de antena por pata resultante se debi6 a la sobre
expresion-ectopica de la proteina Antp (Schnewly et al.,1987 ).

Se ha observado que el producto del gen Antp, actia principalmente sobre los
segmentos mesotoracicos. Esto significa que las regiones del térax del adulto requieren la
funcién de Antp, incluyendo las porciones de los tres pares de patas y regiones especificas
de mesotérax dorsal. G. Struhl en 1981 realizé experimentos con clonas de tejido
mesotoraxico de las patas que eran deficientes para Antp observando que desde la
embriogénesis temprana el tejido se transformd en antena. Estos experimentos sugirieron
que la funcion de Antp promueve la identidad del segmento mesotoéracico suprimiendo el
desarrollo de la cabeza. Asi que se plante6 la hipdtesis de que la funcion de Antp se
requiere en todos los segmentos tordcicos para suprimir el desarrollo de la cabeza y
promover ¢l desarrollo de los apéndices toracicos (Struhl, 1981). De esta manera en D.
melanogaster, las antenas y las patas que son estructuras homologas, difieren unas de otras
como el resultado de la accion de Antp. Esta promueve la identidad de la pata mediante la
represion de las genes determinantes de la antena. En los discos de las pata, Antp previene
el desarrollo de la antena reprimiendo al gen homothorax (hth), esto es regresando la ruta
del desarrollo al estado basal, el cual es pata. Sin embargo, Antp no forma parte en la
generacion de este estado basal, solo contribuye al desarrollo normal de la pata mediante la

modificacion del estado basal (Casares y Mann, 1998 y 2001). Adicionalmente, Antp se

10



requiere en el mesodermo del intestino medio para dirigir la formacién de una constriccion
transversal en el tubo digestivo, para el desarrollo apropiado del sistema nervioso periférico
(Zeng et al., 1993). En embriones mutantes los cuales carecen del gen Antp los segmentos
mesotoracicos se desarrollan como el primer segmento: prothérax y en clonas mutantes de
adultos (sin Antp) las células de la pata se diferencian como estructuras de antena
(Wakimoto y Kaufman, 1981).

La estructura tridimensional de Anfennapedia analizada por espectroscopia RMN,
mostrd tres a-hélices con una “vuelta” de 5 aminoécidos entre la hélice 1 y la hélice 2, y
una “vueita” de 4 aminoacidos entre la hélice 2 y hélice 3 (Gehring ef al., 1995). La
estructura tridimensional del motivo “hélice-vuelta-hélice” también se encuentra altamente
conservada en los homeodominios de las homeoporteinas de diferentes especies (Qian et
al., 1989). El analisis de los complejos Antp-DNA  mostré que los contactos principales se
localizan en la hélice de reconocimiento (3/4) que se une al surco mayor del DNA y el
extremo N-terminal se une a bases especificas del surco menor del DNA (Figura 3) (Otting
et al., 1990). La mayoria de estos ensayos de union al DNA usaron tanto las secuencias
“TAAT” en la hebra lider como las “ATTA” en la hebra complementaria como sitios de

union para el homeodominio (Kalions y O Farrell, 1993).

Figura 3. Interaccion del
homeodominio Antennapedia con el
DNA. Los principales contactos
proteina-DNA se realizan entre la hélice
de reconocimiento 3/4 con el surco
mayor del DNA y el extremo amino
terminal del homeodominio con ¢l surco
Menor.

Interesantemente, el andlisis de la estructura tridimensional mediante RMN del
homeodominio Antp mutado con una delecién en el brazo N-terminal mostré que la
estructura de éste homeodominio truncado permanece intacta estructuralmente. Sin
embargo, la afinidad de unidon al DNA de éste homeodominio truncado muestra una
disminucion que se puede atribuir a la ausencia de contactos presentes en el extremo N-

terminal del homeodominio (Qian et al., 1994). Las proteinas monoméricas del

11



homeodominio presentan una limitada capacidad para discriminar diferentes secuencias de
nucleotidicas, pero su especificidad es notablemente promovida mediante otros factores
para unirse al DNA (Mann y Chan, 1996). Por otro lado, experimentos genéticos in vivo en
Drosophila realizados mediante substitucién reciproca de cuatro residuos en el extremos N-
terminal entre Antp y Sex comb reduced (Scr), cambiaron sorprendentemente la
especificidad funcional de Antp a Scr y viceversa (Furukubo-Tokunaga et al., 1993). Estos
experimentos genéticos in vivo demostraron claramente la importancia funcional de estos
residuos y sugirieron fuertemente que el extremo N-terminal de los homeodominios esta
involucrado en interacciones con otras proteinas accesorias y/o factores transcripcionales
que permiten la especificidad funcional de los mismos.

La expresion ectopica de Antp en el estadio larvario de Drosophila causa la
inhibicion de la involucién de la cabeza y afecta estructuras en la parte dorsal de la cabeza
y las bandas de denticulas. Los efectos mds notorios observado en las primeras nueve horas
del desarrollo es la pérdida de la involuciéon de la cabeza, en particular ¢l esqueleto
cefalofaringeal (CPS) el cual aparece anterior al térax, con las placas ventrales reducidas a
un material endurecido disperso. También el lateralgriiten el cual esta situado antero-
ventralmente alrededor de la circunferencia de la cabeza. Otra estructura que se modifica es
el esclerito epistomal y el labrum, los cuales se encuentran en la superficie dorsal de la

cabeza, mientras que los ganchos de la boca, el cirri y el complejo anteromaxilar yacen

lateralmente (Figura 4) .

xSO: e
o= It eps LG\ vP
ci /%;-;< it
455 hysH "‘\\\
MH Fis h “;-S
A

Figura 4. Pérdida en la involucién de la cabeza causada por expresion ectoépica de Antp. (A) Diagrama
que muestra la cabeza en el primer estadio larvario, mostrando Ia localizacion de las estructuras de la region
anterior. 450, 6rganos sensorial de la antena; ¢i, cirri; CPS, esqueleto cefalofaringeo; eps, esclerito epistonal;
es, esclerito ectosomal; H, pieza-H; hys, esclerito hyposomal; LG, lateralgriiten; /r, labrum (diente medio);
MH, ganchos de la boca; MxSO, 6rgano sensorial maxiliar; VP, placas verticales; T/, protérax (b, bandas del
protdrax; T2, mesotorax. (B) Diagrama esquemitico de la falta de la involucién de la cabeza que muestra
estructuras cuticulares inducidas por la expresion ectOpica de Antp durante las primeras 7 h de la
embriogénesis. ADB, cinturén de dentfculas anterior; PDB, cinturdn de denticulas posterior, incluyendo ia
denticula dorsal (d) y ventral (v) (Tomado de Gibson y Gehring, 1988).
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region flexible de la proteina no estructurada en solucion. Estos resultados permitieron
postular que el tetrapéptido “YPWM™ en combinacion con el brazo flexible amino-terminal
constituyen un puente de conexion flexible entre el HD y el resto de la homeoproteina. La
importancia de este puente flexible esta relacionada con interacciones especificas proteina-

proteina ya que se encuenira en una region expuesta en la superficie de ésta homeoproteina
(Qian et al., 1992).

H,;N

Figura 6. Localizacién del tetrapéptido YPWM en Antp. El motivo “YPWM?” altamente conservado en las
diferentes homeoproteinas se encuentra rio arriba a una distancia variable del homeodominio dependiendo de

la homeoproteina.

Para analizar la funcion in vivo del motivo "YPWM" en Antp, se llevo a cabo un
analisis mutacional del mismo y sus regiones flanqueantes. Estos experimentos fueron
realizados mediante mutagénesis dirigida con substituciones de alanina (A) en bloques de
cuatro aminoacidos cada una. Estas se dirigieron al motivo central del tetrapéptido y sus
regiones flanqueantes. Cada construccion recombinante fue introducida en la linea germinal
de las moscas y obteniéndose lineas independientes multiples para Antp y cada una de sus
formas mutantes, Para la expresion ectopica de Antp se disefid el sistema de regulacion de
la expresion génica mediante el uso del sistema de Tetraciclina (Bello y colaboradores,
1998). La expresion ectopica de Antp silvestre a 6.5 usando el sistema Tet produjo la
transformacion homeética esperada con una pérdida total de la involucion de la cabeza y
una transformacion del segmento protoracico (T1) a mesotoracico (T2). La expresiéon de
las mutantes en los cuatros aminoacidos flanqueantes a “YPWM” de Antp también
bloquearon la involucién de la cabeza y produjeron la transformacion de T1 a T2 muy
similar a} testigo positivo descrito anteriormente. La substitucién del motivo “YPWM?” en
Antp mostré un fenotipo larvario normal como el testigo negativo el cual expresé una
proteina de Antp truncada, la cual carecia del Homeodominio. La mutante en “YPWM” no
mostré ninguna transformacion homeotica: la cabeza present6 la involucién normal y no

presentd la transformacién de T1 a T2 como lo demuestra la presencia del cinturén de
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El ejemplo mas claro del cambio en la identidad segmental del embrién es la
transformacion del protérax (T1) en mesotérax (T2). En los embriones silvestres, los
segmentos protoracicos presentan dos bandas de denticulas y un amplio cinturén anterior
de cinco o cuatro lineas, que se extiende alrededor del embrion uniéndose a los pelos
dorsales y un parche posterior de denticulas delgadas. Los embriones con Antp expresada
ectopicamente entre las cinco y ocho horas de desarrollo (durante y después de la extension
de la banda germinativa) muestran una reduccién variable en el nimero de denticulas en la
banda protéracica, asi como una reduccién menos severa en la densidad de la banda
anterior. Estas reducciones pueden ser cuantificadas y han sido descritas como banda de
denticulas “Normal” si al menos presentan cinco lineas de denticulas, “Ausente” si
presentan menos de 20 denticulas, y “Reducido” si presentan un nimero intermedio de

denticulas (Fig 5 A, B y C respectivamente) (Gibson y Gehring , 1988).

Figura §. Transformacion del segmento protordcico (T1) a mesotordcico (T2). Diagrama del protorax
ventral de embriones representativos de Drosophila mostrando los fenotipos de las bandas de denticulas
Normal (A), Reducido (B) y Ausente (C) {Tomado de Gibson y Gehring, 1988).

d) El motivo YPWM

Comparaciones de las secuencia de aminoicidos en diferentes homeoproteinas
mostré que ademas del HD existe otra regiéon altamente conservada, el tetrapéptido
“YPWM” (Tirosina, Prolina, Triptofano y Metionina). Este motivo estd localizado rio
arriba de la mayoria de los genes homedticos y se conecta al HD mediante el brazo amino
terminal flexible de este (Burglin, 1994). El numero de aminoacidos que separan este
motivo de la regiéon N-terminal flexible es variable en las diferentes homeoproteinas
(Figura 6). El analisis estructural de esta region en Antp mostré que el tetrapéptido

“YPWM™ no presenta una estructura tridimensional definida, es decir corresponde a una
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denticulas en el segmento toracico T1. Estos resultados sugieren que el motivo “YPWM”
es necesario e indispensable para la funcion ir vivo de Antp (Resendéz-Pérez, en
preparacion)

Estudios en otras homeoproteinas han sefialado que el tetrapéptido esta involucrado en
interacciones proteina-proteina como es ¢l caso del dimero Ubx y el cofactor Exd en donde
se ha demostrado que el mayor contacto se realiza mediante el tetrapéptido (Jhonson et al,
1995) (Passner ef al., 1999). Andlisis in vitro mediante el uso de anticuerpo dirigidos contra
el motivo YPWM han confirmado que este es necesario para la cooperacion de los
homeoproteinas con el cofactor de PBX (el ortologo de Exd) (Shanmugam et al., 1997)
Estudios in vitro han mostrado que la formacién del heterodimero entre la homeoproteina

HOXBI1 y el cofactor PBX1 esta mediado por la interaccion con el hexapéptido “-Y/F-P-
W-M/R-" de HoxB1 (Pipper et al., 1999).

¢) Genes blanco de Antennapedia

Los productos de los genes homeéticos son factores transcripcionales que
controlan la formacion de segmentos especificos y tejidos mediante la regulacion de la
transcripcién de genes blanco rio abajo “downstream”. Los genes blanco pueden ser
activados por algunas proteinas y reprimidos por otras. Algunos genes requieren una sola
homeoproteina pero, en algunos casos combinaciones de homeoproteinas ¢ mediante
heterodimeros, tetrameros que activan diferencialmente los genes blanco en los diferentes
tejidos (McCormick, ez al., 1995).

A la fecha se conocen varios genes bajo la regulacion de Antp: tsh (McCormickK et
al., 1995), apterus (Capoville et al., 2001), decapentaplegic (Manak et al., 1995), un
fragmento derivado del potenciador de forkhead (fkhf250°" ]) (Ryoo y Mann, 1999).

Forkhead (fkh) se expresa en el primordio de las glandulas salivales durante el
desarrollo embrionario, este se forma en el lado ventral del PS2 durante la etapa 11. Las
células que expresan fkh eventualmente se invaginan para formar la glandula salival
embrionaria. Scr es uno de los genes requeridos para la activacion de fkh y la formacién de

las glandulas salivares.(Panzer et al., 1992; Andrew 1998).
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Ryoo y Mann en 1999 describieron una region de 5kb del gen fkk la cual dirige que
dirige la expresion de un gen reportero en un patrén idéntico al de la proteina Fkh. Dentro
de este potenciador esta un elemento de 37 pb denominado fkh/250/, que contiene la
secuencia 5'-AGATTAATCG-3" con sitios de unién para la homeoproteina Scr y el
cofactor extradenticle (Scr/Exd),. Para probar la actividad de este elemento se clonaron
cuatro copias de fkh/250] rio arriba de un promotor que regula al gen reportero /lacZ. La
mutacion de dos pares de bases de este elemento 5'- AGATTTATGG-3" convirtid este sitio
de unioén natural del heterodimero Scr/Exd a un sitio de unién consenso, denominado fkh
[250°°" ]. Este elemento se fusiond con cuatro copias del elemento fkh [250°°" ] al gen
reportero LacZ (P-galactosidasa) y se prob6 su actividad in vive. Mientras que la expresién
de fkhf250]-lacZ se encuentra limitada al PS2, la expresiéon de fkh [250°°" ]-LacZ se
observa del PS2 hasta PS6 (Figura 7 A). En mutantes dobles que carecen de los genes Scr
y Antp, no se detecté B-gal en los PS2 y PS5, pero si en PS6 y hacia la parte posterior del
embrién. Por otro lado, la direccidon de la expresion ectopica de Antp utilizando el

potenciador patched (pic) y activé fkhf250°°"]-lacZ ectopicamente en la cabeza del
embrién (Figura 7 B) (Ryoo y Mann, 1999).

UAS : Antp

Figura 7. El elemento fkhf250°"] es activado por Antp in vive. (A) Doble tincion fluorescente de
embriones fkhf{250°"]-lacZ; rojo para (3-gal y verde para Antp. (B) La expresion ect6pica de Antp usando el
potenciador ptc activa ectépicamente fki/250°"]-lacZ en regiones anteriores (cabeza de flecha).
f) Sistema binario GAL4/UAS

La generacion de fenotipos con ganancia de funcion mediante la expresion
ectopica de genes conocidos provee complemento en el campo de la genética, en el que los
genes son identificados a través de las mutaciones que reducen o eliminan la funcién
genética (Brand y Perrimon, 1993). El sistema de expresion GAL4 es una herramienta
poderosa para la expresion génica ectdpica en Drosophila que permite la activacion

selectiva de cualquier gen clonado mostrando una amplia variedad de patrones de tejido y
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celulares especificos. Sistemas similares basado en la expresion de GAL4 han sido
aplicados en ratén (Ornitz et al., 1991), pez zebra (Scheer y Campos-Ortega 1999) v en
plantas (Ma et al., 1988). Modificaciones recientes al sistema han permitido en embriones
el mapeo especifico del destino celular (Sullivan et al., 2000)

GAL4 es un factor de transactivador de levaduras que permite la activacion de
genes selectivamente debido a que no tiene genes blanco conocidos en Drosophila se puede
expresar en células y tejidos del organismo sin ninglin efecto detectable. La linea
productora GAL-4 expresa el activador transcripcional GAL4 en diferentes células y tejidos
mediante una regidén potenciadora fusionada al DNA complementario de GAL4 que se
integra al azar dentro del genoma de Drosophila mediante la transposicién usando el
elemento P (Brand y Perrimon, 1993). Dependiendo del sitio de integracion del potenciador
se produce la expresion de GAL4 que puede ser dirigida en tiempo y en espacio. Para la
generacion de la linea reportera se usa un segundo gen el cual puede ser un gen reportero o
algin otro de interés conteniendo los sitios de unién al regulador GAL4 (UAS: secuencias
de activacion rio arriba). Mediante una cruza genética de la linea productora y reportera, el

gen de interés solo se expresara en las células hacia donde se dirigié la expresion especifica
de tejido de GAL4 (Figura 8).

Linea produgtora de GAL4 Linea reportera con Gen X

et R
7 O
Potenciador L GAL4 m

Figura 8 . Regulacion de la expresion génica mediante el sistema binario GAL4-UAS. El gen de
levadura GAL4 que codifica para una proteina transactivadora, es iniroducido al genoma de Drosophila, su
expresion es regulada por un potenciador especifico de tejido. Las lineas de Drosophila que expresan GAL4
en tejidos y células especificas (Linea productora) son cruzadas con lineas que contienen ¢l gen blanco de

17



interés (Gen X) que esta sub¢lonado rio abajo de cinco sitios de unién para GAL4 (UAS) (Linea reportera). El
gen blanco se expresa en la progenie, solo en las células y tejidos en donde GAL4 esta presente.

2 Importancia

Uno de los problemas centrales en Biologia del Desarrollo consiste en determinar
como se lleva a cabo la especificidad funcional de las diferentes homeoproteinas durante el
desarrollo. Estas homeoproteinas contienen homeodominios muy similares que se expresan
en la mayoria de los casos en las mismas células donde llevan a cabo sus funciones
regulatorias. Este es el primer estudio in vivo de la determinacion de la actividad funcional
del tetrapéptido “YPWM?” en los homeodominio de Antennapedia ya que la mayoria de los

trabajos descritos anteriormente han sido realizados in vitro.

1. Hipotesis
La determinacién de la actividad funcional de Antp y mutantes en embriones y el

analisis de la activacion de Antp silvestre y las mutantes en “YPWM?” sobre el gen blanco

Jfkh permitira describir el mecanismo molecular de accion del tretapéptido “YPWM “ en
Antp.

IL. Objetivo

a) Determinar la actividad funcional del tetrapéptido “YPWM?” en el estadio larvario

de Drosophila melanogaster.

b) Determinar el mecanismo molecular de activacion del tetrapéptido “YPWM?” en el
gene blanco de Antp fkh.
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1 ESTRATEGIA GENERAL

Determinar la actividad funcional del Determinar ¢l mecanismo molecular de
tetrapéptido “YPWM?” en el estadio activacion del tetrapéptido “YPWM”
embrionario usando el modelo UAS/ en el gene blanco de Antp fkh
GAT A
Amplificacion de las Amplificacién de las moscas
lineas de moscas transgéncias con los genes
transgénicas blanco, Antp y sus mutantes.

Productoras y Reporteras.

& Sexado y Colecta
Sexado y Colecta.

g Realizacién*ie las cruzas.
Realizacién de las cruzas.

Colecta de embriones.
Colecta de embriones.

Determinacion de la

Estandarizacion de la actividad de los genes
expresion ectopica de blanco.

Antp.
Expresiéntctépica de

Antp y sus mutantes.

Analisis de las cuticulas
embrionarias

I1I. Materiales y métodos

1 Amplificaciéon y mantenimiento de las moscas transgénicas

Todas las lineas de Drosophila fueron mantenidas como homocigotas viables o
lineas balanceadas a 18° C en tubos con comida estandar (agar, harina de maiz, azucar,
levadura y propionato de sodio) suplementada con levadura activa seca. Las lineas de
mosquitas necesarias para las cruzas fueron amplificadas mediante colectas de huevos por
corto tiempo para evitar sobrepoblacion y mantenidas en botellas a 25° C. En general, todas

las lineas de moscas transgénicas fueron mantenidas a 18° C y transferidas a comida fresca

una vez al mes.

19



Las lineas de moscas transgénicas productoras y reporteras usadas durante el
desarrollo del presente fueron las siguientes:
Hs-GAL4: Esta linea productora posee un promotor de choque térmico fusionado rio arriba
de la secuencia codificante del factor transactivador de levadura GAL4 (el tercer
Cromosoma)
patched-GAL4/Cyo; FICUMKRS (patched-GAL4): Esta linea productora contiene el
potenciador del gen patched balanceado con el marcado genético Curly (Cyo) (fenotipo de
alas rizadas), patched dirige la expresion ubicuota durante la etapa embrionaria 11 (el
segundo cromosomay)
yw; UAS-Antp: Esta linea contiene la construcciéon recombinante de Antp silvestre en el
tercer cromosoma, rio abajo de las secuencias UAS y presentan un fenotipo con 0jos blanco
y cuerpo amarillo (yw; “yellow/white™).
yw;UAS-Antp HD6.1: Contiene la construccion recombinante de Antp, sin el
homeodominio (La deleciéon incluye los aminoacidos 246 al 463 de la proteina Anip
elimininando toda la regién del homeodominio, el extremo amino terminal de éste, la
region del tetrapéptido “YPWM™ y parte de la regiéon central de Antp). La insercidon se
encuentra en el tercer cromosoma rio abajo de las secuencias UAS.
yw; UAS-Antp A010-3.1: Contiene la construccion recombinante de Antp con substitucion
de alanina en el motivo “YPWM?”. La insercion esta localizada rio abajo de las secuencias
UAS en el tercer cromosoma.
yw; UAS-Antp A010-7: Contiene la construccion recombinante de Antp con substitucioén
de alanina en el motivo “YPWM?”. La insercion esta localizada rio abajo de las secuencias
UAS en el tercer cromosoma.
yw; UAS-Antp A010-11: Contiene la construccién recombinante de Antp con substitucion
de alanina en el motivo “YPWM?”, La insercidn esta localizada rio abajo de las secuencias
UAS en el tercer cromosoma.
fkh [250°°" ]-lacZ: Esta linea contiene un fragmento del potenciador fkh con 39 pb

consenso que funciona como region de unién para Antp fusionado con el gen reportero de

lacZ insertado en el tercer cromosoma.
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2 Sexado y realizacion de cruzas

Las lineas de moscas transgénicas usadas se sexaron en base al dimorfismo sexual y
el criterio de sexado se basa en la siguientes caracteristicas: a) El tamafio de las hembras
por lo general es mayor que el de los machos, b) El abdomen del macho tiene en su
extremo terminal tres segmentos fusionados visiblemente melanizados; por su parte, el
abdomen de la hembra no tiene fusionados estos segmentos y la coloracion de éstos es
uniforme. En las hembras, la terminacién del abdomen es ligeramente puntiaguda en
contraste con la del macho y c) la presencia de peines sexuales en los machos presentan una
hilera de aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas, de color oscuro y con apariencia de
peine que se localizan en la regidn basal del tarso del primer par de patas. (Ramos y
colaboradores, 1993),

Se colectaron las hembras poniendo especial atencion que fuesen eclosionado
durante un periodo no mayor de 8 horas incubadas a 25°C después de la iltima colecta
para asegurar que sean virgenes. De las lineas reporteras se seleccionaron machos y las
hembras virgenes de las lineas productoras.

Las cruzas de moscas se realizaron e¢n la proporcion 3:1 (hembra:macho), se

dejaron aparear por 12 horas a 25°C y se mantuvieron viables en frascos con comida

estandar suplementada con levadura activa seca.

3 Induccién ectéopica de Antp y sus mutantes

La expresion ectopica de Antp se realizé usando el Sistema Binario GAL4-UAS
mediante la cruza de machos de la linea productora Hs-GAL4 y hembras virgenes de la
linea reportera UAS-Antp. Para estandarizar la metodologia de induccidén se realizé una
cinética de choques térmicos de 5, 10, 15, 20 y 25 minutos, utilizindose como testigo
positivo Antennapedia silvestre y como negativo Antennapedia una delecién en el
homeodominio. De las cruzas de las moscas transgénicas se colectaron los embriones
durante dos horas y se degjaron desarrollar hasta alcanzar 6.5 horas de desarrollo,
posteriormente se colocaran sobre un papel whatman humedo en una caja de petri pequefia
(15 X 50 mm), sellandola con parafilm. Para la induccién de Antp mediante choque
térmico se sumergio la caja conteniendo los embriones en un bafio Maria a 37° C durante el

tiempo requerido y se dejaron desarrollar de 16 a 32 horas.
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Una vez que seleccionamos el periodo 6ptimo de induccion de Antp, aplicamos
choque térmicos de 15 y 20 minutos a los embriones de Antp y las mutantes A010-3.1,

A010-7 y A010-11 utilizando el método descrito anteriormente.

a) Colecta de embriones de D. melanogaster
Se realizé una precolecta en placas de puesta de una hora a 25° C con el
proposito de eliminar los huevos que estuvieran en el oviducto para permitir sincronizar la
ovoposicion. Los embriones ovopositados fueron colectados en una malla mediante el uso
de un embudo y posteriormente se decorionaron en una solucién de cloro al 3% durante tres

minutos. Estos se enjuagaron con agua, se lavaron con NaCl al 0.4% y Trit6nX-100 al 0.1%

y se enjuagaron otra vez con H,O destilada.

b) Preparacion de las cuticulas embrionarias

Los embriones tratados con choques térmicos se pasaron a un tubo
eppendorf con 500ul de heptanol y 500ul de metanol. Los huevos se desprendieron de la
malla mediante agitacion, colocandose e! tubo en un brazo rotatorio por 5 minutos a
maxima velocidad. Posteriormente, se retiraron ambos solventes mediante lavados que
dejan los embriones en el fondo del tubo, se enjuagd tres veces con 500l de metanol, en el
ultimo lavado se eliminé la mayor cantidad de metanol posible. Finalmente, se agregaron
100 pl de la solucién Hoyer’s disuelta en acido lactico (1:1) usando una puntilla de
micropipeta recortada. Se montaron los embriones en esta solucién en una laminilla, y se

cubrieron con un portaobjetos y se dejaron reposar durante aproximadamente una hora

antes de la observacion al microscopio de contraste de fases.

Las cuticulas de los embriones se observaron mediante Microscopia de contraste de

fases y los fenotipos obtenidos se clasificaron mediante el analisis previamente descrito por

Gibson y colaboradores (1990).

4 Activacion del elemento fkhf250°"] por Antp

Para el analisis del gen blanco fkh [250°°" ]-lacZ se cruzaron las lineas patched-
GAL4 y fkhf250°°"]-lacZ y la progenie resultante se cruzd con cada una de las lineas de

UAS-Antp descritas anteriormente (Ver Figura 9 y el esquema genético de las cruzas en la
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Figura 10). Se analizaron los embriones resultantes de las cruzas mediante la activacion por

Antp del gen reportero B-galactosidasa.

a) Colecta de embriones de D. melanogaster.
Los embriones producto de la cruza se colectaron durante 3 horas en placas

con medio de puesta, y se dejaron desarrollar durante 5 horas y media a 25° C. Los
embriones fueron decorionizados, como anteriormente se describid, y fueron pasados a un
tubo eppendorf conteniendo 500 pl de heptano, 100 pl de formaldehido (37%) y 400 pul de
solucion PIPES (0.1 M pH 6.9) para su fijacién durante 20 minutos en el brazo de agitacion
a velocidad media. Posteriormente, se devitelinizaron y se eliminé cuidadosamente la fase
del fondo, se afiadicron 500 pl de metanol, se agitaron a media velocidad en el brazo de
agitacion durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se lavaron tres veces con

metanol. Estos embriones se almacenaron a 4° C en metanol hasta su uso 6 se procesaron

inmediatamente después de obtenidos.

b) Deteccion de B-galactosidasa en embriones de D. melanogaster

Los embriones fueron rehidratados reemplazando sucesivamente el metanol
con 30%, 50%, 70% y 100% de PBS/metanol (v/v) y se permeabilizaron incubandose en
una solucion de PBT 0.1% (PBS + Tritén X 100- 0.1%) durante 30 a 90 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y se agreg6 una solucion de PBT 0.1% + Alblimina sérica bovina
(BSA) al 10% que se dejé incubar durante 30 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
incubd toda la noche a 4° C con el primer anticuerpo Anti-fS-galactosidasa generada en
ascitos de raton (Promega Madison, EUA) diluido 1:1000 en PBT 0.1% + BSA 1%. Se
realizé un lavado réapido y tres posteriores de 30 minutos en PBT 01.%. Previo al uso del
segundo anticuerpo Anti-raton IgG conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Promega.
Madison, WI USA), se colectaron embriones silvestres de D. melanogaster, que fueron
decorionizados, fijados, rehidratados, permeabilizados e incubados con el segundo
anticuerpo en una dilucién 1:10 en PBT + BSA 1%. durante toda la noche a 4°C. El mismo
método se aplico al segundo anticuerpo Anti-IgG de ratén acoplado al crémoforo Alexa
Fluor (Molecular Probes. Eugene, OR USA) con una diluciéon 1:5. Usando éstos

anticuerpos secundarios previamente tratados para eliminar la reaccién de fondo, se
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incubaron los embriones con el segundo anticuerpo en una dilucién 1:10 durante 2 horas a
temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Se hizo un lavado rapido y dos de 15
minutos con PBT 0.1% y otro con PBS 1X + Tween 20 0.05%.

Para la deteccion cuando se utilizé el anticuerpo conjugado con AP, se agregaron 50
ul de Fosfato 5-Bromo—4-Cloro—3—Indol/Tetrazolium Nitro Azul (BCIP/NBT) (SIGMA,
St. Louis MO, USA) y se dejo incubando por 20 minutos o hasta la aparicion de la reaccion
calorimétrica en los embriones. Se pard la reaccion con varios lavados con PBS 1X +
Tween 20 al 0.05% y posteriormente, se deshidrataron los embriones agregando
sucesivamente etanol al 30%, 50%, 70% y 100% durante 1 a 2 minutos cada uno y
finalmente se agregaron 500 p! de medio para montaje (4 vol balsamo de canada , 1 vol
metilsalicilato) y se montaron en un portaobjetos cubriéndose con un cubreobjetos.

La deteccion de las sefiales especificas en los embriones se realiz6 mediante
observacion en Microscopia visible de las reacciones enzimaticas (AP). Para la deteccion
de las seflales fluorescentes se utiliz6 Microscopia ConFocal-Laser con un microscopio
Olympus IX70, usando el canal de deteccion BAS10IF y BAS50RIF, con un 556 nm de

longitud de onda de excitacion y una apertura confocal minima para obtener la maxima

resolucién de las imagenes.
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IV RESULTADOS

1 Analisis funcional del tetrapéptido YPWM
a) Induccion ectépica de Antennapedia
Para determinar el tiempo optimo de la induccion ectopica de Antp se realizé
una cinética de expresion con tiempos que variaron de 5 a 20 min. Para ello, cruzamos
hembras virgenes de la linea productora Hs-GAL4 con machos de la lineas productoras con
Antp silvestre como testigo positivo y Antp con la delecion en el homeodominio como
testigo negativo. Se colectaron los embriones de la cruza, se devitelinizaron, se
decorionizaron y a las 6.5 h de desarrollo se les aplico un choque térmico de 37° C durante
5, 10, 15 6 20 minutos. Estos embriones se dejaron desarrollar entre 16-32 h, se fijaron y
montaron en la soluciéon de Hoyer con acido lictico y se analizaron los efectos de la
expresion ectdpica de Antp durante en la pérdida de la involucion de la cabeza, la aparicién
de denticulas ectdpicas en el dorso de la cabeza, y la transformacion del segmento T1 a T2.
La expresion ectopica de Antp silvestre durante 5 min produjo una leve pérdida en
la involucion de la cabeza, a los 10 min presentd una moderada pérdida (Fig 9 A y B)
mientras la induccién de Antp durante 15 y 20 min mostré el bloqueo de la involucion de la
cabeza de moderado a alto (Fig 9 C y D). En cambio la induccién de Antp con la delecion
en el homeodominio (testigo negativo) no produjo ninguna alteracion en el desarrollo del
embridn, y el fenotipo observado corresponde al normal como se esperaba (Fig 9 E). Como
se muestra en las Tablas I y II la expresion de Antp durante 5 y 10 min no ocasiond la
aparicion de denticulas ectopicas en el dorso de la cabeza, mientras que a los 15 y 20
minutos algunos embriones mostraron la presencia de denticulas ectopicas. Ninguna larva
mostré transformacién del segmento toracico T1 a T2 a los 5 min, sin embargo algunas
presentaron la transformacion a los 10 min, y a los 15 y 20 minutos de choque térmico la
mayoria de las larvas mostraron la reduccién o la ausencia total de la banda de denticulas
Tt1 lo que confirma la transformacion homedtica del segmento protoracico T1 a
mesotoracico T2. El andlisis de las cuticulas embrionarias se realizé basado en el sistema
de clasificacion descrito por Gibson y Gehring en 1990. En este experimento se analizaron

aproximadamente 30 cuticulas embrionarias de cada ensayo.
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Figura 9. Pérdida de la involucién de la cabeza por la expresion ectépica de Antp El bloqueo de la
involucidon de la cabeza se incrementé gradualmente de acuerdo el tiempo de induccién de Antp por
chogue térmico. Los tratamientos de 5 y 10 min (A y B) produjeron una leve pérdida en la involucién de
la cabeza, mientras los tratamientos de 15 y 20 min mostraron el bloqueo de la cabeza de moderado a
alto (C y D). Ningun efecto se observé cuando se expreso ectépicamente Antennapedia con la delecion en
el homeodominio (Testigo negativo) (E).
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Tiempo de choque térmico

Tabla I. Cinética de induccién de Antp en la pérdida de la involucitn de la cabeza, La expresién
ectopica de Antp silvestre (testigo positivo) y Antp con €l homeodominio deletado (testigo negativo) se
indujo en una cinética de tiempos variables de 5, 10, 15 y 20 min. La grafica representa los valores
propuestos por Gibson y Gehring 1990 para evaluar la pérdida de la involucion de la cabeza; 1 corresponde
al fenotipo normal mientras que 6 es el maximo nivel de blogqueo de la involucién de la cabeza, A los 5
minutos de induccién de Antp el bloqueo fue leve, la pérdida de la involucion fue moderada a los 10 min,
mientras que en los tratamientos de 15 y 20 min ¢l efecto de bloqueo fue alto.

10¢ 1L
L~
% de &
Transforma 6
cion Tl a 4
T2 2
S5min  10min 15min 20 min
Tiempo de choque térmico

Tabla Il Cinética de induccién de Antp en la transformacién homedtica de T1 a T2. La expresion
ectépica de Antp silvestre (testigo positivo) y Anip con la delecion del homeodominio (testigo negativo)
se indujo en una cinética con tiempos variables de choque térmico de 5, 10, 15 y 20 min. La grafica
representa el porcentaje de embriones con transformacién homedtica de T1 a T2, la pérdida de la
identidad de T1 se observa por la reduccidon o la desaparicion de la banda de denticulas de T1. La
induccion por 5 minutos de Antp no es suficiente para ocasionar ningtin efecto en cambio, 10 minutos
presentd algunos embriones con alteracion en el nimero de denticulas y en la induccién con 15 y 20
minutos la mayorfa de los embriones mostraron reduccién o ausencia de la banda de denticulas de T1.
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b) Induccion ectopica de Antennapedia y sus mutantes

Una vez que estandarizamos las condiciones para la expresion ectopica de
Antp procedimos a la colecta de los embriones transgénicos obtenidos de la cruza de la
linea productora Hs-GAL4 y de las lineas reporteras UAS-Antp silvestre y las mutantes en
el tetrapéptido YPWM (A010-3.1, A010-7, A010-11). Los embriones fueron expuestos a
choques térmicos de 37° C de 15 y 20 minutos a las 6.5 h de desarrollo analizando el
fenotipo de aproximadamente 30 cuticulas embrionarias por linea, en tres experimentos
independientes.

Los embriones en los cuales se expresé Antp silvestre ectopica mostraron una alta
pérdida en la involucién de la cabeza, en algunos casos la aparicién de denticulas ectdpicas
en el dorso de la cabeza, asi como la transformacion del segmento T1 a T2 (Figura 10 Ay
F). La induccién ectopica de Antp con la delecién del homeodominio no causé ningin
efecto como se esperaba (Figura 10 B y G). La mutante de Antp A010-3.1 no mostrd
ninguna alteracioén en el desarrollo embrionario con los tratamientos de 15 y 20 min (Figura
10 C y H), aunque las mutantes de Antp A010-7 y A010-11 expresadas ectépicamente
causaron un leve bloqueo en la involucion de la cabeza, no mostraron denticulas ectopicas
en el dorso de la cabeza y, en algunas larvas se present6 la transformacién homeotica del
segmento T1 a T2 (reduccidn parcial o total de las denticulas del segmento T1). Estos
resultados fueron consistentes con los tratamientos de 15 y 20 min (Figura 10 D, E, 1, J)
como se muestra en el resumen de la Tabla II1, los embriones en los cuales se expresd Antp
con la mutacion (A010-7 y A011-11) mostraron en algunos casos una pérdida total de la
identidad toracica ya que no presentaron las tres bandas de denticulas caracteristicas de los

segmentos T1, T2 y T3 (ver Figura 11).
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Figura 10. Representacién esquemstica de las mutantes de Antennapedia y su efecto en el desarrollo de
D. melanogaster. El diagrama de la izquierda representa la estructura de la proteina Antennapedia y sus
mutantes. La longitud completa de la proteina Antp y su forma truncada con la delecion del homeodominio
{AntpAHD) son los testigos positivo y negativo, respectivamente. Las tres mutantes contienen substituciones
de alanina en el tetrapéptido conservado YPWM {Antp A010- 3.1, 7 y 11). El efecto de la expresidn ectdpica
de Antp y sus mutantes en el desarrollo con choques térmicos de 15 minutos se muestra en ¢l centro. El
testigo positivo muestra una considerable pérdida en la involucién de la cabeza (A), mientras que ninguna
transformacion homedtica se observan en el testigo negativo (B) y en la linea transgénica Antp A010-3.1 (C).
Sin embargo, las lineas Antp A010-7 (D) y Antp A010-11(E) mostraron una leve pérdida en la involucién de
la cabeza. El efecto de la expresidn ectépica de Antp con choques térmicos de 20 min muestra que el testigo
positivo mosiré un incremento en la pérdida de la involucién de la cabeza (F) mientras que tanto el testigo
negativo y la linea transgénica A010-3.1 desarrollaron al igual que en el tratamiento de 15 min un fenotipo

normal (G y H). Las lineas Antp A010-7 y A010-11 mostraron pérdida leve en la involucion de la cabeza (1 'y
I
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Transgene Pérdida en la | Denticulas ectépicas | Transformacion del
involucion de la|en el dorso de la|segmento T1 a T2
cabeza cabeza

Antp silvestre (+) ALTA PRESENTE PRESENTE

Antp AHD (-) AUSENTE AUSENTE AUSENTE

Antp A010-3.1 AUSENTE AUSENTE AUSENTE

Antp A010-7 LEVE AUSENTE PRESENTE

Antp A010-11 LEVE AUSENTE PRESENTE

Tabla II1. Efecto de 1a expresion ectopica de Antennapedia y sus mutantes. En esta tabla se describen las
tres alteraciones principales debidas a la expresién ectopica de Antennapedia a 6.5 h desarrollo de D.
melanogaster. La clasificacion esta basada en el trabajo de Gibson y Gehring en 1990, donde la pérdida
completa de la involucién de la cabeza (alta) y leve no alcanza a bloquearla, mientras que ausente presenta el
fenotipo normal.

Figura 11. Expresién ectépica de Antp en los segmentos toricicos. (A) El torax de un embridn
silvestre presentan la identidad del segmento T1 (punta de flecha) con un grupo de denticulas
caracteristicas (flecha) . (B) La expresién ectopica de Antp en las lineas A010-7 y A010-11 causé ademas
de la transformacion homeotica de T1 a T2, en algunos casos la pérdida completa de las tres regiones

tordcicas (corchete), las bandas de denticulas de la regién abdominal no mostraron efecto (flecha) .

2 Activacion del elemento fki[250°°" |-lacZ por Antennapedia y sus mutantes

Para dirigir la expresion ectopica de Antp y sus mutantes en el tetrapéptido YPWM
se utilizé el potenciador especifico de tejido patched (ptc). El patron de expresién de este
potenciador se determiné mediante la cruza de la linea productora patched-GAL4 y la linea

reportera UAS-lacZ. 1.os embriones de la cruza se trataron con un anticuerpo monoclonal
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anti-B-gal y un segundo anticuerpo anti-ratén acoplado con el fluorocromo Alexa-Fluor
para detectar ia presencia de la enzima reportera (-galactosidasa (B-gal). La expresion de
B-gal mostré que el potenciador patched (ptc) dirige la expresién a lo largo de todo el

embrion (ubicuota) en la etapa 11 del desarrollo embrionario (Figura 12).

Figura 12. Determinacion del patrén de expresion del potenciador patched en el estadio embrionario de
D. melanogaster. Vista ventral de un embrién patched-GAL4;UAS-lacZ en la etapa 11 det desarrollo en el
que se observa como ¢l potenciador especifico de tejido pre dirige la expresidon ubicuota del gen reportero
lacZ (P-gal) a lo largo de todo el embrién,

Para determinar la activacién del elemento fkhf250°”" ]-lacZ por Antennapedia y sus
mutantes se cruzd la linea productora ptc-GAL4 con la linea reportera fkhf250°"]-lacZ
como se observa en el esquema de cruzas en la Figura 13. La progenie de la cruza con
fenotipo de alas rizadas normales teniendo el elemento fkhf250°*"]-lacZ y el potenciador
fueron seleccionadas y cruzadas con la lineas reporteras UAS: Antp, AntpAHD y las
mutantes en el tetrapéptido A010-3.1, A010-7 y A010-11. De esta segunda cruza un cuarto
de la poblacién contenia los tres transgenes; el potenciador ptc-GAL4, el elemento
Jkh{250°°" ]-lacZ y UAS-Antp. El mecanismo de activacion del elemento fkhf250°"]-lacZ
con la expresion ectopica de Antp mediante el potenciador prc se muestra en detalle en la
Figura 14.

Se colectaron los embriones producto de la segunda cruza para determinar la
activacion del elemento fkhf250°°"]-lacZ mediante una tincién inmunohistoquimica del
reportero lacZ. Como se puede observar en la Figura 15 la determinaciéon del patrén
endogeno de fkhf250°”"[-lacZ mostrod la expresion del parasegmento 2 al 6, asi como en el
14 y 15 (A). Cuando se dirigié Antp ectopicamente fue capaz de activar su expresion en la
cabeza a regiones anteriores al parasegmento 2 mientras que Antp con la delecion en el
homeodominio no causé ningun efecto en la regulacion de este elemento como se esperaba,

ya que mostro solamente la expresion endoégena (Figura 15 B y C). Por otro lado, la
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expresién ectdpica de las tres Antp mutantes A010-3.1, A010-7 y A010-11 no fueron
capaces de activar el elemento fkA[250°°"] mostrando un patron de expresion del tipo
endégeno como el observado en el testigo negativo (Figura 15 D-F). Se observaron

aproximadamente 150 embriones por linea en tres experimentos independientes.

: 2°Cy 3%Cryr 2°Cy 3T Cy
Primera

cruza Q Q Miﬂéﬁg_‘_‘-’_ wit k250" -lacZ C)ZC)?I

wt ' Fich 250" J-lacZ
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pic-GAL4A _ fih [250°]-lacZ 0. Ah[250°"-lacZ
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wi ’ wi wit

\_./ N/
Segundadd' pte-GALS _fh/250°" acZ = X wt . UAS-Ansp Q Q

cruza wi ’ wi wt * UAS-Anip
1/4 | BEGALY Mh2S0~Y-dacZ | i fH250HacZ /4
¥l oom T UAS-Amyp | wt®  UAS-Angp
1/4 px-GALS  UAS-Angp wt  UAS-Antp 1/4
Wi ’ wf wt Wi

Figura 13. Esquema de las cruzas para determinar el mecanismo de activacion del tetrapéptido
“YPWM?” en el gen fkhf250con]-LacZ. Se cruzaron hembras virgenes de la linea productora ptc-GAL4
con machos fkhf250°"]-LacZ. De la mitad de la progenie (F1) que contenian ambos transgenes (negritas)
se seleccionaron machos que no tuvieran las alas rizadas (no CyO) para la segunda cruza con hembras
virgenes de cada una de las lineas de An#p. Un cuarto de la poblacién (F2) mostré el genotipo requerido,
con las tres construcciones integrados (negritas).

~ B~Gal
[ —~ 5

patched GAL4 UAS Antp Fkh [250°°"] lacZ

Efigie 14. Activacion ectépica del elemento fkh-{250°"] mediante expresiéon de Antp en el dominio pre, El
potenciador patched dirige la expresién de la proteina transactivadora de levadura GAL4, esta se une a los sitios
UAS activando Anip ectopicamente que se une al elemento f&h-{250°™"] para activar el gen reportero /acZ (B-gal).
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Figura 15. Efecto de la expresién ectépica de Antp y sus mutantes en el elemento fkhf250con]-lacZ .
(A) La expresion enddgena del elemento fkaf/250con]-lacZ dirige la expresion de B-Gal del PS2 hasta el
PS6, y asi como los PS14 y PS15. (B) La expresion ectépica de Antp silvestre ocasiona activacion
ectopica de B-Gal en la cabeza (Flecha). (C) La expresién ectopica de Antp con la delecién en el
homeodominic no ocasiona ningun tipo de activacién ectépica (D, E y F). Las mutantes de Antp con el

motivo “YPWM” mutade A010-3.1, A010-7 y AQ10-11 no mostraron la activacion de [-gal
ectopicamente en la regién de la cabeza.
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V. Discusién y conclusiones

Una de las estrategias utilizadas en Biologia del Desarrollo para conocer la funcién
de una homeoproteina regulatoria consiste en dirigir su expresiéon en un sitio donde
normalmente no se expresa. Para realizar el analisis molecular y funcional del tetrapéptido
YPWM en Antp utilizamos el sistema de regulacién GAL4-UAS dirigiendo la expresion
ectopica de Antp y las mutantes en el tetrapéptido.

Iniciamos el presente trabajo con una cinética de induccion a las 6.5 h del desarrollo
embrionario ya que la expresion ectdpica de Antp causa efectos severos en el embrion, tales
como el bloqueo de la involucion de la cabeza, la transformacion homeéticade T1 aT2 y la
aparicion de denticulas ectopicas en el dorso de la cabeza (Gibson y Gehring 1988). Los
resultados obtenidos muestran que el efecto de la expresion ectdpica de Antp durante un
tiempo especifico en el desarrolio embrionario de Drosophila fueron proporcionales a la
longitud del periodo del choque térmico aplicado, ocasionado por la cantidad de 1a proteina
producida como fue descrito por Gibson et al., en 1990. La induccion de Antp durante
periodos cortos (5 y 10 min) mostrd la pérdida de la involucion de la cabeza y la reduccion
de la banda de denticulas del segmento toracico T1 a T2 (Transformacion homedética de T1
a T2). La expresion ectopica de Antp usando tiempos de induccién mas prolongados (15 y
20 min) ocasionaron una alta pérdida de la involucién de la cabeza, la transformacion del
segmento Ti a T2 y la aparicién de denticulas en el dorso de la cabeza. Es importante
sefialar que cuando dirigimos la expresion ectopica de Antp durante 25 min encontramos
efectos secundarios atribuidos al choque téI'IniC() como se observo en el testigo negativo
con la delecion en el homeodominio (Resultados no mostrados). Debido a lo anterior,
seleccionamos los periodos de induccion de Antp entre 15 y 20 minutos en los cuales el
testigo negativo mostré un fenotipo silvestre normal. Los fenotipos mostrados con la
expresion de Antp en esa etapa del desarrollo de D. melanogaster se debe a que la
produccidén de altos niveles de Antp ectépica en tejidos donde normalmente no se expresa.
Se ha demostrado que la expresion de Antp ectopica es capaz de reprimir genes requeridos
para el desarrollo de la cabeza como se ha demostrado con homothorax (Struhl 1981; Mann
y Casares 2001).

Una vez estandarizadas las condiciones de la expresion ectopica de Antp

procedimos a dirigir durante 15 y 20 min la expresién ectopica de Antp con el tetrapéptido
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mutado usando las lineas (Antp A010-3.1, A010-7 y A010-11). Los resultados de la
expresion de Antp con el tetrapéptido mutado con dos lineas (A010-7 y A010-11)
mostraron que la actividad funcional de Antp se vio afectada ya que las proteinas mutadas
bloquearon en menor grado la involucion de la cabeza, algunas presentaron la
transformacion de T1 a T2 y ninguna presento la aparicién de denticulas en el dorso de la
cabeza. La mutacion en el tetrapéptido causé en dos lineas transgénicas; una moderada
pérdida de la involucién de la cabeza y la transformacion del segmento toracico T1 a T2,
sin presentarse el tercer efecto de la aparicion de denticulas ectépicas en el dorso de la
cabeza. En una tercera linea transgénica esta mutacion suprimi6 totalmente la funcion de
Antp ectopica al no presentar ningun efecto ya que no causdé ninguna alteracion en el
desarrollo embrionario y su fenotipo fue idéntico al testigo negativo. Estos resultados
confirman a los encontrados en la evaluacion del papel funcional de las regiones flexibles
Antennapedia usando el sistema de regulacioén Tet (Bello B. y colaboradores en 1998).
Este trabajo mostré que la funcién de Antp es totalmente suprimida al substituir por alanina
el motivo YPWM y no afectdé su actividad funcional cuando se mutaron las regiones
flanqueantes del tetrapéptido (Resendéz-Pérez et al., en preparacion). La pérdida parcial de
la funciéon de Antp en dos de las lineas usadas podria ser debida a que el sistema UAS-
GALA4 probablemente es mas potente para la sobre-expresion de estas homeoproteinas.

En algunos de los embriones que mostraron la transformacion homedtica se
observd la pérdida de los cinturones de denticulas que delimitan la posicion de los
segmentos toracicos T1, T2 y T3. Estos resultados no descritos presentan una pérdida de
funcién que podria deberse a que la mutacién en el tetrapéptido YPWM no permitid activar
y/o reprimir genes implicados en la identidad toracica compitiendo probablemente con la
homeoproteina Antp enddgena. Estas evidencias deberan ser confirmadas ya que Gibson y
Gehring en 1988 sefialan que solo las estructuras anteriores al dominio normal de expresion
son afectadas en la sobreexpresion ectopica de Antp.

La pérdida de la funcion total y parcial de la proteina ectépica de Antp es debida a
que la mutacién en el motivo YPWM eliminé la interaccion con su posible(s) cofactor ya
que como se ha descrito previamente en estudios in vitro en otras homeoproteinas la
interaccion con los cofactores Exd y PBX1 es mediada a través del tetrapéptidc YPWM en

Ubx y HoxB1 respectivamente (Phelan et al., 1995 y Passner et al., 1999). Otros ensayos in
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vitro han mostrado que el motivo YPWM es una region clave para mediar las interacciones
con el cofactor PBX, ya que mutaciones en los residuos “WM?” por Alanina fueron
suficientes para prevenir la formacion de un complejo de cooperacion HOX-PBX
(Shanmugam et al.,, 1997). La mutacion en el tetrapéptido YPWM elimind total o
parcialmente la funcidn activadora/represora de Antp expresada ectdpicamente
probablemente por la falta de interaccion con algin cofactor especifico en esa etapa del
desarrollo. Esta falta de funcién de Antp podria ser diferente en otra etapa del desarrollo ya
que se ha descrito que la interaccidn normal entre las homeoproteinas y los cofactores
permite cambiar la funcién de las homeoproteinas de represoras a activadoras (Biggin y
McGinnis, 1997).

Con el objeto de determinar cual podria ser la funcion del tetrapéptido YPWM en
Antp para la activacion de genes blanco de Antp determinamos el mecanismo de activacion
en el elemento fkh/250°”"] (Ryoo et al., 1999). Para ello dirigimos la expresion ectopica de
Antp y las mutantes en el tetrapéptido mediante el potenciador especifico de tejido patched
(ptc). Debido a que Ryoo y colaboradores en 1999 utilizaron este potenciador para dirigir la
expresion ectopica de Antp determinamos el patrén de expresion especifico de este
potenciador a las 6 h 50 min del desarrollo periodo de tiempo necesario para la activacién
del elemento fkhf250°°"]. Los resultados obtenidos mostraron que el dominio de expresion
de pfc en ese tiempo del desarrollo es ubicuoto a lo largo todo el embrién de Drosophila
como se esperaba. Cuando dirigimos la expresion ectopica de Antp silvestre con este
potenciador pic el elemento fkhf250°"] se activaron en las regiones anteriores al dominio
endogeno como se esperaba (Ryoo et al., 1999).

Antp con la delecién en el homeodominio fue incapaz de activar este elemento
(testigo negativo) y las mutantes A010-3.1, A010-7 y A010-11 presentaron el patréon
enddgeno por lo que no fueron capaces de activar al elemento fkh/250°”"]. Experimentos in
vitro han demostrado que Antp puede cooperar con Exd para regular al elemento
Jkh[250°°"]. El elemento fkhf250°°"] de 37 pb no es un sitio natural de activacion por Antp,
este se deriva de una porcidn del potenciador fkh que contiene las secuencias de union para
ser activado por Sex comb reduced (Scr) en combinacién con Exd. La mutacion de los
sitios de unién para Scr por otros sitios consenso permitié que fkhf250°”"] pudiera ser

activado por Antp ectépicamente. Los resultados de Ryoo y colaboradores muestran que la
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activacion del elemento fkhf250°°"] por Antp requiere la presencia del cofactor Exd. Este
ha mostrado formar un heterodimero con la homeoproteina Ubx, siendo indispensable para
esta interaccion el motivo YPWM de Ubx (Passner et al., 1999). Lo mismo sucede en
mamiferos en los que la homeoproteina HOXB1 forma un heterodimero con el cofactor
PBX1 (el ortologo de Exd) mediado por la interaccion con el hexapéptido —Y/F-P-W-M/R
de HoxB1 (Pipper et al., 1999). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que la activacion del elemento fkh/250°"] por las expresion de Antp ectopica requiere el
tetrapéptido YPWM vy sugieren que esta falta de activacion en las mutantes en el
tetrapéptido de Antp podria estar mediada por la cooperacion con el cofactor Exd siendo

necesario ¢l motivo YPWM en esta interaccion Antp/Exd como se muestra en el modelo
propuesto de la Figura 16.

S I XN
AL

Elemento fkh{250-"] Elemento fkh{250-°"]

Figura 16. Modelo propuesto para la activacion del elemento fkA/250°°"] por Antp. (A) Para la
activacion del elemento fkh[250°"] se requiere de la formacién de un heterodimero formado por la
homeoproteina Hox (Antp) y el cofactor Exd. Ambas homeoproteinas reconocen sitios de unién en el
DNA a través de su respectivo homeodominio (HD). (B) La interaccién entre estas dos homeoproteinas

puede estar mediada por el tetrapéptido YPWM ya que las mutantes con las substituciéon del motivo
YPWM por AAAA alanina fueron incapaces de activar este elemento.

® La expresion ectopica de Antp mutante en el tetrapéptido YPWM usando el sistema
de regulacion GAL4-UAS confirma que el tetrapéptido YPWM es necesario para la funcion
de la homeoproteina Antp debido a que suprimi¢ parcial 6 totalmente la actividad funcional

de Antp expresada ectopicamente en Drosophila.
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® El andlisis molecular del tetrapéptido YPWM de Antp en la regulacion del elemento
fkh[250°°"] mostré que este motivo es indispensable para la activacion ectdpica del
elemento fkh/250°°"]. Estos resultados permitieron proponer un modelo en que el
tetrapéptido YPWM es necesario para la interaccion de Antp con el cofactor Exd en la
activacion del elemento fkhf250°"].

® Los resultados obtenidos en este trabajo permitirin el analisis molecular del
tetrapéptido YPWM de Antp en la regulacion de otros genes blanco de Antp como teashirt
y apterous para confirmar el papel funcional del motivo YPWM en Antp in vivo en D.

melanogaster.
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V. Apéndice

Preparacion de comida estandar para Drosophila melanogaster.

En un litro de agua destilada disolver 100 g de levadura (Imexa, Cuautitlan Izcalli
Edo. de Meéxico, México) por 10 min mediante agitacion. Afadir 13.75 g de agar
(Labscientific Livingstone New Jersey, USA) y esperar a que se disuelva por
aproximadamente 10 min mediante agitacion. Agregar 100 g de azicar morena (comercial)
y esperar a que se disuelva por aproximadamente 10 min en agitacidén. Aifiadir 50 g de
harina de maiz (Maseca Guadalupe Nuevo Le6n, México) y disolver por 10 min. Calentar a
ebullicion durante 15 min, esperar a que la temperatura baje entre 55 y 60°C y disolver 10 g
de propionato de sodio (Comercial) en agitacion por 10 min. Servir el alimento en viales 6

frascos y esperar a que solidifique por 45 min. Espolvorear sobre la superficie levadura

seca activa granulada y almacenar a 18°C.

Preparacion de placas de puesta para Drosophila melanogaster.

Disolver mediante agitacion 8.5 g de agar (Labscientific Livingstone New Jersey,
USA) en 300 ml de agua destilada. Agregar Sg de aziicar morena (comercial) y disolver.
Calentamiento a ebullicion. Se deja de 55°C a 60°C y se agregan 100 ml de jugo de uva
(comercial) y 4g de propionato de sodio (comercial). Mezclar bien todos los componentes y

servir en cajas petri de plastico pequefias. Esperar a que solidifique, tapar y almacenar a
4°C.

NaCl al 0.4% vy Tritén X-100 al 0.1%
Pesar 0.4 g de NaCl en 800 ml de agua destilada, agregar 100 pl de Triton X-100 y

aforar a 1000 m! con agua destilada.

Buffer PIPES pH 6.9 0.1 M

Pesar EGTA 2mM 0.4683 g y MgSO,7H,0 ImM 0.2464 g en 90 ml de agua
destilada ajustar el pH 6.9 con HCI concentrado.

Buffer de Fosfatos Salino (PBS (10X)

Pesar, disolver, aforar en un litro de agua destilada y esterilizar mediante autoclave
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NaCl 2000 ¢

KCl 50¢g
KH2P04 5.0 g
N321{PO4 27.8 g

PBS + Tritén X-100 0.1% (PBT 0.1%)

Disolver por agitacion 50 pl de PBT X-100 en 40 m! de PBS y aforar a 50 ml con
PBS.

PBT 0.1% + Albumina Sérica Bovina 1%
Disolver por agitacion 500ul de PBT X-100 en 40 ml de PBS. Agregar 0.5g de

Albumina Sérica Bovina (BSA) y disolver. Aforar a 50 ml con PBS y filtrar la solucidon con

una membrana de nitrocelulosa de 0.45um,

PBT 0.1% + Albtmina Sérica Bovina 10%
Disolver por agitacion 50 pl de PBT X-100 en 40 ml de PBS. Agregar 5g de

Albimina Sérica Bovina (BSA) y disolver. Aforar a 50 mL con PBS vy filtrar la solucién

con una membrana de nitrocelulosa de 0.45um.

PBS + Tween 20 0.05%
Disolver por agitacién 25 pl de Tween 20 en 45 ml de PBS 1 X y aforar a 50 ml con

PBS.

Medio para montaje Balsamo de Canada.

Disolver mediante agitacion durante toda la noche 10ml de metilsalicilato en 40 ml

de Balsamo de Canada.

Solucion de montaje de Hover.

Afiadir 30 g de goma arabiga (Merck, Glattbrug Suiza) en 50 m! de agua destilada,
agitar por toda la noche hasta que este completamente disuelta. Agregar mediante agitacion
200 g de hidrato de cloral (Sigma-Aldrich, St Louis Missouri, USA) en pequefias
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cantidades. Agregar 20 g de glicerol y centrifugar la mezcla hasta que no presente turbidez
(3 h o toda la noche a 12 000 g).
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