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Resumen

Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que desempefian un papel crucial en la
regulacién de la expresidn génica, participando en el inicio y control de la transcripcion. Una
caracteristica de los FT es que generalmente presentan en su estructura regiones
intrinsecamente desordenadas (IDRs), lo que les permite unir a diversas regiones
promotoras de sus genes blanco en diferentes contextos, posibilitando un control regulatorio

complejo de los procesos de transcripcion.

El FT humano FoxP1 cumple un papel fundamental en una gran diversidad de procesos
fisioldgicos como lo es la regulacion del sistema inmune y el desarrollo embrionario. Si bien
este FT ha sido parcialmente caracterizado en cuanto a la estructura y funcion de sus
dominios cremallera de leucinas (LZ) y de unién a ADN (FKH), su dinamica de interaccién
con el ADN no ha sido totalmente dilucidada. En ese sentido, en este trabajo se planted
como objetivo entender el rol del dominio intrinsecamente desordenado Qrich, el cual
participa en la regulacién de la actividad transcripcional de otros FT, y ha sido menormente
estudiado. Este alcance podria ayudar a encontrar el origen molecular de ciertas patologias
asociadas a su mal funcionamiento y también aumentar el conocimiento que se tiene sobre

el rol que juegan las IDRs en los factores de transcripcion.

Primeramente, se analiz6 el estado oligomérico predominante de FoxP1 mediante
cromatografia de exclusion molecular, calculando su constante de disociacion para luego
determinar la afinidad de FoxP1 por el ADN, a través de la anisotropia de fluorescencia,
obteniendo la constante de disociacion del complejo FoxP1-ADN. Tanto la formacion de
dimeros como la formacién de complejos FoxP1-ADN resultaron ser significativamente
desfavorecidos respecto a lo observado para FoxP1AQrich, dando cuenta del impacto

funcional que tiene el dominio Qrich en FoxP1.

Adicionalmente, se describid la formacion de complejos proteina-ADN a través de ensayos
de cambio en la movilidad electroforética (EMSA), analizando las diferencias entre FoxP1
y FoxP1AQrich, obteniendo para el segundo complejos de alto peso molecular pero a

concentraciones mayores que lo observado para la mutante AQrich.



Finalmente, se determind la capacidad de FoxP1 de acercar regiones distantes del ADN
basandose en el analisis de formacion de complejos tipo horquilla, utilizando un ADN de 1,6
kpb que contiene dos sitios de unién para FoxP1 en sus externos. La formacion de las
horquillas fueron seguidas por los cambios topoldgicos provocados con respecto a la
migracion en su corrida electroforética, lograndose identificar una serie de complejos

moleculares de diverso tamano.

En conjunto, estos resultados dan cuenta de la capacidad de FoxP1 para unir regiones
distantes del ADN y a su vez plantean la posibilidad de un mecanismo de regulacién

transcripcional de alta complejidad basado en la formacion de condensados moleculares.



Abstract

Transcription factors (TFs) are proteins that play a crucial role in the regulation of gene
expression, participating in the initiation and control of transcription. One feature of
transcription factors is that they generally have intrinsically disordered regions (IDRs) in their
structure, which allow them to bind to various promoter regions of their target genes in

different contexts, enabling a complex regulatory control of transcription.

The human FoxP1 TF plays a key role in a wide range of physiological processes such as
the regulation of the immune system and embryonic development. Although this TF has
been partially characterized in terms of the structure and function of its leucine zipper (LZ)
and DNA-binding (FKH) domains, its interaction dynamics with DNA have not been fully
elucidated. In that sense, in this work we aimed to understand the intrinsically disordered
domain Qrich, which is involved in the regulation of the transcriptional activity of other TFs,
that has been less studied. This scope could help to find the molecular origin of certain
pathologies associated with its malfunction and increase the knowledge of the role played

by IDRs in transcription factors.

First, the preferred oligomeric state of FoxP1 was determined by size exclusion
chromatography, calculating its dissociation constant, and then determining the affinity of
FoxP1 for DNA through fluorescence anisotropy, obtaining the dissociation constant of the
FoxP1-DNA complex. Both dimer and FoxP1-DNA complexes formation were significantly
disfavored with respect to that observed for FoxP1AQrich, accounting for the functional

impact that the Qrich domain has on FoxP1.

Additionally, the formation of protein-DNA complexes was described through electrophoretic
mobility shift assays (EMSA), analyzing the differences between FoxP1 and FoxP1AQrich,
obtaining for the latter high molecular weight complexes but at higher concentrations than
what was observed for the AQrich mutant. Finally, the ability of FoxP1 to contact distant
regions of DNA based-on dimerization-mediated looping formation was determined using a
1.6 kbp DNA containing two binding sites for FoxP1 on its 5’ and 3’. The looping formation
was followed by the topological changes and its effects in the migration in the electrophoretic
run. This analysis made it possible to identify a series of molecular complexes of varying

sizes.



Taken together, these results demonstrate the ability of FoxP1 to bind distant regions of DNA
and raise the possibility of a highly complex transcriptional regulatory mechanism based on

the formation of molecular condensates.



1. Introduccion

1.1 Factores de transcripcion
Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que desempefian un papel crucial

en la regulacion de la expresion génica, participando en el inicio y control de la transcripcion,
proceso mediante el cual se expresa la informacién genética codificada en el ADN mediante
la sintesis de ARN. Estas proteinas se unen a secuencias especificas del ADN, influyendo
asi en el reclutamiento de la ARN polimerasa y otros componentes fundamentales de la
maquinaria transcripcional en las regiones promotoras de los genes(Lambert y cols. 2018).
Por otro lado, los factores de transcripcion tienen caracteristicas estructurales y funcionales
diversas que contribuyen a su capacidad para regular la expresion génica de manera

altamente especifica y coordinada(Golson y Kaestner 2016a).

Estructuralmente, se caracterizan por la presencia de dominios distintivos, que les
permiten llevar a cabo sus funciones regulatorias. Estos incluyen dominios de union al ADN,
dominios de activacién y dominios de interaccion proteina-proteina(Latchman 1997).
Funcionalmente, juegan un papel critico en orquestar redes complejas de regulacion génica
que gobiernan varios procesos bioldgicos, incluyendo el desarrollo, diferenciacion celular y
respuesta a estimulos ambientales, pudiendo actuar como activadores o represores de la
expresion génica, dependiendo del contexto especifico y de la presencia de proteinas co-
reguladoras o cofactores, siendo capaces de formar grandes complejos moleculares con
distintos cofactores y componentes de la cromatina para una regulacion de la expresion

génica finamente ajustada(Darnell 2002; Kim y Shendure 2019).

1.2 Desorden intrinseco de los factores de transcripcion
Una caracteristica de los factores de transcripcion es que generalmente presentan

en su estructura regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs), que se caracterizan por la
ausencia de una estructura secundaria o terciaria estable, lo que les permite adoptar
diferentes conformaciones e interactuar con una gran diversidad de componentes
moleculares(Berlow, Dyson, y Wright 2015). Este desorden intrinseco permite a los factores
de transcripcion unirse a diversas regiones promotoras de sus genes blanco en diferentes
contextos, posibilitando un control regulatorio complejo de los procesos de

transcripcion(Minezaki y cols. 2006).



La importancia del desorden intrinseco en la regulacién y modo de accion de los
factores de transcripcion se enfatiza aun mas por el numero desproporcionadamente alto
de dominios intrinsecamente desordenados en proteinas involucradas en vias de
sefalizacién celular y regulacion transcripcional(Garza, Ahmad, and Kumar 2009). Estas
regiones desordenadas a menudo participan en el reconocimiento molecular,
modificaciones proteicas e interacciones moleculares, incluida la fosforilacion(lakoucheva
y cols. 2004), y la formacion de condensados moleculares a través de separacion de fases
liquido-liquido, formando, por ejemplo, organulos sin membrana que compartimentalizan y
concentran la maquinaria transcripcional, regulando asi la expresion génica(Sabari y cols.

2018), lo que resalta su importancia funcional.

1.3 Familia Fox de factores de transcripcién
En humanos, la familia de factores de transcripcion Fox es un grupo grande y diverso

de proteinas que participan en una amplia gama de procesos celulares, como el desarrollo,
diferenciacion celular, proliferacion, apoptosis, metabolismo y la funcion inmune(Moparthi y
Koch 2020). Su caracteristica fundamental es la presencia del dominio Forkhead, que
permite la unién al ADN. Sin embargo, existen subfamilias, las que se clasifican segun el
nivel de homologia de sus secuencias, funcion, y cualidades o funciones unicas(Golson y
Kaestner 2016b). Por ejemplo, los factores FoxA estan involucrados en la diferenciacién del
tejido hepatico y pancreatico(Kaestner 2010; Lee y cols. 2005), mientras que los factores
FoxC juegan un papel crucial en el desarrollo del tejido vascular(Seo y cols. 2006), y las
FoxO participan en la regulacién de la homeostasis de la glucosa, sefalizacion de la insulina
y la respuesta al dafio del ADN(Bigarella y cols. 2017; Lundell y cols. 2019; Matsumoto y
cols. 2007; Nakae y cols. 2001).

1.4 Factores de transcripcion FoxP
Por su parte, la subfamilia FoxP incluye cuatro miembros (FoxP1-4) que participan

activamente de procesos como el desarrollo celular, diferenciacion neuronal y la regulacion
inmunitaria(Co, Anderson, y Konopka 2020; Lu, Barbi, y Pan 2017). Dentro de este grupo,
FoxP1 es particularmente interesante debido a su alta expresidén en tejidos, como el
cerebral, pulmonar y los 6rganos linfoides, regulando la expresion génica tanto en el
desarrollo embrionario como en tejidos adultos(Ferland y cols. 2003; Koon y cols. 2007;
Shu y cols. 2007).
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terminal, conforman los dominios (i) rico en glutaminas (Qrich), (i) cremallera de leucina
(LZ) y (iii) el de union a ADN (FKH). Solamente los dominios LZ y FKH han sido
caracterizados, y son esenciales para la dimerizacién de FoxP1 y para la interaccion con el
ADN, respectivamente(Chu y cols. 2011; B. Wang y cols. 2003) (Figura 1A). En ese sentido,
se ha evidenciado que el dominio FKH aislado de estas proteinas adopta dimeros en
ausencia de ADN via intercambio de segmentos (3D-DS por sus siglas en inglés)(Exequiel
Medina y cols. 2016), lo que permite a esta proteina unir dos moléculas de ADN (Figura 1B
y 1C) y que ha sido relacionado al acercamiento de regiones distantes de ADN(Y. Chen y
cols. 2015) (Figura 1D). En este contexto, estudios en FoxP2 han mostrado que la presencia
del dominio LZ no sélo favorece significativamente la dimerizacion sino que ademas se ve
favorecida la unién a ADN(HauRermann y cols. 2019; Thulo y cols. 2021). Interesantemente,
el dominio FKH es capaz ademas de unir ADN de forma monomérica in vitro(Li, Weidenfeld,
y Morrisey 2023; Morris y Fanucchi 2016; Stroud y cols. 2006), lo que supone un interesante
y complejo mecanismo de formacion del complejo FoxP1-ADN y que involucra el equilibrio

mondmero-dimero.



Figura 1. Representacion topologica de FoxP1 y representacion de la formacion de complejos proteina-ADN. A)
De N- a C-terminal se encuentran los dominios Qrich, LZ y FKH. B) Esquema del mecanismo de dimerizacion
de interaccion de FoxP1 con el ADN. Los dominios LZ (azul) y FKH (morado) interactuan entre si, dimerizando
y aumentando de esta manera su afinidad por el ADN. C) Esquema de dimerizacién de FoxP1 mediante su
mecanismo de intercambio de segmentos (3D-DS) (modificado de (Medina y cols. 2020) D. Mecanismo de
interaccion del dimero (3D-DS) de FoxP1 con el ADN, ilustrando como mediante este mecanismo de
dimerizacion se estaria facilitando el acercamiento de regiones distantes del ADN.

1.5 Dominio Qrich
El dominio Qrich de FoxP1 posee aproximadamente 140 residuos y ha sido descrito

como intrinsicamente desordenado. Este dominio se ubica en el extremo N-terminal de la
proteina y que se caracteriza por estar enriquecido en glutaminas(Chu y cols. 2011; 2016,
63). A diferencia de los dominios LZ y FKH, no presenta un alto porcentaje de conservacion
variando tanto en tamafio como en el patron de distribucion de los residuos de glutaminas
entra las distintas proteinas de la subfamilia FoxP(Chu y cols. 2011; 2016, 63). El dominio
Qrich se encuentra presente también en otros FT eucariontes donde se ha reportado que
su presencia y/o modificacion es determinante para el nivel de actividad de la proteina, dado
que las interacciones moduladas por estos dominios determinan la especificidad de
interaccion de estos FT con otras proteinas o secuencias de ADN (Gemayel y cols. 2015a;
Kumar y cols. 2001; Legendre, Verstrepen, y Leuven 2010; Liberati y cols. 1999). EI
mecanismo molecular mediante el que Qrich modula la actividad de los FT no ha sido
descrito para FoxP, pero se ha demostrado que regula la formacién de multimeros(Imafuku
y cols. 1998; Perutz 1994) y que promueve la formacion de complejos con moléculas de
ADN distantes en el genoma. Es el caso del factor de transcripcion Sp1, donde se comprobé
que su dominio Qrich modula la actividad transcripcional y la capacidad del factor de
transcripcidn de acercar regiones distantes del ADN, generando complejos tipo horquilla e
identificandose interacciones con secuencias de union separadas por ~1,8kpb. (Guerra y
cols. 2007; Hiramatsu y cols. 2012; Su y cols. 1991).

Por otro lado, se ha demostrado que las proteinas con dominios ricos en Q/N
promueven la agregacion de proteinas heterélogas con dominios similares, lo que sugiere
su participacion en la generacion de condensados moleculares(Reijns y cols. 2008).
Ademas, se ha encontrado que los dominios ricos en Q son suficientes para mediar la
dimerizacion y tetramerizacion de proteinas especificas, indicando su papel en facilitar las
interacciones proteina-proteina(Ren y cols. 1999; S. Wang y cols. 2011). Estos aspectos

funcionales del dominio Qrich sugieren su relevancia en las proteinas FoxP1, aunque no



existen antecedentes in vitro que permitan comprender su rol en la dimerizacién y union a
ADN de FoxP1.

1.6 FoxP1 como modelo de estudio
Tomando en cuenta que las regiones desordenadas son comunes en la arquitectura

de los factores de transcripcion, y que estas influyen en la interaccion con otras proteinas y
unién con el ADN(Garza, Ahmad, y Kumar 2009; Minezaki y cols. 2006), analizar la
contribucién del dominio Qrich en la formacion del complejo FoxP1-ADN adquiere
importancia y podria entregar informacion sobre la dinamica de formacion del complejo,
contribuyendo a un conocimiento mas acabado sobre el funcionamiento de este FT, y
revelando su rol en la interaccion entre regiones distantes del ADN para coordinar la

transcripcion espacio-temporalmente(Y. Chen y cols. 2015).

Con el objetivo de obtener mayores antecedentes que permitan dilucidar el impacto
del dominio Qrich en la afinidad de unién FoxP-ADN y en el acercamiento de regiones
distantes del genoma, se propuso caracterizar el factor de transcripcion FoxP1, mediante
un modelo de estudio basado en el analisis de la interaccién de este FT con el ADN-horquilla
(Figura 2). Este constructo posee dos sitios de unién a FoxP1 en sus extremos conectados
por una region de ADN de 1,6 kbp. Debido a la significativa diferencia en tamano entre el
ADN usado (~750 kDa) y FoxP1 (75 kDa), la formacién de horquillas de ADN se observara

sélo en condiciones donde el dimero de FoxP1 se promueva.

Considerando los antecedentes previamente expuestos sobre la capacidad
moduladora de las regiones intrinsecamente desordenadas de los FT, se propone que el
dominio Qrich de FoxP1 aumenta la afinidad de la proteina por ADN y favorece la

interaccion entre regiones distantes del ADN.



Secuencias de unién a
FoxP1

Complejo

+ FOXP1 DNA:FoxP1

Figura 2. Union del ADN-horquilla a FoxP1:
La unién del ADN-horquilla con el dimero de FoxP1 a través de secuencias especificas (marcadas en verde)

provoca una alteracion topolégica de su estructura lineal por el acercamiento de sus extremos, dado que cada
uno interacciona con uno de los dominios FKH de la proteina en este estado.



2. Hipétesis

Considerando la capacidad de los factores de transcripcion FoxP para coordinar la expresion
génica espacio-temporalmente, asi como la influencia de las regiones intrinsecamente
desordenadas y de los dominios ricos en glutaminas en la dindmica de interaccion con el
ADN, se plantea la siguiente hipdtesis:

El dominio Qrich de FoxP1 incrementa la afinidad por el ADN, facilitando la interaccién
entre regiones distantes del material genético.



3. Objetivo general y especificos

Objetivo general: Caracterizar la asociacion y la formacion de complejos de FoxP1
y la mutante FoxP1AQrich con el ADN blanco y la formacion de horquillas.

o Objetivo especifico 1: Purificar las proteinas FoxP1 y FoxP1AQrich

o Objetivo especifico 2: Determinar la afinidad de FoxP1 y FoxP1AQrich con
el ADN blanco mediante anisotropia de fluorescencia.

o Objetivo especifico 3: Caracterizar la formacion de horquillas de FoxP1
yFoxP1AQrich con el ADN blanco mediante EMSA.



4. Materiales y métodos

4.1 Cepas utilizadas
Se utilizé la cepa bacteriana de Escherichia coli BI21(DE3)-C41 adquirida desde el

laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile. Esta cepa es utilizada para producir la proteina humana FoxP1, pues contiene en
su genoma una copia del gen codificante para la ARN polimerasa del fago T7 para hacer
posible la expresion del gen de interés dependiente de esta enzima, siendo su transcripcion
controlada por el operon lac que es inducible por IPTG (isopropil-pf—D-
tiogalactopirandsido). Ademas, contiene el plasmido pET-TEV-FoxP1 o PpET-TEV-
FoxP1AQrich, el cual codifica para la proteina FoxP1 completa, ademas de poseer
resistencia al antibiético kanamicina. La proteina producida posee en su extremo amino una
etiqueta de polihistidinas para su purificacion mediante cromatografia de afinidad a niquel
(Ni?*), y un sitio de reconocimiento de la proteasa proveniente del virus del tabaco (TEV)
para la remocién de la etiqueta de polihistidinas. La purificacion y extraccion de los
plasmidos puros se realizé de acuerdo con lo sefialado por el fabricante del kit ZymoPure
[l MidiPrep Kit (Zymo Research, EE.UU).

4.2 Condiciones de cultivo
El medio utilizado para el crecimiento de las bacterias previo a la purificacion de

plasmidos y como preindculos para la purificacion de proteinas corresponde a Luria-Bertani
(LB; triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 0,17 M) suplementado con
kanamicina 35 pg/mL. El crecimiento en ambos casos se realizd mediante agitacion
constante a 37°C durante toda la noche. Para la produccion de las proteinas de interés, se
utilizé el medio Terrific (triptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, glicerol 0,4 % viv y
KH2PO4/K2HPO4 90 mM pH 7,8), suplementado con kanamicina 35 ug/mL.

4.3 Columnas de afinidad a niquel HisTrap™
Las proteinas que se trabajan en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular

de la Universidad de Chile poseen una etiqueta de polihistidinas, las que forman un enlace
coordinado con iones metalicos previamente unidos a la resina de la columna. En este caso,

se utiliza un ién de Ni** unido a la columna para seleccionar a la proteina de interés.
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4.4 ADN-ligando
La secuencia de doble hebra reconocida por la proteina FoxP1 (5

CAAGGTAAACAAGACAACGTAAACAA-3) fue adquirida previa sintesis en IDT (Integrated
DNA Technologies, EE.UU). Adicionalmente, la secuencia de doble hebra reconocida por la
proteina FoxP1 (5-CAAGGTAAACAAGACAACGTAAACAA-3’) conjugada con la sonda
Alexa Fluor 488 (QY: 0,92). (ThermoFischer Scientific, EE.UU.) en el extremo 3’ fue
adquirida previa sintesis en IDT (Integrated DNA Technologies, EE.UU). Para los
respectivos experimentos, la sonda fue excitada a 480 nm, y el espectro de emision fue
registrado entre los 500-600 nm. En todas las mediciones derivadas de esta sonda, la

emision a 519 nm se utilizé como punto de monitoreo.

4.5 ADN-horquilla
El ADN-horquilla corresponde a un constructo lineal de 1,6 kpb que presenta dos

secuencias de uniéon a FoxP1 (5-CAAGGTAAACAAGACAACGTAAACAA-3’) ubicadas en
sus extremos 3 y 5. La obtencion de este constructo se llevd a cabo mediante
transformacioén de bacterias competentes E. coli (DH5a) con un plasmido PUC conteniendo
el segmento de interés flanqueado por sitios de digestion para Ndel. Posteriormente, se
inocularon 50 mL de medio LB suplementado con kanamicina (35 pg/mL), permitiendo que
las bacterias crecieran durante toda la noche. Para la purificacion del ADN plasmidial
resultante, se utilizé el kit de purificacion ZymoPure Il Plasmid Midi Prep Kit (Zymo
Research, EE.UU), siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez obtenido el ADN
plasmidial, se procedio6 a la digestidon del producto con la enzima de restriccion FastDigest
Ndel (Thermo Fisher Scientific, EE.UU), permitiendo la digestion durante toda la noche, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se llevo a cabo la purificacion
del producto de digestion, realizando primero una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
corriendo el gel a 100 V durante 30 minutos. Luego de la corrida, la banda correspondiente
al fragmento de interés fue cuidadosamente removida con un bisturi y transferida a un tubo
Eppendorf de 1,5 mL. Para purificar el ADN a partir del gel, se empled el kit de purificacion
de ADN mediante adsorcién a silice Ultraclean 15 (MoBio, EE.UU), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Una vez obtenido el producto, se determiné su concentracion
mediante absorbancia a 260 nm en un espectrofotdmetro SynergyHT (BioTEK — Agilent
Technologies, EE.UU). Para la obtencion del ADN-Ahorquilla se siguié un procedimiento

similar pero la digestion se realizé simultaneamente con las enzimas Ndel y BamHI
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4.6 Purificacion FoxP1
La proteina recombinante FoxP1 fue purificada en condiciones desnaturantes

mediante cromatografia de afinidad con Ni?* y posterior cromatografia de exclusion
molecular. En una primera etapa se preparé un preinéculo con 50mL de medio LB
suplementado con el antibiético kanamicina (35 ug/mL), el cual se inoculé con bacterias E.
coli BL21(DE3)-C41 transformadas con el plasmido pET-TEV-FoxP1. El cultivo se incubo
bajo agitacion constante (220 rpm) a 37°C durante toda la noche. Este preinéculo se utilizd
para inocular dos litros de medio Terrific suplementado con kanamicina (35 pg/mL).
Posteriormente el cultivo fue incubado a 37°C hasta que la densidad 6ptica (OD) medida a
600 nm alcanzé un valor de 0,9. En este punto se indujo la expresion de la proteina
mediante la adicion de IPTG a una concentracion final de 0,5 mM, incubando a 25°C por
toda la noche bajo agitacién constante. El cultivo resultante se centrifugd a 6000 rpm

durante 10 minutos a 4°C.

La pella celular fue resuspendida en 100mL de tampdn A (Tris-HCI 50mM pH 7,8;
NaCl 500 mM; B-mercaptoetanol (BME) 2 mM; Imidazol 30 mM, Urea 4M). Tras una
incubacion de 30 min a 37°C, se llevo a cabo la lisis celular mediante ultrasonido, utilizando
pulsos de 30 segundos a un 30% de amplitud con pausas de 60 segundos, sumando un
total de 4 minutos de pulsos. El lisado resultante fue nuevamente incubado por 30 min a
37°C y posteriormente clarificado mediante centrifugacion a 18000 rpm a 4°C durante 30
min. El sobrenadante de esta solucion se cargd en una columna HisTrap™, equilibrada
previamente con tampén A, empleando un filtro de 0,45um y colectando el frente de carga.
Luego, la columna fue lavada con tampon Ay finalmente se realizé un gradiente de elucion
con tampon B (Tris-HCI 50 mM pH 7,8; NaCl 500 mM; B-ME 2 mM; imidazol 500 mM),
colectando las fracciones con mayor absorbancia a 280 nm. La proteina obtenida fue diluida
a 1 mg/mL y suplementada con cloruro de guanidinio (GndCl) 2M. Como paso final se cargd
la muestra en una columna Superdex S200 increase previamente equilibrada con tampon
C (HEPES 20 mM pH 7,8; NaCl 100 mM; BME 2 mM) para separar por tamafo la proteina

de impurezas y purificar el producto mediante cromatografia de exclusién molecular.

Posteriormente se procedi6 a la eliminacion de la etiqueta de histidinas mediante la
adicion de EDTA 0,5M y BME 5mM, seguido de una digestion con la proteasa TEV en una
proporcion de 1:20 (TEV:proteina total). Esta mezcla se incubé durante toda la noche a 4°C.

Finalmente, las proteinas resultantes se centrifugaron a 15000rpm por 10 minutos a 4°C, la
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muestra se dializd6 contra tampon A y se cargd en la columna HisTrap previamente
equilibrada con el mismo tampon, colectando el frente de carga. Se realizé un lavado con
tampon A y se eluyd directamente con tampén B. La fraccion pura de la proteina se

determinoé por SDS-PAGE y se suplementé con GndCl 2M para su almacenamiento.

4.7 Cromatografia de exclusién molecular
Los experimentos se realizaron en un equipo de HPLC Waters modelo 1525

equipado con una columna Superdex 200 increase 10/300 GL (GE Healthcare Bio-
Sciences, EE.UU). La columna se equilibré con 40 mL de tampén C (HEPES 20mM pH 7,8;
NaCl 100mM; BME 2mM). El monitoreo de la elucion de las muestras se realizé siguiendo
la emision de fluorescencia a 320 nm previa excitacion a 295 nm. Se visualizaron de esta
forma las poblaciones monomérica y dimérica de la proteina, determinando los radios
hidrodinamicos (Rn) y pesos moleculares (PM) aparentes de las especies a partir de la
calibracion de los volumenes de elucion respecto a una muestra con diferentes analitos de
peso molecular y radio conocido: ovoalbumina de pollo (44 kDa; 30,5 A), mioglobina de
caballo (17 kDa; 19 A) y vitamina B12 (1,35 kDa; 8,5 A). Para el analisis del equilibrio de
dimerizacién de FoxP1, se cargaron a la columna muestras de 5, 10 y 30 uM de proteina
previamente incubadas a 37°C durante 1 h, determinando el area relativa de cada poblacion

obtenida mediante el analisis del perfil cromatografico asumiendo poblaciones Gaussianas.

4.8 Anisotropia de fluorescencia
Para llevar a cabo la medicidon de anisotropia de fluorescencia, se utilizd el

fluorimetro FP8300 (JASCO corporation, Japon), que se encuentra equipado con una
fuente de luz de Xendn y un set de polarizadores de excitacion y de emision. Las mediciones
se realizaron mediante espectros de emision en el rango de los 500-600 nm previa
excitacion de la muestra a 480 nm utilizando dos diferentes posiciones del polarizador de
emision: paralelo y perpendicular respecto al polarizador de excitacion, haciendo posible la
recopilacién de datos y el calculo de la anisotropia, la que se llevé a cabo con la siguiente

ecuacion (1):

=Gl

r= A0 (1)

I||+ZGIJ_

Foérmula 1. Anisotropia a partir de las intensidades de fluorescencia al equilibrio
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Donde I, e I, corresponden a las intensidades de fluorescencia de emision paralelo
y perpendicular respectivamente (respecto a la orientacion del polarizador de excitacion), y
G al factor de correccién para las diferencias de eficiencia de deteccion del fluorimetro del
plano paralelo y perpendicular en la longitud de onda de emision utilizada para el

monitoreo(LiCata y Wowor 2008).

Para efectos de la construccion de la curva de unidon se determiné ro como el valor
de anisotropia del ADN en ausencia de proteina. Este valor se utilizé para normalizar la

curva de union, graficando r/ro en funcién de la concentracion de proteina.

4.9 Curva de unién FoxP1-ADN
Para determinar la afinidad de FoxP1 y FoxP1AQrich al ADN-ligando, se

construyeron curvas de union midiendo la anisotropia del ADN marcado. Para lo anterior,
200 nM del ADN-ligando conjugado con Alexa Fluor 488 se incubaron con diferentes
concentraciones de las proteinas en un rango de 0-600 nM para FoxP1AQrich y 0-50 uM
para FoxP1 durante 1 h a 37°C. De esta manera se determind la anisotropia de cada
muestra, donde los cambios en esta sefal en funcién de la concentracion de la proteina se

utilizaron para la determinacién de la constante de disociacion.

410 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)
Los ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) fueron llevados a

cabo utilizando geles de poliacrilamida al 6% o al 10% p/v, preparados con tampdén TAE
(1X) (40 mM de Tris-acetato pH 8; 1 mM de EDTA). Todos los ensayos se realizaron a un
voltaje constante de 60V, variando el tiempo de corrida segun el tamafo del ADN empleado
en cada experimento. Se establecié un tiempo de 1 hora y 20 minutos para los experimentos
con ADN-ligando y 3 horas para los experimentos con ADN-horquilla y ADN-Ahorquilla. Tras
cada corrida electroforética, los geles fueron incubados durante 15 minutos en solucion TAE
conteniendo la sonda SybrSafe a una dilucion de 1:1000, permitiendo asi el marcado del

ADN para su posterior visualizacién mediante luz ultravioleta.

411 Descripcidn de la formacion de complejos proteina-ADN
Para evaluar la formacion de complejos entre FoxP1-ADN, se incubé ADN-ligando

a concentracion de 1uM con diferentes concentraciones de las proteinas (FoxP1 y
FoxP1AQrich) en tampdn de unién a ADN (HEPES 20 mM pH 7,8; NaCl 20 mM; BME 2 mM)
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un rango de 0-20 uM durante 1 hora a 37°C. Tras esta incubacion, las muestras fueron
suplementadas con tampén de carga MassRuler (Thermo Scientific, EE.UU) y cargadas en
un gel para EMSA junto con un estandar de peso molecular AccuRuler 1kb (MaestroGen,
Taiwan) para posterior analisis de migracion en la corrida electroforética. En el caso de
determinar la formacioén de horquillas de ADN por la interaccién con las diferentes proteinas,
se incubaron 15 nM del ADN-horquilla con diferentes concentraciones de estas en un rango
de 0-40 uyM en tampdn de unién a ADN durante 1 hora a 37°C. Después de la incubacion,
las muestras se suplementaron con tampén de carga MassRuler y se cargaron en un gel
para EMSA, junto con el estandar de peso molecular AccuRuler 1kb (MaestroGen, Taiwan),

para el analisis de la migracion en la corrida electroforética.

412 Analisis de la curva de unién a ADN
Para el analisis de los experimentos de unién a ADN, se considerd en el caso de

FoxP1 un sitio de unioén, lo cual supone un modelo simple de dos estados que permitiera
explicar el cambio de la sefal de anisotropia observado(Bernetti, Cavalli, y Mollica 2017).
En este contexto, las especies se asumieron como ADN libre y ADN-proteina, tal como se

observa en la ecuacion 2:

ADN + FoxP1 s ADN — FoxP1 (2)

Formula 2.Equilibrio de la formacién del complejo ADN-FoxP1

la constante de disociacion respectiva (Kp) viene expresada como:

K, = [ADN]-[Proteina] (3)

[ADN—-Proteina]

Foérmula 3. Constante de disociacion del complejo ADN-FoxP1

Debido a la naturaleza del experimento (sefal de anisotropia), es que no es posible
determinar directamente las concentraciones de ambas especies, por lo que se utiliza la

ecuacion 4:

Tmax'[Pt] (4)

it = Kp+[Pt]

Formula 4. Sefial de anisotropia normalizada en funcién de la constante de disociacion y
concentracion de proteina total
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Donde r/r, corresponde a la anisotropia normalizada a las diferentes
concentraciones de proteina, y 7,4, €S la sefial maxima alcanzada en el experimento en la
saturacion del ADN; [Pt] corresponde a la concentracion de proteina total utilizado, K

corresponde a la constante de disociacion.

Dado que la curva de union de FoxP1AQrich muestra un comportamiento sigmoideal
y no es posible caracterizar todos los microestados que dan cuenta del cambio de afinidad
de la proteina por el ADN, se utilizé un modelo que considera cooperatividad (Stefan y Le

Novere 2013) (ecuacion 5):

Tmax [Pt]" (5)

r/To (Kos)"+[Pt]™

Formula 5. Sefial de anisotropia normalizada en funcion de la constante 0,5 y concentracion de
proteina total

Donde K 5) corresponde a la constante de disociacion observada que representa el
50% del cambio de r /1, total, y n corresponde al coeficiente de Hill. El coeficiente de Hill
refleja la cooperatividad que puede presentar la union proteina-ADN cooperatividad (Stefan
y Le Novére 2013).
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5. Resultados

5.1 Purificacion de FoxP1
La proteina FoxP1 fue purificada en condiciones desnaturantes a través de

cromatografia de afinidad a Ni?* y posterior exclusion molecular (Materiales y Métodos),
obteniéndose 25mg de proteina total. La pureza de la proteina fue determinada a través de

su perfil de movilidad electroforética en SDS-PAGE (Figura 3).

A) kDa

Figura 3. Purificacién de FoxP1. A) Estandar de peso molecular AccuRuler, utilizado para identificar la proteina
FoxP1 por tamarfio (~75kDa). B) Electroforesis de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE) de
las etapas de purificacion de la proteina. Se muestran, de izquierda a derecha: 1) estandar de peso molecular,
2) frente de carga, 3) lavado con tampén A, 4) eluido en gradiente con tampén B.

5.2 Propiedades de dimerizaciéon de FoxP1
Continuando con la caracterizacion de la proteina, se decidi6 analizar qué tan

favorecido esta el dimero de FoxP1 respecto a lo descrito para el dominio de unién a ADN
aislado(Exequiel Medina y cols. 2019) y FoxP1AQrich(Cruz y cols. 2023). Considerando las
propiedades de formacién de agregados del dominio rico en Q(S. Chen y cols. 2002;
Gemayel y cols. 2015b; Nagai y cols. 2000) es que se realizaron experimentos de
cromatografia de exclusion molecular (SEC) a diferentes concentraciones de FoxP1, con el
fin de determinar la dependencia de la formacién de posibles estados cuaternarios en
funcion de la concentracion de proteina. Para esto, se utilizé la proteina a concentraciones
entre 5-30 uM. El cromatograma resultante (Figura 4A) muestra la presencia de soélo dos
poblaciones predominantes: la primera con un tiempo de retencién de 17 minutos y la
segunda con un tiempo de retencion de 20 minutos. Considerando la curva de calibracion

(Materiales y Métodos), estos tiempos de retencién suponen valores de R, de 54y 36 A, y
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los pesos moleculares estimados de las especies detectadas son de 175 y 76 kDa,
respectivamente. Los valores obtenidos son consistentes con el dimero y el monémero,
respectivamente, aunque el peso molecular del dimero es superior a lo estimado por lo

observado con los monémeros (2-76 kDa).

Posteriormente se realizé un analisis de los cromatogramas obtenidos para
determinar las poblaciones relativas de las especies, considerandolas como poblaciones
gaussianas (Materiales y Métodos)(Figura 4B). A partir de este analisis, se determind que
la poblacion de proteina dimérica aumenta a medida que aumenta la concentracién de
proteina total; sin embargo, la fraccion monomérica sigue siendo mayoritaria independiente
de la concentracion de proteina total, lo que sugiere que el equilibrio esta favorecido hacia
el mondmero. Con los datos obtenidos, se pudo determinar la constante de disociacion (Kq)
de la proteina, obteniéndose un valor de 14 £ 2 uyM. En ese sentido, los datos entregados
por este experimento sugieren que la presencia dominio rico en Q genera un aumento
significativo de la constante de disociaciéon (Kq) de FoxP1 en comparacién a FoxP1AQrich
(~20 nM).
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Figura 4. Propiedades de dimerizacion de FoxP1. A) Perfil cromatografico de exclusién molecular de FoxP1,
indicando el perfil a 5, 10 y 30 uM. B) Analisis de las poblaciones usando un modelo de gaussianas, donde se
determind la concentracién de dimero y monémero en funcion de la concentracién de proteina total cargada,
construyendo una curva de concentracion de [Dimero] vs [MonémeroJ?. Considerando un sistema en equilibrio,
se utilizo una recta que se ajusta a la ecuacion [dimero] - K; = [monémero]?. A partir de este analisis se obtuvo
la constante de dimerizacién de la proteina (Ky) de 14 + 2uM.
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5.3 Determinacion de la afinidad de FoxP1 con el ADN

Una vez obtenida la proteina purificada, se procedid a realizar su caracterizacion
funcional, centrandose especialmente en comprender la afinidad de FoxP1 por el ADN. Para
abordar esta interrogante, se construyeron curvas de union de la proteina con ADN-ligando,
el cual posee 26 pb y el sitio de reconocimiento para FoxP1, conjugado con Alexa Fluor 488
en el extremo 3’ (Materiales y Métodos). Se incub6 200 nM del ADN con diversas
concentraciones de la proteina FoxP1 en un rango de concentraciones entre 0-600 nM
durante 1 hora a 37°C. Este rango fue determinado en primera instancia considerando la
informacion respecto a la alta afinidad de la proteina FoxP1AQrich al ADN usado(Cruz y
cols. 2023).

Se observd que el ADN en presencia de FoxP1AQrich exhibe un aumento en la
anisotropia en el rango de concentraciones usado, evidenciando la formacion del complejo.
En comparacion, en presencia de FoxP1, el ADN muestra una anisotropia sin cambios
significativos, indicando cualitativamente una menor afinidad respecto a FoxP1AQrich.
Ademas, la curva en presencia de FoxP1AQrich muestra un comportamiento sigmoidal que

sugiere cooperatividad para la formacion del complejo (Figura 5A).

Debido a lo observado con FoxP1, se procedi6 a realizar una segunda curva de
unidn con un espectro mas amplio de concentraciones. En este caso, se utilizé un rango de
concentraciones hasta 20 uM. El grafico resultante (Figura 5B) muestra un aumento de la
sefal de anisotropia en el rango de 1-5 uM, sugiriendo cualitativamente que la presencia

del dominio rico en Q disminuye la afinidad de la proteina por el ADN blanco.

Ambas proteinas fueron analizadas mediante un modelo simple de dos estados que
considera la formacion de un complejo proteina-ADN a partir de proteina y ADN libres
(Materiales y Métodos). Estos datos permitieron determinar la constante de disociacion (Kp)
para la formacién del complejo proteina-ADN de FoxP1, que alcanza un valor de 2,5 + 0,25
MM, notablemente superior al de FoxP1AQrich (Kp,s = 0,36 + 0,12 uM). Ademas, el valor
de Hill para ambas proteinas fue de 1,2 £ 0,2 y 2,2 + 0,6 para FoxP1 y FoxP1AQrich,
respectivamente, evidenciando que solo la formacién del complejo FoxP1AQrich presenta
cooperatividad (ver seccion Discusion). Otra diferencia observada es la amplitud de la curva
de unién de FoxP1AQrich (r/ro~ 1,4) con la de FoxP1 (r/ro ~1,25), indicando, en principio,

que FoxP1AQrich forma un complejo de radio hidrodinamico mayor que FoxP1 con el ADN.
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Figura 5. Analisis de datos de anisotropia de fluorescencia en funcion de la concentracién de proteina. A) Curva
de anisotropia del ADN conjugado normalizada (r/ro), en funcién de la concentracién de proteina en un rango
de 0 a 600 nM. La curva representa el ajuste de los datos de la proteina FoxP1AQrich a un modelo de unién
cooperativo, la cual muestra un un factor de Hill de 2,2 + 0,6. B) Curva de anisotropia normalizada (r/ro) en
funcién de la concentracion de FoxP1 en un rango de 0 a 20uM. Los datos fueron ajustados al mismo modelo
general de unién, mostrando un comportamiento no cooperativo con un factor de Hill de 1,2 + 0,2.

5.4 Evidencias de la formacion de complejos proteina-ADN para
FoxP1 y FoxP1AQrich
Una vez determinada la afinidad de la proteina por el ADN a través de los ensayos

de anisotropia, se opt6 por realizar ensayos de cambio en la corrida electroforética (EMSA),
con el fin de obtener una perspectiva visual de las diferencias en la afinidad de la proteina
por el ADN y la formacion de los diferentes complejos proteina-ADN. Para esto, se realizd
una corrida electroforética en geles de poliacrilamida en condiciones nativas (Materiales y
Métodos), preparando mezclas de ADN-ligando no conjugado a 1 uM con FoxP1AQrich y

FoxP1 a diferentes concentraciones, en un rango entre 1-50uM.

Los resultados muestran como la banda correspondiente a ADN-ligando varia en su
patrén de migracion, disminuyendo a medida que aumenta la concentraciéon de
FoxP1AQrich, llegando a ser casi imperceptible a una concentracion de 20uM (Figura 6A).
Por otro lado, FoxP1 no parece influir significativamente en la migracion del ADN,
corroborando la menor afinidad que fue evidenciada anteriormente (Figura 5), aunque es
posible visualizar la aparicion de una banda de mayor peso molecular, por lo que con el

aumento en la concentracion de FoxP1 se estaria favoreciendo la formacion del complejo
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proteina-ADN, y por ende, la formacion de un complejo molecular de mayor tamafio, lo cual

se traduce en un cambio en el patron de migracion electroforética del ADN-ligando.

FoxP1AQrich

FKH(A39P) 5uM
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Figura 6. Estudios de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) en gel de poliacrilamida al 10% para analisis
de afinidad de FoxP1 y FoxP1AQrich con el ADN-ligando. A) De izquierda a derecha se visualizan las bandas
correspondientes a: ADN-ligando 1uM, FoxP1AQrich (1uM — 20uM), carril vacio, FoxP1 (1uM — 50uM) y ADN-
ligando. Las flechas en amarillo indican la intensificacion de las bandas de alto peso molecular a medida que
aumenta la concentracion de FoxP1. B) De izquierda a derecha se visualizan las bandas correspondientes a:
Estandar de peso molecular, ADN-ligando individual 1uM y ADN-ligando en presencia de FKH(A39P) 5uM.

5.5 Purificacion de ADN-horquilla
Una vez que se logré caracterizar el comportamiento de la proteina con respecto a

la formacion de complejos y afinidad por el ADN, se procedié a analizar su capacidad para
conectar regiones distantes de ADN, empleando el modelo experimental basado en la unién
de FoxP1 a ADN-horquilla, un constructo lineal de 1,6 kpb que en sus extremos 3’y 5
contiene la secuencia de union a FoxP1 (5'- CAAGGTAAACAAGACAACGTAAACAA-3’)
unidas por una region enlazante que tiene una secuencia azarosa (Figura 2). El modelo se
basa en que la unidn simultanea de cada extremo del ADN-horquilla con cada uno de los
sitios de unién del dimero de FoxP1 genera un cambio topolégico tal que el patron de
migracion de este ADN en una corrida electroforética se vera alterado en caso de estar

unido a la proteina de esta forma. Para cumplir con este objetivo fue necesario disefiar y
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purificar el ADN-horquilla, asi como estandarizar los ensayos de cambio en la movilidad
electroforética (EMSA), lo que permitié detectar y analizar cambios topoldgicos del ADN en

presencia de la proteina.

La obtenciéon del ADN se llevé a cabo a partir de la purificacion de ADN plasmidial de
bacterias competentes E. Coli DH5a transformadas con un plasmido que contiene la
secuencia del ADN-horquilla flanqueada por sitios de restriccion para la enzima Ndel, lo que
permite su purificacion a partir de la digestién del plasmido con esta enzima y posterior
separacion por tamafno en un gel de agarosa. Ademas, este constructo contiene un sitio de
restriccion para BamHI, que permite la eliminacidon de un sitio de uniéon a FoxP1. Como se
puede observar (Figura 7), la digestién del ADN plasmidial resulté ser exitosa ya sea para
obtener el ADN-horquilla obtenido a través de la digestion con Ndel (Figura 7A), o ADN-
Ahorquilla (solo un sitio de unién a FoxP1) (Figura 7B) obtenido con la co-digestion de Ndel
y BamHlI, pudiendo resolver la separacion por tamario del ADN plasmidial residual y el ADN-
Ahorquilla, que migra en concordancia con su tamafio de 1,6 kpb. Ambas bandas fueron

purificadas desde el gel (Materiales y Métodos).

A) B)

Su1 ADN-horquilla Su2 ADN-Ahorquilla Su2

Q) Ndel D) Ndel + BamHI

Figura 7. Digestién del plasmido PUC-horquilla para obtenciéon de ADN-horquilla y ADN-Ahorquilla. A) y B)
llustracion plasmido PUC-horquilla. Los sitios de restriccion para Ndel, BamHI| y Hindlll se indican segun su
ubicacion en el constructo, ademas de los sitios de union a FoxP1 (SU1 y SU2), que comparten exactamente
la misma secuencia. La linea punteada indica el producto de la digestion con Ndel (A), o de la co-digestion
usando Ndel + BamHI, donde el SU1 es eliminado del constructo, lo cual se indica por su decoloracién. C) y D)
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Perfil electroforético de la digestion con enzimas de restriccion del plasmido PUC para obtencion de ADN-
horquilla y ADN-Ahorquilla. Ensayo realizado en gel de agarosa 1%. C) Digestion con Ndel para obtencion de
ADN-looping (~1,6kpb) lo cual se visualiza en las bandas que migran leventemente por sobre los 1,5kbp con
respecto al estandar. D) Co-digestion con las enzimas BamHI y Hindlll para la obtencién de ADN-Ahorquilla.
Este constructo solo tiene un sitio de unién para FoxP1, sin embargo, la diferencia de tamario con el ADN-
horquilla es muy baja para ver diferencias en la migracion electroforética (26bp), por lo que el perfil de la corrida
de la banda es similar al de la digestion con Ndel. Para cada digestion, se muestran cuatro réplicas. Sin
embargo, el vector PUC posee sitios adicionales para BamHI| -no mostrados- que permite diferenciar la
migracion del vector digerido ya sea con Ndel (2393, 1594 y 186 pb) o con la co-digestion (2140 pb, 1560, 253,
186 y 34 pb). Las lineas amarillas remarcan la migracién a 3kpb y 1,5kpb segtn el estandar de peso molecular
para mostrar la diferencia de migracién entre el ADN-horquilla (A) y ADN-Ahorquilla (B) ademas de las
diferencias de migracion de sus respectivos vectores digeridos.

5.6 Determinacion de la capacidad de FoxP1 para la formacion de

horquillas de ADN
Una vez obtenido el ADN-horquilla y ADN-Ahorquilla, se dio paso a la determinacion

de la capacidad de FoxP1 para la formacién de horquillas de ADN. En primer lugar se realizd
un EMSA empleando ADN-Ahorquilla; este constructo solo tiene un sitio de unién para
FoxP1, por lo que no tiene la posibilidad de formar horquillas de ADN, y por lo tanto sirve
para caracterizar el patron de migracion electroforética de todos los complejos proteina-
ADN excepto la formacion de horquillas, facilitando la identificacion de estos complejos en

los siguientes ensayos.

En primer lugar se realiz6 un EMSA preparando ADN-Ahorquilla a una concentracion
constante de 15nM con FoxP1 y FoxP1AQrich a concentraciones de 200 nM y 2uM, con el
fin de establecer los complejos a concentraciones menores y mayores ~Kp, de acuerdo con
los valores informados anteriormente. Adicionalmente, se utilizé una mutante del dominio
de unién a ADN (FKH) -A39P- previamente descrita(E Medina y cols. 2016) que favorece
significativamente la especie monomeérica en el equilibrio monémero=dimero. Esta proteina
que solo posee el dominio FKH (A39P) posee una afinidad por el ADN similar a lo observado
por la proteina FoxP1AQirich, lo cual fue confirmado mediante EMSA usando ADN-ligando
con 5uM FKH(A39P) mostrando una disminucion significativa de la banda del ADN libre
(Figura 6B).

La corrida electroforética del ADN-Ahorquilla con las proteinas no mostré cambios a
concentraciones del orden nM (Figura 8A), aunque se puede observar como las muestras
incubadas con proteina a 2uM si cambian el patron de corrida. En primer lugar, la mutante
FKH(A39P) a 2uM que se encuentra principalmente como un mondémero en solucion,
muestra un cambio de migracion que da cuenta de la formacion del complejo FKH(A39P)-

ADN migrando levemente por sobre la banda correspondiente al ADN-Ahorquilla,
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correspondiente a la adicion de un mondémero. Adicionalmente, se muestra una segunda
banda a 3 kpb que esta en menor concentracién, lo que podria corresponder a formacion
de un complejo dimérico con dos moléculas de ADN-Ahorquilla, que se explica por lo
favorecida que esta la especie monomeérica, de manera que la acumulacion del dimero es
mucho menor. Por otro lado, FoxP1AQrich, que esta presente principalmente como un
dimero en solucién, muestra dos bandas de migracion con una leve diferencia respecto a
FKH(A39P), lo que se explica por la diferencia en tamafo de estas proteinas (~120
residuos). Una de las bandas coincide con la migracién del estandar de peso molecular a 3
kpb y la otra con la banda del complejo mondmero-ADN (Figura 8A). Estos resultados dan
cuenta de la formacion de dos complejos FoxP1AQrich-ADN diferentes: uno formado por el
monoémero de la proteina, que tiene una diferencia de tamafio con FKH(A39P) debido a la
presencia del dominio cremallera de leucina y la region conectora, mientras que la forma
dimérica de FoxP1AQrich estaria uniendo dos moléculas de ADN-horquilla, ya que la
migracién de la segunda banda indica un tamafio de 3 kpb, lo que corresponde
aproximadamente al doble del tamafio de una molécula de ADN-Ahorquilla individual.
Finalmente FoxP1 muestra una banda de gran tamafio molecular, excediendo el limite de
resolucion del estandar de peso molecular, por lo que, si bien se forma un complejo FoxP1-
ADNAhorquilla, no es posible estimar su tamano. Sin embargo, por la naturaleza del
dominio Qrich y sus capacidades de favorecimiento de la formaciéon de multimeros y
condensados no se descarta la posibilidad de que se esté formando este tipo de complejos
(Figura 8B). Estos resultados dan cuenta del impacto de las proteinas (mondémeros,
dimeros) sobre la migracion relativa del ADN-Ahorquilla, asi como de los distintos complejos

que se pueden observar de acuerdo con los cambios en el patron de corrida electroforética.
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Figura 8. EMSA en gel de poliacrilamida al 6%. A) Se muestra la migracién del ADN-Ahorquilla en funcion de la
concentracion de las proteinas usadas en esta investigacion. De izquierda a derecha se visualiza: ADN-
Ahorquilla, FKH(A39P) 200nM, FoxP1AQrich 200nM, FoxP1 200nM, FKH(A39P) 2uM, FoxP1AQrich 2uM,
FoxP1 2uM. FoxP1 a 2uM muestra una banda de alto peso molecular que supera el limite de resolucién del
estandar de peso molecular. B) Esquema de los posibles complejos proteina-ADNAhorquilla formados y sus
respectivos pesos moleculares de acuerdo a su patréon de migracién, ya sea a través de la unién de un
mondémero (M) o un dimero (D) (amarillo) al ADN-Ahorquilla (rojo). La distancia entre las lineas azules sefiala la
diferencia de tamafio que hay entre los complejos formados por FKH(A39P) y FoxP1AQrich por la presencia del
dominio LZ, también se muestra la banda que excede la resolucion del estandar del complejo FoxP1(2uM)-
ADNAhorquilla, la cual no se puede caracterizar por su gran tamario.

5.7 Formacién de horquillas
Una vez caracterizados los distintos complejos proteina-ADNAhorquilla se procedio

a analizar la formacion de horquillas de ADN preparando muestras con ADN-horquilla y
FoxP1AQrich. EI ADN se mantuvo a una concentracion constante de 15nM mientras que la
proteina se utilizé en un rango de concentraciones entre 15 y 750nM. Adicionalmente, se
preparé una muestra de ADN-horquilla (15nM) y FKH(A39P) a 750nM.
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Los resultados (Figura 9) muestran cambios en la corrida electroforética, tal como
se observo en el experimento anterior al aumentar la concentracion de proteina: a 150nM
se puede ver la formacion de un complejo de tamafio levemente mayor al ADN-horquilla
individual, lo que da cuenta de la uniéon del monémero de FoxP1AQrich al ADN, mientras
que al aumentar la concentracion al doble se observa un nuevo cambio en la migracion,
dando cuenta de la formacion de un complejo formado por el dimero de FoxP1AQrich y el
ADN. Finalmente, al aumentar la concentracion de proteina a 750nM, lo que equivale a una
proporcion estequiométrica de 50:1 (proteina-ADN), se observa una banda de gran tamano
molecular, excediendo el limite de resolucién del estandar de peso molecular. FKH(A39P)
750nM muestra un patron de migracion similar, con una migracion levemente mayor que
FoxP1AQrich, lo cual se podria relacionar con la diferencia de tamafio del complejo formado
entre estas proteinas y el ADN por la presencia del dominio LZ en FoxP1AQrich. El patrén
de migracion anémalo observado para las proteinas a concentracién 750nM da cuenta de
la formacién de horquillas en los complejos formados con FoxP1AQrich y FKH(A39P), esto
porque el cambio en el tamafio molecular de las bandas observadas no se condice con el
tamafio de los complejos observados en el control realizado con ADN-Ahorquilla,
entendiendo entonces que esta banda corresponde a un cambio en la topologia del ADN,

ya que esta variacion si podria generar un cambio significativo en la migraciéon observada.
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Figura 9. EMSA en gel de poliacrilamida al 6%. A) Se muestra la migracion del ADN-horquilla en funcién de la
concentracion de las proteinas usadas en esta investigacion. De izquierda a derecha se observa: Estandar de
tamafio molecular, ADN-horquilla, FoxP1AQrich (15nM — 750nM) y FKH(A39P) 750nM. En las ditimas dos
bandas se observa un patron de migracion anémalo, por la formacion de un complejo molecular de baja
migracion, pero distinto a los observados en el control con ADN-Ahorquilla. Esta diferencia en gran magnitud de
la migracion da cuenta de un cambio en la topologia del ADN y por ende de la formacién de un complejo tipo
horquilla. B) llustracion esquematica de los distintos complejos formados por FoxP1AQrich (amarillo) en su
estado monomérico (M) o dimérico (D) con el ADN-horquilla (rojo), de acuerdo con sus respectivos tamafios y
patrones de migracion. ALZ se refiere a la diferencia de tamafo entre los complejos formados por el ADN-
horquilla con FoxP1AQrich y FKH(A39P) dado que esta ultima proteina no posee el dominio LZ.

Por ultimo, se realiz6 un EMSA con la proteina FoxP1 en un rango de
concentraciones entre 15nM y 40uM (Figura 10), para determinar su capacidad de
formacion de horquillas al formar con un complejo FoxP1-ADN-horquilla. En este gel se
puede observar un fendmeno similar a los geles anteriores, con la aparicion de bandas que

dan cuenta de la formacion de al menos cuatro complejos FoxP1-ADN-horquilla diferentes.
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A una concentracion de proteina de 750nM se evidencia el primer cambio en la migracion
de las bandas, mostrando un complejo con un migracién menor con respecto al ADN-
horquilla, dando cuenta de la formacion de un complejo con la forma monomérica de FoxP1
y el ADN; a esa misma concentracion es posible observar una segunda banda con tamafo
molecular mayor, lo que estaria evidenciando la presencia de un complejo formado por un
dimero de FoxP1 unido a dos moléculas de ADN-horquilla. Por otro lado, al aumentar la
concentracién de proteina a 2uM ocurre un nuevo cambio en el patron de corrida,
mostrando una intensificacion de la banda correspondiente a un tamano molecular de 3
kpb, lo que corresponderia a la formacién de un complejo con la forma dimérica de la
proteina unida a dos moléculas de ADN-horquilla, que se ve aun mas favorecido por el
aumento de la concentracion de proteina. Finalmente al aumentar la concentraciéon a 10uM
se observa la formacion de un complejo de gran tamafio molecular, superando el limite de
resolucion del gel, lo cual se mantiene a medida que aumenta la concentracion de proteina.
Estos resultados dan cuenta de la capacidad de FoxP1 para formar complejos moleculares
con el ADN, los cuales se pueden observar principalmente a concentraciones de proteina
desde 2uM, sin embargo, por el tamafio molecular de las especies formadas, no es posible
determinar si esta ocurriendo o no la formacién de horquillas, ni tampoco se puede descartar
la posibilidad de que se estén formando complejos de mayor tamafo o condensados

moleculares (Figura 9B).
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Figura 10. EMSA en gel de poliacrilamida al 6%. A) Se muestra la migracién del ADN-horquilla en funcion de la
concentracion de las proteinas usadas en esta investigacion. De izquierda a derecha se observa: Estandar de
tamarfio molecular, ADN-horquilla, FoxP1A (15nM — 40uM), estandar de peso molecular. B) llustracion
esquematica de los distintos complejos formados por FoxP1 (amarillo) en su estado monomérico (M) o dimérico
(D) con el ADN-horquilla (rojo), de acuerdo con sus respectivos tamafios y patrones de migracion. Para las
bandas de que representan un tamarfio molecular que excede el limite se han representado los posibles
complejos moleculares que podrian dar cuenta de este comportamiento (ver discusion).



29

6. Discusion

En esta investigacion se examinaron las caracteristicas funcionales del factor de
transcripcion humano FoxP1, poniendo énfasis en su interaccién con el ADN y capacidad
de unir regiones distantes del ADN a través de un modelo de estudio in vitro basado en la
formacion de horquillas de ADN. Ademas, se puso especial atencién en comprender el rol
que juega el dominio enriquecido en glutaminas (Qrich), comparando el comportamiento de
FoxP1 con la mutante de delecion FoxP1AQrich, y con el dominio Forkhead (FKH(A39P))

de unién a ADN aislado.

6.1 Estado oligomérico de FoxP1
El analisis por cromatografia de exclusién molecular revel6 dos especies con radios

hidrodinamicos de 54A y 36A, cuyo pesos moleculares correspondientes extraidos son de
175kDay 76kDa. Estos hallazgos apuntan a la existencia de formas monomérica y dimerica
de FoxP1, predominando la forma monomeérica en todas las concentraciones examinadas.
A partir de estos datos, se elabord una curva que relaciona la concentracion de dimero y
mondmero® a partir del andlisis de los cromatogramas obtenidos, permitiendo la
cuantificacion de las poblaciones de dimeros y mondmeros mediante analisis de ajuste
gaussiano, a través del cual se estimo una constante de disociacion (Kq) de la proteina en
aproximadamente 14 uM. Este valor representa un incremento considerable en la Ky en
comparacion con FoxP1AQrich, cuya Ky es aproximadamente 0,02uM(Cruz y cols. 2023).
Se ha sugerido que los dominios intrinsecamente desordenados influyen en las
interacciones intermoleculares de los factores de transcripcion(Brodsky, Jana, y Barkai
2021; Exequiel Medina y cols. 2020; Sabari y cols. 2018). En concordancia con esta
perspectiva y los resultados obtenidos, es plausible que el dominio Qrich module la
dimerizacion de FoxP1, disminuyendo intrinsecamente la dimerizaciéon de la proteina,

subrayando su papel regulador en las interacciones moleculares.

6.2 Afinidad de FoxP1 por el ADN
La afinidad de FoxP1 por el ADN fue investigada a través de la interaccion con ADN-

ligando conjugado con Alexa fluor 488, evaluando cambios en la anisotropia en funcién de
la concentracion de proteina. Se empled un modelo de dos estados para analizar los datos,
el cual considera la formacién de complejos proteina-ADN a partir de sus componentes

libres. Utilizando este enfoque, se determinaron las constantes de disociacion (Ko y Ko s))
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para FoxP1 y FoxP1AQrich respectivamente, obteniendo un valor de 2,5 + 0,25 uM. Este
valor es considerablemente mas alto que el de FoxP1AQrich, que es de 0,36 £ 0,12 uM, lo
que implica que el dominio Qrich influye en la uniéon de FoxP1 al ADN y en su dimerizacion.
Estos hallazgos concuerdan con la literatura, la cual sugiere que los dominios

intrinsecamente modulan la afinidad y la actividad de las proteinas hacia el ADN.

Ademas, la anisotropia de FoxP1 siguid un perfil hiperbdlico de 0 a 20 uM con un
factor de Hill de 1,2 £ 0,2, lo que no permite tener certezas sobre si el comportamiento de
union a ADN es no cooperativa. En contraste, FoxP1AQrich exhibié una curva de
anisotropia sigmoide con un factor de Hill de 2,2 + 0,6, indicativo de una unidén cooperativa.
Dado que la Ky de la proteina es de aproximadamente 20nM y considerando el rango de
concentraciones estudiadas (0 a 600nM), es plausible que la acumulacion del dimero de
FoxP1AQrich sea un factor importante en su afinidad por el ADN. En ese sentido, es
interesante el efecto que tiene el dominio Qrich en la proteina, cambiando su
comportamiento de un cooperativo a uno no cooperativo. Esto probablemente tenga
relacion con la modulacién de la dimerizacién de FoxP1, que al verse desfavorecido, el
comportamiento observado corresponde principalmente a la formacion del complejo
monémero-ADN de FoxP1, que mantendria una afinidad constante por el ligando. En ese
sentido se ha demostrado previamente que la unién del ADN a FoxP1AQrich estabiliza los
dominios FKH en el dimero in vitro (Cruz y cols 2023). Esto, en conjunto con los resultados
expuestos da cuenta de que la formacion del complejo FoxP1-ADN es un proceso dinamico,
que podria estar interconectado con el equilibrio monémero=dimero de la proteina a través
de un complejo sistema de regulacién, el cual podria estar siendo modulado por el dominio
Qrich.

Por otro lado, la diferencia en el tamafio de los complejos formados se sugiere a
partir de la amplitud de las curvas de anisotropia, siendo de ~1,4 para FoxP1AQrich-ADN
ligando y de ~1,25 para FoxP1-ADN ligando. Se debe considerar que un aumento en la
anisotropia del ADN estaria indicando la formacién de un complejo de mayor radio
hidrodinamico, por lo que FoxP1AQrich-ADN ligando forma un complejo de mayor tamano
que FoxP1, a pesar de la falta del dominio Qrich. Este fendmeno podria explicarse por la
predominancia de la forma monomérica de FoxP1, segun lo indican los datos de SEC
(Figura 4), implicando que los cambios en anisotropia se deben a la formacion de complejos

FoxP1 (mondmero)-ADN ligando. Por otro lado, FoxP1AQrich tiende a permanecer como
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dimero en el rango de concentraciones examinado, formando complejos tipo FoxP1AQrich,-
ADN_.

Los ensayos de movilidad electroforética (EMSA) confirmaron la mayor afinidad de
FoxP1AQrich por el ADN. Como se muestra en la Figura 6A, FoxP1AQrich modifica el patron
de corrida electroforética del ADN ligando a concentraciones de proteina de 1uM en el limite
inferior del rango de concentraciones analizado. Por otro lado, aunque no se observan
cambios notables en FoxP1 a bajas concentraciones, al incrementarla entre 10 yM y 50 yM,
surge una banda de alto peso molecular que se intensifica con la concentracion, lo cual
sugiere la formacion de complejos FoxP1-ADN. A partir de la intensificacion de las bandas
en el gel con el aumento de la concentracion de proteina, se deduce que la formacion de
estos complejos es dependiente de la acumulacion del dimero de FoxP1 y/o de la formacion
de complejos moleculares de mayor tamafo. Una forma de resolver esta hipotesis seria
realizar ensayos de EMSA con ADN ligando utilizando geles de menor porcentaje, con el fin
de aumentar la resolucion a pesos moleculares mayores. Sin embargo, en esta
investigacion se optd por utilizar la migracién del ADN libre (bajo peso molecular) para

evaluar la fraccion de ADN unido.

Los resultados entonces sugieren que la interaccion de FoxP1 con el ADN esta
altamente influenciada por la acumulacion de complejos multiméricos, dentro de lo cual
podria incluir la formacion de condensados moleculares in vitro, teniendo en cuenta la
capacidad de los dominios Qrich para regular interacciones intermoleculares y promover la
formacion de estos condensados. Este comportamiento podria estar siendo favorecido a
medida que aumenta la concentracion de FoxP1, fomentando la condensacion del ADN con
la proteina mediante interacciones inespecificas entre los dominios Qrich, considerando
ademas que la distribucion y densidad de carga en las moléculas de ADN puede afectar
sus interacciones con otras biomoléculas, como proteinas o ARN, lo que a su vez puede
influir en la separacion de fases(Fraccia y Zanchetta 2021). A través de estos resultados se
plantea una vision mas compleja de los mecanismos que regulan las interacciones FoxP1-

ADN y con un rol crucial de los dominios Qrich en estos procesos.
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6.3 Caracterizacion de complejos moleculares FoxP1-ADN
Después de completar la caracterizacion funcional de FoxP1, se llevé a cabo un

analisis detallado de su capacidad para formar complejos tipo horquilla, realizando ensayos
EMSA para analizar los complejos que FoxP1, FoxP1AQrich y FKH(A39P) podrian formar
con el ADN-Ahorquilla (Figura 8A). En este sentido, el ADN-Ahorquilla fue disefiado debido
a que elimina la posibilidad de generar horquillas en presencia de la proteina, ya que posee

un unico sitio de unién para FoxP1.

Durante el analisis se identificaron complejos conformados por las proteinas en sus
estados monomeéricos o diméricos, asi como aquellos que contenian una o dos moléculas
de ADN-Ahorquilla. Los resultados revelaron que, cuando las diferencias en los complejos
estaban vinculadas al tamafio de las proteinas que se unen al ADN-Ahorquilla, los cambios
observados eran sutiles, observandose pequefias variaciones en la distancia de migracién
entre los complejos formados por FoxP1AQrich y FKH(A39P) a una concentracion de 2uM.
Estas diferencias se relacionarian con la ausencia del dominio cremallera de leucina (LZ)
en FKH(A39P). En ese sentido, al analizar en detalle el carril correspondiente a FKH(A39P)
a una concentracion de 2uM se muestra una banda que se ubica ligeramente por encima
de la migracién del ADN-Ahorquilla aislado, y otra, aunque menos evidente, a 3kpb, dando
cuenta de la formacion de un complejo formado por FKH(A39P) en su forma dimérica, unida
a dos moléculas de ADN, interesantemente, esto ocurre pese a que la mutacion A39P
aumente considerablemente la Kq de la proteina, por lo que la unién del ADN podria estar
favoreciendo la dimerizacién de FKH(A39P). Por otro lado, FoxP1AQrich exhibié bandas
similares pero con una migracion levemente menor debido a su mayor tamafio derivado de
la presencia del dominio LZ, por lo que también estaria formando complejos
FoxP1AQrich(monédmero)-ADNAhorquilla y FoxP1AQrich(dimero)-ADNAhorquillaz. Estos
resultados corroboran al menos la hipétesis sobre la habilidad de las proteinas FoxP de unir

dos moléculas de ADN en su estado dimérico, algo excepcional dentro de la familia.

En el caso de FoxP1, solo se observa una banda de alto peso molecular que supera
el limite de resolucion del estandar de tamafio molecular. Dado que el ADN empleado para
este ensayo no puede formar horquillas y las bandas correspondientes a la uniéon de dos
moléculas de ADN-horquilla son claramente visibles en los carriles de FoxP1AQrich y
FKH(A39P) a 3 kpb, es plausible que se esté formando un complejo multimérico de mayor

tamafio y complejidad, como un tetramero unido a cuatro moléculas de ADN o un
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condensado molecular (Figura 8B). Esta ultima opcién no se descarta, ya que se ha
informado que los dominios intrinsecamente desordenados de los factores de transcripcion
suelen modular este tipo de procesos biolégicos mediante interacciones inespecificas, en
este caso, entre los dominios Qrich de las proteinas en solucién y el ADN-Ahorquilla, asi
también, se ha reportado que los dominios ricos en glutaminas favorecen la tetramerizacion

del factor de transcripcion TLE1(Brodsky, Jana, y Barkai 2021; S. Wang y cols. 2011).

Al analizar estos resultados se concluye que los cambios en la migracion del ADN
estan primordialmente determinados por la cantidad de moléculas de ADN-Ahorquilla
involucradas en la formacién del complejo (una o dos). Mientras que la union de proteinas
o complejos proteicos de distinto tamafio generan cambios en menor grado, aunque visibles

de todas maneras.

Estos hallazgos proporcionan informacion valiosa para el analisis de la formacion en
los ensayos de EMSA, permitiendo discernir entre cambios ocasionados por el tamafo neto
del complejo y alteraciones relacionadas con cambios topolégicos del ADN, como la

formacion de horquillas.

6.4 Formacién de horquillas
La caracterizacién de los complejos FoxP1-ADNAhorquilla continué con un analisis

de la formacion de complejos tipo horquilla mediante ensayos de EMSA, donde se
monitorearon las alteraciones en la migracion del ADN-horquilla a distintas concentraciones
de FoxP1AQrich y FKH(A39P). La electroforesis sugiere la existencia de cuatro complejos
moleculares diferenciados. A 150nM de FoxP1AQrich, se detecté una banda que migraba
ligeramente por encima del ADN-horquilla solo, sugiriendo un complejo de ADN-horquilla
ligado a dos mondmeros de FoxP1AQrich. Al elevar la concentracién a 300nM, la migracion
disminuyd aun mas, indicando un posible desplazamiento hacia la formaciéon de un

complejo dimérico, consistente con la union de ADN a dos dimeros de FoxP1AQirich.

A 750nM, se distinguen dos bandas adicionales. La primera, correspondiente a un
complejo molecular de 3kpb, esto denota la formacién de un ensamblaje que incorpora dos
moléculas de ADN-horquilla, presumiblemente unidas en sus extremos a un dimero de
FoxP1AQrich, lo cual explica su migracion levemente reducida. La segunda banda, de un

tamafio molecular mayor y fuera del rango de resoluciéon estandar, plantea la hipétesis de
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un cambio topoldgico en el ADN-horquilla, manifestando un patron de migracion anémalo.
La magnitud de este desplazamiento, junto con la banda similar pero con migracion
levemente mayor en FKH(A39P), sugiere la formacién de un complejo tipo horquilla en lugar
de un condensado molecular, una interpretacién respaldada por las diferencias de tamafio
entre las proteinas (Figura 9B), lo cual seria dificil de distinguir en caso de que la especie

formada sea un condensado.

Estos hallazgos corroboran la formacion de complejos proteina-ADN horquilla y
demuestran la capacidad de FoxP1AQrich y FKH(A39P) para inducir horquillas en el ADN.
En ese sentido, se debe considerar que la formacién del dimero de FKH(A39P) podria estar
siendo favorecida por su concentracion, pese a su Kq aumentada, mientras que el equilibrio
FKH(A39P) + ADN < FKH(A39P)-ADN estaria siendo favorecido hacia la formacion del
complejo dado que a una concentracion de 300nM hay una proporcion estequiométrica de
20:1 (proteina:ADN), por lo que la union de una molécula de ADN al dimero es mayormente

plausible que la unién de dos moléculas.

Finalmente, se estudié a través de EMSA la formacion de complejos tipo horquilla
entre FoxP1 y el ADN-horquilla (Figura 10A), lograndose analizar la formacién de distintos
ensamblajes moleculares (Figura 10B). A 750nM, se observd un complejo de migracion
ligeramente menor que el ADN-horquilla, indicativo de un monémero de FoxP1 unido al
ADN. Al aumentar la concentracién a 2uM, se visualizé una migracion reducida que podria
corresponder a un complejo formado por un dimero de FoxP1 unido al ADN-horquilla o dos
monomeros unidos cada uno a un sitio de unién. También, a 750nM y mas pronunciada a
2uM, se not6 una banda a 3 kpb, concordante con un complejo de dos moléculas de ADN-
horquilla unidas a un dimero de FoxP1. Es interesante analizar la diferencia en los patrones
de migracion entre ADN-horquilla y ADN-Ahorquilla, lo que puede atribuirse a una mayor
estabilizacion de FoxP1 con el ADN-horquilla, sugiriendo que la interaccion especifica con
sus sitios de unién, promueve la formacion de complejos estables, lo cual ha sido
demostrado para FoxP1AQrich(Cruz y cols. 2023). En contraste, la interaccién con ADN-
Ahorquilla, podria favorecer interacciones inespecificas con el dominio Qrich de FoxP1 y
otros dominios Qrich libres en solucion, conduciendo a la formacién de condensados o a la
separacion de fases liquido-liquido, y a ensamblajes de gran tamafo molecular, ya que la
disponibilidad de un udnico sitio de unién para el ADN disminuye la posibilidad de

dimerizacion y formacién de complejos estables. En ese sentido, el ADN-horquilla estaria
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favoreciendo la formacién de estos complejos in vitro al aumentar la concentracion local de

proteina cuando estas se unen simultaneamente a sus dos secuencias de union.

Por otro lado, a concentraciones de proteina de 10uM a 40uM, se detectd
exclusivamente una banda de gran tamafo, superando la resolucion del estandar, lo que
refuerza la idea de que se esté formando un complejo multimérico de gran tamafio o un
condensado molecular, especialmente considerando que la concentracion de ADN
permanece constante y la de proteina es sustancialmente superior, por lo que la
concentracion de proteina estaria facilitando la interaccion inespecifica entre sus regiones

intrinsecamente desordenadas y el ADN, promoviendo la formacién de un condensado.

A partir de estos resultados se pudo determinar que la formacioén de horquillas de
ADN a través de la interaccion con FoxP1 es un fendmeno multifactorial, que involucra una
serie de equilibrios que implican tanto la transicidn de la proteina desde su estado
monomeérico al estado dimérico, como su uniéon con el ADN, con el dominio Qrich como
modulador central de estos procesos moleculares. Basandose en los resultados, el modelo
de estudio plantea que hay dos vias principales mediante las cuales es posible la formacion

de un complejo tipo horquilla (Figura 11).

Dominio Qrich FoxP1
M
M ﬁ D
FKH(A39P) ;v 3 I - any FoxP1AQrich
M-ADN == (D-ADN == Horquilla)
s M
"N g 1 o
D-ADN | ==D-ADN,
A /ADN
Horquilla

Figura 11. Vias de formacién del complejo FoxP1-ADN. Con la letra M se representan las especies monoméricas
de FoxP1, y con la letra D se representan las especies diméricas. En azul se indica la via de formacion
comandada por la unién de un monémero de FoxP1 al ADN, favorecida en FKH(A39P). En rojo se representa
la via comandada por la formacién del dimero de FoxP1 y eventual unién de dos moléculas de ADN, favorecida
en FoxP1dQrich. EIl dominio Qrich (esquina superior izquierda) estaria inhibiendo la dimerizacién de FoxP1 y
también disminuyendo su afinidad de este FT por el ADN, y por lo tanto, actuando como regulador de la via
formacién del complejo tipo horquilla destacado en el cuadro negro.
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La primera via se caracteriza por la formacion inicial del complejo FoxP1
(Monémero)-ADN, donde en ese caso, la union del ADN-horquilla podria estar favoreciendo
la transicién de la proteina desde el estado monomérico al estado dimérico debido al
aumento de la concentracion local de proteina, favoreciendo su dimerizacion y provocando
también la formacion de una horquilla de ADN. Esta via se ve representada en el modelo
de estudio al analizar el comportamiento de FKH(A39P), que tiene una constante de
disociacién aumentada con respecto al dominio FKH en su estado nativo, pero que
mantiene su alta afinidad por el ADN. A pesar de esto su dimerizacion estaria siendo
facilitada indirectamente por la interaccion con el ADN y de esta manera, la formacién de

complejos tipo horquilla de acuerdo con el analisis de los ensayos de EMSA.

La segunda via de formacién del complejo tipo horquilla estda comandada por la
formacién del dimero de FoxP1, en ese caso se ve favorecido el reclutamiento de dos
moléculas de ADN simultaneamente. Sin embargo, a medida que la concentracion de
proteina aumenta, la disponibilidad de sitios de unién del ADN-horquilla, se ve limitada, por
lo que se favorece la formacion del complejo FoxP1AQrich-ADN (con una sola molécula de
ADN), mientras que el estado dimérico de la proteina se mantiene, favoreciendo entonces
un cambio topoldgico del ADN por la unidén de cada uno de los sitios de unién al dimero y
la formacion de un complejo tipo horquilla. Por otro lado, también se abre la posibilidad de
formacién de un complejo de dimeros concatenados con el ADN-horquilla (Figura 10B), sin
embargo, esto es poco probable, precisamente por la baja disponibilidad de ADN en

solucion.

De acuerdo con los resultados de esta investigacién, ambas vias estarian siendo
reguladas por el dominio Qrich, que al estar presente aumenta considerablemente el valor
de la constante de disociacion del dimero de FoxP1 y también del complejo FoxP1-ADN.
Sin embargo, es evidente la formacién de un complejo FoxP1-ADN, constatado a través de
bandas en los ensayos de EMSA que superan el limite de resolucion del estandar. En ese
sentido, emerge la posibilidad de una tercera via de asociacién, gobernada principalmente
por interacciones inespecificas que se dan principalmente entre las regiones
intrinsecamente desordenadas de FoxP1, como el dominio rico en glutaminas.
Precisamente, al aumentar la concentracion FoxP1 en los ensayos de EMSA solo es posible

observar un complejo de alto peso molecular que excede el limite de resolucién del estandar
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de ADN, estas bandas no siguen un cambio sutil en la migracion proporcional al tamafo de
la proteina en si, a diferencia de las bandas visibles a altas concentraciones de
FoxP1AQrich y FKH(A39P). En ese sentido, se ha reportado que las regiones
desordenadas de los factores de transcripcion funcionan como moduladores de la funcion
transcripcional, regulando aspectos como la afinidad de las proteinas con el ADN y su
capacidad de multimerizacién, ademas, se ha descrito que a través de interacciones
inespecificas, ya sea, con el ADN o con otros componentes proteicos de la cromatina, los
factores de transcripcién son capaces de generar condensados moleculares a través de un
mecanismo molecular denominado separaciones de fase liquido-liquido(Hyman, Weber, y
Julicher 2014; Wagh, Garcia, y Upadhyaya 2021).

Finalmente, se deben considerar aspectos técnicos de esta investigacion, que son
importantes para conocer el alcance real de la informacién recabada en los experimentos.
Si bien los ensayos de anisotropia y EMSA permiten dilucidar aspectos importantes de la
interaccion entre FoxP1 y el ADN, como la influencia que tiene el dominio Qrich en estos
procesos, y la formacion de complejos moleculares de distinta conformacion, se debe
considerar que estos experimentos no son capaces de resolver fendmenos moleculares en
condiciones de equilibrio, ya que a medida que avanza la corrida electroforética ocurren
cambios en las concentraciones de ADN y proteina que deben ser tomados en cuenta. De
todas maneras, debido a la alta concentracion de proteina en comparacién a la del ADN, la
interaccion entre FoxP1 y el ADN se ve altamente favorecida en la mayoria de las
condiciones experimentales propuestas, por lo que la disminucion de la concentracién de
proteina a medida que avanza la corrida electroforética probablemente no sea suficiente
para revertir el equilibrio y desencadenar la disociacion de los complejos formados en las

condiciones iniciales del experimento.

Por otro lado, no fue posible optimizar las corrida electroforética empleando geles
de poliacrilamida al 10% para permitir la resolucion del estandar de peso molecular
propiamente. A pesar de esto se usé como parametro la banda del ADN-ligando individual
a 1 yM como referencia para determinar la fraccion de ADN libre y por tanto la formacion
del complejo proteina-ADN, entendiendo que los cambios en el patron de corrida del ADN
individual dan cuenta de la formacién del complejo, y que estos ademas se correlacionan
con la informacion que se tenia previamente de las proteinas, como su afinidad por el ADN,

determinada con los experimentos de anisotropia.
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De esta forma, el modelo experimental empleado permitié determinar la afinidad de
FoxP1 por el ADN y explorar su capacidad de unién de regiones distantes del ADN vy la
formacion de complejos tipo horquilla. En ese sentido, la hipotesis se rechaza, puesto que
el dominio Qrich disminuye la afinidad de FoxP1 con el ADN y no es posible concluir que
este favoreciendo la interaccion entre regiones distantes del ADN. Sin embargo, los
resultados obtenidos plantean un mecanismo de interaccion complejo, que requiere de un
analisis experimental mas acabado para determinar si FoxP1 puede generar esta clase de
cambios topoldgicos en el ADN, ademas del papel que estaria jugando el dominio Qrich en
este proceso. Una proyeccion interesante para esta linea de investigacién seria el analisis
del acercamiento de los sitios de unién del ADN-horquilla ubicados en los extremos del
constructo a través de su marcaje y analisis mediante técnicas de molécula unica como
single molecule FRET (smFRET), para determinar a través de la deteccion directa de
transferencia de energia, el efecto que podria tener FoxP1 en la topologia del ADN y
determinar si los complejos propuestos segun los resultados de los ensayos de EMSA

corresponden precisamente a conformaciones de tipo horquilla.
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7. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos, se puede inferir que el dominio Qrich tiene una
influencia significativa en la capacidad de dimerizacion de FoxP1, concomitantemente
afectando la afinidad de este factor de transcripcion por el ADN. Aunque estos fendmenos
parecen estar estrechamente correlacionados, se hace imperativo llevar a cabo un analisis

mas exhaustivo de la dinamica de interaccidn de esta proteina para validar dicha relacion.

En otro contexto, el modelo de estudio basado en la interaccion entre FoxP1 y el
ADN-horquilla ha proporcionado una vision esclarecedora sobre la formacion de complejos
de tipo horquilla. En este sentido, si bien los resultados no indican la posibilidad de que el
dominio Qrich favorezca el acercamiento de regiones distantes del ADN, se requiere una
exploracién mas profunda en la caracterizacion de los posibles complejos formados entre
FoxP1 y el ADN-horquilla. Esto podria lograrse mediante la optimizacion de la resolucion
de los ensayos de (EMSA) o la aplicacion de técnicas experimentales que permitan
determinar el tamafio de complejos macromoleculares de gran envergadura. Ademas, no
se puede descartar la posibilidad de que el dominio Qrich esté modulando un mecanismo
altamente dinamico y complejo de interaccion con el ADN, que incluye interacciones
inespecificas con otros cofactores y componentes caracteristicos de la cromatina, formando
complejos supramoleculares de gran tamafo y/o condensados a través de un mecanismo
de separaciones de fase liquido-liquido. Sin embargo, es importante destacar que estos
experimentos corresponden a ensayos in Vvitro, los cuales suponen condiciones
minimalistas respecto a la complejidad y heterogeneidad macromolecular que puede

observarse en el interior de una célula.

En ultima instancia, este proyecto de investigacion ha contribuido significativamente
a la comprensién de la dinamica de interaccion entre FoxP1 y el ADN, revelando el caracter
modulador del dominio Qrich. Estos hallazgos proporcionan una guia valiosa para futuras
investigaciones, orientadas a dilucidar la compleja red de regulacién de este factor de
transcripcién. En este sentido, se recomienda la optimizacion del modelo de estudio
utilizado y la aplicacion de técnicas experimentales avanzadas para caracterizar de manera

exhaustiva complejos y condensados macromoleculares.
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