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RESUMEN

Las proteinas citoplasmaticas de andamio se caracterizan por poseer
dominios modulares de interaccién proteina-proteina que forman complejos
proteicos de alto peso molecular y que estan ancladas a regiones de la
membrana plasmética a fravés de su interaccién: ” con proteinas de
membrana. Una superfamilia de proteinas andamio conservadas
evolutivamente son las llamadas guanilato quinasas asociadas a membrana
(MAGUK). Las proteinas de esta familia que se expresan en neuronas
agrupan receptores y canales ionicos en la membrana sinaptica, organizan
las vias de transduccion de ‘sefiales y modulan la plasticidad sinaptica.

Aunque se ha sugerido [a participacion de las MAGUKs en neurogénesis no

existe evidencia genética contundente que 1o apoye.

/
La primera caracterizacién molecular de un miembro de esta familia

fue discs-large (dlg) de Drosophila. dig es un gen supresor de tumores, que
mantiene la adhesion y polaridad celular, regula la estructura y funcion
sindptica de la sinapsis neuromuscular, y localiza determinantes de destino
neural durante la division asimétrica de los precursores neurales. Todas
estas funciones han sido atribuidas al unico transcrito de dig bien

caracterizado, Dlg-A. Sin embargo existen miiltiples variantes de

Xiv




procesamiento alternativo de dig, algunas de las cuales como digS97,

poseen un dominio de interaccion proteina-proteina llamado L27.

Considerando que experimentos previos de pérdida de funcién por
inyeccién de un dsRNA dirigido contra la region del dominio L27 de dlgS97
indican una participacion de DIgS97 en la migracion axonal embrionaria y el
hecho de que DIgS97 se expresa especificamente en neuronas y no en
epitelio, en esta tesis nos propusimos estudiar en detalle la expresion de

DIgS97 de Drosophila y analizar sus funciones neuronales.

Para cumplir con este objetivo general se analizd la expresion de los
franscritos y de las proteinas derivados de dlg, los efectos de la pérdida y
ganancia de funcién durante el desarrollo embrionario, y finalmente se

generaron y analizaron mutantes nulas de digS97.

En conjunto, los resultados obtenidos de esta tesis muestran que: (1)
Existe una regulacion de la expresién temporal y espacial diferente para las
variantes de procesamiento DIgA y DIgS97, siendo la primera de expresion
principalmente epitelial y neuronal con un fuerte componente materno, y la
segunda de expresion cigdtica y principalmente neuronal. (2) DIgSS7 se
expresa en un grupo heterogéneo de neuronas maduras y no en los
precursores neurales, donde se expresa DigA. (3) DIgS97 es prescindible
para el desarrollo del individuo hasta la edad adulta. (4) La pérdida o la
ganacia de funcion de DIgS97 no afecta el correcto desarrollo del sistema
nervioso ni la migracion axonal. (5) Las mutantes de DIgS97 presentan

defectos conductuales que afectan la velocidad de la respuesta locomotora




frente a un estimulo luminoso, los que pueden ser originados en el

procesamiento de la informacién en las sinapsis centrales.

De acuerdo a lo anterior, se concluye que la variante DigS97 por sf
sola no es necesaria para el desarrollo del sistema nervioso, pero no
descartamos que pudiera serlo en conjunto con DigA. Por ofra parte, las
mutantes de DigS97 generadas en esta tesis son el material de partida para

analizar la funcién del dominio L27 de las proteinas MAGUKSs en neuronas.




ABSTRACT

The main characteristics of the cytoplasm scaffold proteins are their
modular protein-protein interaction domains and their ability to form high
molecular weight complexes anchored to plasma membrane regions through
its interactions with membrane proteins. A conserved large family of such
scaffold proteins is the membrane-associated guanylate kinase family
(MAGUK). When the proteins of this family are expressed in neurons, they
cluster receptors and ionic channels in synaptic membranes, organize
signalling transduction pathways and modulate the synaptic plasticity.
Although it has been previously suggested, at present there is not strong

genetic evidence to support MAGUK involvement in neurogenesis.

The first molecular characterization of a MAGUK member was
Drosophila discs-large (dlg). dig is a tumour suppressor gene, which maintain
cellular polarity and cell adhesion, regulates the structure and function of
neuromuscular synaptic junction, and localize neuronal fate determinants
during the asymmetfric cell division of neuronal precursors. All of these
functions have been atiributed to Dig-A the only dfg transcript well

characterized so far. Nevertheless, there are different dig splicing variants,
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some of them like digS97 have a protein-protein interaction domain called

L27.

In view of previous knock down experiments with a dsRNA directed
against the L27 domain of digS97, which suggested an involvement of
DigS97 in embryonic axon pathfinding, and considering that DIgS97 is
expressed specifically in neurons but not in epithelia, we proposed in this
thesis to study in detail Drosophila DIgS97 expression and to analyze its
neuronal functions. For this purpose, To do that, we analyzed dlg expression
of transcripts and proteins and the effects of the gain and loss of function
during embryonic development. Aditionally, digS97 null mutants were

generated and analyzed.

Taken together the results reported in this thesis, show that (1) DIgA
and DIgS97 have a different temporal and spatial regulation of their
expression; DIgA is expressed mainly in epithelia but also in neurons with
strong maternal component, and DIgS97 is expressed zygotically in neurons
and muscle. {2) DIgS97 is expressed in a heterogeneous group of mature
neurons but not in neuronal precursors where quA is expressed. (3) DigS97
is not necessary fo reach the adult stage. (4) The loss or gain of function of
DIgS97 does not affect the normal nervous system development neither the
axon pathfinding. And (5), the DIgS97 mutants have behavioral defects that
affect the velocity of the locomofor response in response to a light stimulus,
probably as a consequence of synaptic processing at cenfral nervous

system.
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In conclusion, DIgS97 alone is not necessary for normal nervous
system development, but we cannot exclude that it could participate in this
process in concert with DIgA. In addition, the DigS97 mutants generated in
this thesis colud be the start point to further analyze the 1.27 domain function

of the neuronal MAGUK proteins.
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INTRODUCCION

La formacién de los tejidos, la diferenciacion celular y la transduccién de
sefiales requiere de sitios especializados de adhesion celular en los sitios de
contacto célula-célula. Las proteinas citoplasméticas de andamio se
caracterizan por poseer dominios modulares de interaccion proteina-proteina,
por formar complejos proteicos de alto peso molecular, y por estar ancladas a
regiones de la membrana plasmatica a traves de su interaccion con proteinas
de membrana. De esta forma, las proteinas de andamio agrupan moléculas de
adhesion, receptores y enzimas de sefializacion intracelular, permitiendo la
organizacién de complejos proteicos macromoleculares en los sitios de unién
celular (Garner y col. 2000a, Pawson y Scott 1997, Sheng y Sala 2001, Tepass
y col. 2001). Asi se asegura la especificidad, aumenta la eficiencia de la
sefializacion y puede ademas producirse una mayor sensibilidad al agrupar los
complejos (Fannig y Anderson 1998, Zhang y Wang 2003). Estas asociaciones
proteicas no son estaticas ya que estan sujetas a procesos regulatorios
dinamicos que las ensamblan y desensamblan (Koh y col. 1999), permitiendo
cambiar su composicion proteica y su distribucion subcelular en respuesta a

sefales externas o propias del desarrollo.




1.- FAMILIA DE PROTEINAS MAGUK

Las proteinas llamadas guanilato quinasas asociadas a membrana
(membrane associated guanylate kinase, o MAGUK) son una superfamilia de
proteinas andamio muy conservada evolutivamente que se caracterizan por la
presencia de una region de aproximadamente 300 aminoacidos con homologia
a la enzima guaniiato quinasa (GUK) de levadura pero sin actividad catalitica,
ademés de otros dominios de interaccion proteina-proteina: uno a tres dominios

PDZs y un dominio SH3 (Src homology 3).

El extremo amino terminal de las proteinas MAGUK puede ser variable,
como por ejemplo extremo con dominio Ca*?-Calmodulina quinasa Il (como
CASK), dominio L27 (como SAPS7) o sitios critficos de modificacion
postraduccional (como la palmitoilacion de PSD-95). En la figura 1 se
esquematiza la familia de proteinas MAGUK de mamiferos, indicando los

nombres de sus homélogos en Drosophila.
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FIGURA 1: Familia de proteinas MAGUK

Esquema con la estructura proteica de los miembros de la familia MAGUK con
sus homoblogos en Drosophila. Se indican los dominios proteicos
caracterteristicos (adaptado de Funke y col. 2005).




2.- PROTEINAS MAGUK NEURONALES “TIPO Dig”

El tejido de mamiferos donde se expresa la mayor diversidad de
proteinas MAGUK es en el sistema nervioso donde existen cuatro proteinas
MAGUK que pertenecen a una subfamilia llamada “tipo DIg" (ver mas adelante).
Estas proteinas son: SAP97/hDIg, PSD-93/Chapsyn-110, SAP102/NE-Dlg vy
PSD-05/SAP90. Sélo SAP97 se expresa ademas de las neuronas en la
membrana lateral de las células epiteliales. Todas estas proteinas son llamadas
proteinas asociadas a sinapsis (SAP) o de la densidad post-sinaptica (PSD) las
que a través de sus dominios de interaccién proteina-proteina agrupan
receptores de glutamato, elementos del citoesqueleto, moléculas de adhesién
celular y de sefializacion (Fannig y Anderson 1989, Garner y col. 2000a, Garner

y col. 2000b).

Existe diversa evidencia que sugiere la participacion de estas proteinas
MAGUK neuronales en (1) la regulacion del ensamblaje de los complejos
proteicos sinapticos, (2) en la regulacién de la plasticidad sinaptica y (3) en
formacion y mantenimiento de las sinapsis (ver revisiéon en Funke y col. 2005).
Los experimentos que indican que estas proteinas regulan la plasticidad
sinaptica y que participan en la sinaptogénesis han sido estudios de cultivos
primarios de neuronas que sobrexpresan la proteina MAGUK (SAP97 o PSD-
05) fusionada con GFP, ensayos de funcionalidad presinaptica a través de

colorantes que permiten visualizar el reciclaje de vesiculas y registros




elecirofisiologicos. Por ejemplo, la sobreexpresion de GFP-SAP97 en cultivo
primario de neuronas produce un aumento del nimero de receptores AMPA, un
aumento de la funcién sinaptica y un aumento de la frecuencia de los
potenciales excitatorios postsinapticos en miniatura (mEPSC) (Rumbaugh y col.
2003, Nakagawa y col. 2004, Regaldo y col. 2006). Estos experimentos de
sobreexpresion se correlacionan con las conclusiones que se pueden sacar de
los experimentos de pérdida de funcion, ya que en cortes de hipocampo con un
RNAi dirigido a SAP97 se produce una disminucién del nimero de receptores
AMPA sindpticos y una disminucién de los EPSC, inclusive a los tres dias de
cultivo disminuye el nimero y densidad de las sinapsis (Nakagawa y col. 2004).
Sin embargo, no existe evidencia genética contundente que apoye la
participacion de las MAGUK en la sinaptogénesis, ya que los ratones nulos de
PSD-95 (Migaud y col. 1998) y de PSD-93 (McGee y col. 2001) no presentan
defectos en la estructura ni en la transmision sinaptica, pero si en aprendizaje y
memoria. En el caso de los ratones mutantes de SAP97, éstos mueren al nacer
(Caruana y Bernstein 2001) pero sus neuronas cultivadas muestran funciones
sinapticas normales (Klocker y col. 2002). Esta falta de claridad puede deberse
a la redundancia molecular, y sélo podra resoiverse una vez que se obtengan

ratones nulos para todas las MAGUK neuronales.

La expresién de las cuatro proteinas MAGUKs “tipo DIg” en cerebro de
mamiferos se superpone regionalmente, con la aparente excepcion de las

neuronas de Purkinje cerebelares que sblo expresan PSD-93 (McGee y col.




2001). En lo referente a localizacion subcelular, todas se expresan
principalmente en la densidad post-sinaptica, pero SAP97 y SAP102 también se
expresan abundantemente en citoplasma y asociadas a membranas
intracelulares (Sans y col. 2001). Esta diferencia se ha explicado a través de las
modificaciones postraduccionales de sus extremos amino terminal que alteran
sus propiedades de interaccion proteina-protefna y proteina-membrana; sélo
PSD-95 y PSD-93 se palmitoilan, mientras que el extremo amino terminal de
SAP102 forma dedos de zinc (El-Husseini y col. 2000b, El-Husseini y col.

2000c).

Funcionalmente estas MAGUK neuronales no son equivalentes entre si,
es decir algunas tienen funciones especificas que pareciera que [as otras no
poseen. Esto se ha determinado a través del analisis de las interacciones que
establecen con otras proteinas. Por ejemplo se sabe que PSD-95, pero no
SAPY97 se une directamente -entre otras proteinas- a nNOS, stargazina,
neurofigina y receptores NMDA. Por ofro lado, SAP97 pero no PSD-95 se une
directamente con el receptor AMPA GIuR1, AKAP (molécula de unién a PKA) y
proteina 4.1 de union a actina (ver revision en Funke y col. 2005). Sin embargo,
la regulacién de las funciones de las proteinas MAGUK neuronales “tipo Dig" y
la manera como se integran estas funciones durante el desarrolio y en actividad
son bastante mas complejas de lo que aparentan. Esto se debe a las
asociaciones entre los diferentes complejos proteicos que agrupan cada una de

las MAGUK por separado y ai hecho de la activa regulacion que se realiza por




las diferentes modificaciones  postraduccionales  como fosforilacion,
palmitoilacién, etc. A modo de ejemplo, recientemente se ha descrito una
interaccion directa entre el dominio SH3 de PSD-85 y el extremo amino terminal
de SAP97 que ha llevado a sugerir una participacién de ambas proteinas en el

trafico sinaptico de los receptores AMPA (Cai y col. 2006).

3.- DISCS-LARGE (dlig)

La primera caracterizacién molecular de un miembro de la familia
MAGUK fue discs-large (dlg) de Drosophila. Es por esto que las proteinas
homélogas de vertebrados SAP97, PSD-93, SAP102 y PSD-95 (las “tipo DIg")

fueron llamadas también Dig 1, Dig 2, Dig 3 y Dig 4 respectivamente.

Existen varios alelos con mutaciones en dig. Las mutantes dig®? y dig™*
corresponden a las mutaciones de dig con los fenotipos mas severos; letalidad
en homocigosis en 3% y 2° estadio larval respectivamente. El homc’:logo'de dlg
de Drosophila es SAP97, tanto por su homologia en secuencia como porque la
expresion de SAP97 en mutantes de dig revierte el fenotipo mutante tanto en

epitelio y unién neuromuscular (Thomas y col. 1997, ver mas adelante).

Existe una gran cantidad de evidencia que indica que cuando se pierde
la arquitectura celular se pierde el control de la proliferacion celular, es decir las

células necesitan responder a sefiales externas para proliferar de una manera




coordinada. Las mutantes de dig pierden la polaridad epitelial y presentan un
crecimiento neoplasico del epitelio de los discos imaginales de la larva, que son
los tejidos que originan las distintas estructuras en el adulto (Woods y Bryant
1989, ver figura 2A que muesira una larva gigante dig®"?). Es por esto que dlg

ha sido definido como un gen supresor de tumores (ver revision en Bilder 2004).

4.- dig EN EL MANTENIMIENTO Y FORMACION DE LA ESTRUCTURA

EPITELIAL

La uniones estrechas de las células de vertebrados son abundantes en
proteinas MAGUK de otras subfamilias como ZO, PALS y MAGI, las que
controlan la polaridad celular epitelial, organizan complejos proteicos que
permiten el ensamblaje de las uniones estrechas y regulan la permeabilidad
paracelular (ver revisién en Funke y col. 2005). Como se dijo anteriormente,
SAP97/hDlg es la tnica proteina MAGUK “tipo Dlg" que se expresa ademas de
en las neuronas en las uniones estrechas de los epitelios de vertebrados, a la
vez que es la homdloga estructural y funcional de Dlg de Drosophila que

también se expresa en neuronas y epitelios (Woods y Bryant 1991).

Una de las funciones de dig mejor caracterizada es el mantenimiento de
la polaridad de los epitelios donde forma parte integral de un tipo de unién

intercelular de insectos llamada unién septada (figura 3A). Este tipo de uni6n




intercelular actla como barrera de difusion trans-epitelial y establece y/o
mantiene Ia polaridad y adhesion celular (ver revisién en Tepass y col. 2001). A
pesar que en cordados no existe una estructura homéloga a las uniones
estrechas de vertebrados puede considerarse a las uniones septadas como sus

equivalentes funcionales.

Dlg es crucial para el mantenimiento de las uniones septadas (ver figura
2B) y para la localizacion de otras proteinas propias de estas uniones (Tepass y
col. 2001, Woods y col. 1996). A fravés de estudios con moscas fransgénicas
que expresan diferentes formas alteradas de DIg tanto en un fondo genético
mutante para mantener la integridad epitelial como en un fondo genético
mutante de dlg para analizar el rescate de la formacion de tumores, se
determiné que cada uno de los dominios de Dig tiene un pape! especifico en 1a
regulacion de la estructura y del crecimiento del tejido epitelial (Hough y col.
1997). Asi, la region entre los dominios SH3 y GUK llamada region HOOK es la
que actia como sefial de anclaje de Dlg a la membrana a través de su
interaccién con el citoesqueleto, los dominios PDZ1 y 2 unen el extremo
carboxilo terminal de algunas proteinas transmembrana que poseen sitio de
union a PDZ, el dominioc SH3 es esencial para el establecimiento o
mantenimiento de la unién septada, mientras que las funciones especificas del
dominio GUK son menos claras. Estos mismos analisis con moscas
transgénicas han permitido sugerir que las funciones de mantenimiento de la

estructura se pueden desacoplar de las funciones de control de la proliferacion
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(Hough y col. 1997), es decir que el exceso de proliferacion que se observa en
las mutantes de dlg puede no ser una consecuencia de la pérdida de estructura
epitelial, sino que el reflejo de una funcién directa de dig en el control de la
proliferacion. Hasta el momento no se sabe como dlg controlaria la proliferacion
en forma independiente de la polaridad celular. Una posibilidad podria ser a
través del control del ciclo celular, considerando que en Brumby y col. 2004 los
autores describen un analisis genético que identifica a dlg enire ofros genes
reguladores de la entada en fase S del ciclo celular de Drosophila (a través de
la su accién negativa scbre ciclina E). Por otro lado, en vertebrados existe
variada evidencia de la asociacién entre proteinas MAGUKs y oncoproteinas
virales y otras proteinas involucradas en la formacion de tumores, como la
asociacion de hDlg con la proteina supresora de tumores APC y la oncoproteina

HPV E86 (Kiyono y col. 1997).

En los tejidos epiteliales se ha descrito la existencia de un complejo
trimérico evolutivamente conservado Dlg - Scrib (Sribble) - Lgl (Letal-giant-
larvae) (ver figura 3B) en el que cada componente participa de manera
cooperativa en el mantenimiento de la polaridad epitelial y en la proliferacion
celular. Aunque no se conocen los mecanismos moleculares directos, se sabe
que este complejo actia como un centro coordinador entre la salida del ciclo
celular y el mantenimiento de la citoarquitectura (Bilder y col. 2000, Bilder 2004,

Tepass y col. 2001).
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FIGURA 2: Larvas de tercer estadio mutantes dig"? y dig”*

(A) Larvas dl 2 (arriba) y nativa (abajo). Nétese el mayor tamano de la larva
dlgf‘"z. (B-D) Imagenes de microscopia electrénica de epitelio de disco imaginal
de ala de larva nativa (B), dig®? (C) y dig™® (D). En las mutantes de dig se
produce una pérdida parcial (C) o total (D) de la estructura epitelial (B-D
adaptado de Woods y col. 1996).
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FIGURA 3: Comparacién entre las proteinas de unioén celular de mamiferos
y de Drosophila

(A) Comparacion entre los complejos de unién apical de insectos y de cordados
(tomado de Tepass y col. 2001). (B) Algunas de las proteinas presentes en
cada complejo de union. Las proteinas comunes, entre las que se encuentra
Dlg, se muestran al centro (tomado de Humbert y col. 2003).
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5.- dig EN EL SISTEMA NERVIOSO

Ademas de las funciones epitelial y supresora de tumores, las mutantes
de dig poseen defectos en el desarrollo neural. La pérdida completa de dig
(componente materno y cigético) se asocia a defectos graves en la
neurogénesis y en el establecimiento de la conectividad neuronal del sistema
nervioso del embrion (Perrimon 1988). Sin embargo en los embriones mutantes
de la linea germinal no es posible distinguir si el fenotipo neuronal es una
consecuencia directa de la mutacién en dig sobre el desarrollo del sistema
nervioso 0 si es una consecuencia indirecta del incorrecto desarrollo del

ectodermo.

5.1.- dig EN LA UNION NEUROMUSCULAR DE LA LARVA

Los primeros estudios que indican la participacion de las proteinas
MAGUK en la formacién de las sinapsis provienen de los estudios realizados
con mutantes de dlfg, los que se han centrado en el papel que cumple en el
mantenimiento estructural y funcional de la sinapsis neuromuscular de la larva.
Esta sinapsis ha sido estudiada como un modelo de sinapsis central de

vertebrado debido a que es glutamatérgica.

Dlg se expresa tanto pre como postsinapticamente en la unién

neuromuscular y participa en la organizacién del reticulo subsinaptico,
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estructura membranosa equivalente funcionalmente a la densidad postsinaptica
de vertebrados. Esto se ha establecido a fravés de estudios en los alelos
mutantes dig™? y dig™? que presentan un reticulo subsindptico poco
desarrollado y simple, conjuntamente con potenciales postsinapticos evocados
mayores debidos a un aumento en la iberacién de neurotransmisor (Budnik y

col. 1996, Lahey y col. 1994).

Las principales proteinas asociadas a dig en la unién neurcmuscular son
el canal de potasio tipo Shaker (Tejedor y col. 1997) y la molécula de adhesion
celular Fasciclina Il (Thomas y col. 1997, Zito y col. 1997), a les que se une a
través de sus dominios PDZ 1 y 2. Por una parte dig es necesario para el
agrupamiento de éstos canales en la unién neuromuscular, lo que podria
explicar la mayor excitabilidad observada en las mutantes de dlg, y por ofra
parte Dlg localiza a la proteina Fasciclina Il pre y postsinapticamente
permitiendo que Fasciclina Il controle el crecimiento y estabilidad sinaptica

(Schuster y col. 1996).

5.2.- dig EN LOS PRECURSORES NEURONALES

Las unicas funciones neuronales de dlg descritas durante la
embriogénesis son en el establecimiento de la polaridad que da origen a la
asimetria apico-basal de la division de los neuroblastos (Ohshiro y col. 2000,

Peng y col. 2000, y figura 4B) y en la asimetria planar de las células




14

precursoras de los érganos sensoriales periféricos del adulto (células SOP,

Bellaiche y col. 2001).

Los neuroblastos se deslaminan desde el neuroectodermo ventral, en 5
olas de divisiones mitéticas. Las divisiones de los neuroblastos son asimétricas:
después de cada division en el plano dorso ventral, la célula apical se mantiene
como un neurcblasto muitipotente, mientras que la célula basal genera una
célula madre ganglionar (GMC) que posee un potencial de desarrollo mas
restringido. Los neuroblastos difieren de las GMCs en tamario, potencial
mit6tico y expresion génica. La asimetria en los precursores neurales se debe a
la distribucién subcelular diferencial de componentes basales y apicales.
Durante la mitosis de los neuroblastos un complejo de proteinas apicales
orienta el huso mitético y ubica determinantes de destino celular a la corteza
basal (Bilder 2001a, Bilder 2001b, Jan y Jan 1998, Lu y col. 2000, Wodarz
2002). En los neuroblastos dig actda localizando corticalmente a Lgl, que al
igual que Dlg es una proteina supresora de tumores que se expresa en epitelio
y neuroblastos (ver Gitimo parrafo capitulo 4). Lgl por su parte determina la
localizacion basal durante la mitosis de las proteinas Miranda y Pon, las que a
su vez determinan la localizacién de Prospero y Numb respectivamente. Asi,
Miranda, Pon, Prospero y Numb son proteinas necesarias para el
establecimiento del destino neural de las GMCs. La localizacion de los
componentes apicales Baz {bazooka), dmPar-6, DaPKC, Insc (inscufeable) y

Pins (partner of inscuteable) en los neuroblastos es independiente de la
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localizacion de Lgl (ver revisién en Jan y Jan 2001). Por lo tanto, dfg determina
la localizacién apropiada de componentes basales del neuroblasto mitdtico,
participando asi en la correcta especificacion intrinseca del destino neural. Se
desconoce el mecanismo por el cual Dlg localiza corticalmente a Lgl en los
neuroblastos y también se desconoce el tipo de interaccién que se establece

entre ambas proteinas.
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FIGURA 4: Fenotipos neuronales de dig

Botones sinapticos de la unién neuromuscular de larvas de 3 estadio nativa
(A) y mutante dig™? (B) donde se observa un menor desarrollo del reticulo
subsinaptico (SSR) (adaptado de Budnik y col. 1996). (C-D) Neuroblastos
mitoticos embrionarios. Miranda (verde) se localiza basalmente en neuroblastos
mitéticos nativos (C) y se deslocaliza en toda la corteza de los neuroblastos
mutantes de la linea germinal de dlg (D) (adaptado de Ohshiro y col. 2000).
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FIGURA 5: Diferentes transcritos de dlg de Drosophila

Region genémica del cromosoma X (10B6-10) correspondiente al gen dlg (dig1)
de Drosophila y las variantes de procesamiento que se originan de él (obtenido
de la pagina web de flybase, http://flybase.bio.indiana.edu/). dig1-RC, RI, RJ,
RB, RH y RF codifican para variantes con dominio L27. Los exones se numeran
correlativamente de 5° a 3’ del nimero 1 al 24. El exon A (previo al 1) y el exon
B (previo al 8) corresponden a exones no traducidos. Soélo la variante llamada
dig1-RF posee exon 2.
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6.- VARIANTES DE PROCESAMIENTO ALTERNATIVO DE dig

Se han descrito variantes de procesamiento en los homélogos mamiferos
de Dig: SAP97 (rata, Muller y col. 1985} y hDlg (humano, Lue y col. 1994, Lue y
col. 1996). Las variantes de procesamiento de ambas difieren en el uso
alternativo de exones en tres sitios diferentes que pueden regular interacciones
intramoleculares y la unién de proteinas que interactian con el dominio GUK
(McLaughlin y col. 2002). Dos de los tres sitios estan localizados en el extremo
amino terminal antes del primer dominio PDZ y el tercero esta localizado entre
los dominios SH3 y el dominio GUK, en la region HOOK. Los dominios HOOK-
GUK son capaces de interactuar intramolecularmente impidiendo que ei
dominio GUK se una a las proteinas con las que interactia (Wu y col. 2000).
Las regiones del dominio amino terminal compiten in vifro con el dominio GUK
por su interaccion con HOOK, permitiendo su libre interaccién con ofras
proteinas. El procesamiento alternativo en la region HOOK y en la regién amino
terminal podria interferir con estas interacciones inframoleculares (Lue y col.

1994, Wu y col. 2000).

Las variantes de procesamiento alternativo de las proteinas MAGUK “tipo
Dlg” se expresan en las neuronas y cumplen funciones diferentes, con lo que
aumenta atn mas la heterogeneidad y complejidad de las agrupaciones

proteicas sinapticas. Por ejemplo, la variante de PSD-95 que se palmitoila en el
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extremo amino terminal es la variante llamada PSD-95a y su paimitoilacion se
relaciona con la fuerza sinaptica y la regulacién de la plasticidad dependiente de
actividad (El-Husseini y col. 2002), mientras que la variante de procesamiento
PSD-958 en vez del sitio de palmitoilacion posee un dominio de interaccién
proteina-proteina L27 en vez dei sitio de palmitolilacion (ver mas adelante). Asi,
PSD-95B se localiza postsinapticamente por un mecanismo distinto a través de
su interaccién con proteinas diferentes a las que interactian con PSD-95a
(Chetkovich y col. 2002). Por otro lado, se han descrito dos variantes de
procesamiento de SAP97 que difieren en su region HOOK y que se expresan
en neuronas. Una variante se expresa principalmente en soma y dendritas y
posee un inserto llamado [2, mientras que la variante con el inserto llamado 13
se expresa principalmente en espinas dendriticas. S6lo la variante con el inserto
I3 posee el sitio de unién a la proteina 4.1 y es la variante responsable del
aumento de la expresion de los receptores AMPA y del aumento de la
transmision sindptica causado por la sobreexpresién de SAP97 (Rumbaugh y

col. 2003).

Los analisis de Northern blot de dlg de Drosophila indican la presencia
de al menos cinco transcritos de diferente tamafio molecular (Woods y Bryant
1989), v los analisis de Western blot indican la existencia de varios productos
génicos (Koh y col. 1999, Lahey y col. 1994, Mendoza y col. 2003). El analisis
de cDNAs completos obtenido de ESTs y de RT-PCR ha revelado la existencia

de una serie de variantes de procesamiento alternativo del gen dig (figura 5).
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Los sitios de insercién de los exones alternativos de dig son los mismos que se
han descrito en vertebrados. Algunas variantes de procesamiento como digS97
codifican para un extremo amino terminal llamado S97N que no esta presente
en Dig-A. Esta region incluye a otro dominio de interaccion proteina-proteina
llamado L27 (ver mas adelante). DIgA se diferencia de DIgS97 principalmente

por el dominio L27 presente s6lo en esta tltima proteina (figura 6).

Todas las funciones de dlg (supresién de tumores, mantenimiento de la
polaridad epitelial, sinaptogénesis, etc.} han sido atribuidas al transcrito Dig-A lo
que se ha hecho por medio del analisis de mutantes y del uso de anticuerpos,
uno desarrollado contra el dominio SH3-GUK (Woods y Bryant 1991) y otro
contra el dominioc PDZ1-PDZ2 (Koh y col. 1999). Los estudios genéticos con los
alelos mas severos de dig han establecido que dlg en la mutante dig™? pierde
parcialmente su funcion, mientras que la mutante dig™? se comporta como un
alelo nulo. dig? posee una mutacién al principio del dominio GUK que
determina el término prematuro de Ia traduccién de la proteina, mientras que en
el alelo dig™? la mutacién produce un codén de término en el dominio PDZ3 y

se produce, en muy bajos niveles, una proteina de menor tamano

Las funciones pleiofrépicas que se han atribuido a dig podrian explicarse
por: (1) la interaccién de Dlg con diferentes proteinas en diferentes tejidos
(mUsculo, epitelios, neuronas), (2) la existencia de diferentes variantes de
procesamiento alternativo, que expresadas en cada tejido den cuenta de una

funcionalidad diferente, ya que el procesamiento alternativo -especiaimente de
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proteinas con dominios PDZ en sistema nervioso- es una fuente importante de
diversidad funcional (ver revisién en Sierralta y Mendoza 2004), 6 (3) una

combinacién de las dos situaciones anteriores.

Algunas de las proteinas con las que interacttia DIlg como Lgl, Pins
(Bellaiche y col. 2001), Scrib etc. se expresan en precusores neurales,
neuronas, musculo y epitelio, por lo que no son la causa de una funcionalidad
diferente de Dlg en los diferentes tejidos. Por otro lado a traves del analisis de la
expresion de las proteinas que contienen la regién S97N en Drosophila
utilizando un anticuerpo digsern, se ha determinado que la region S97N que
contiene el dominio L27 se expresa en tejido nervioso y muscular (Mendoza y
col. 2003), en contraste con los analisis que utilizan los anticuerpos digepz1 ¥
digsta-cuk que muestran ademés una fuerte expresion en las uniones septadas
de todos los epitelios. Como se dijo anteriormente, las mutantes disponibles de
dlg tienen mutaciones en regiones 3° del gen que son comunes a la mayor parte
de los productos génicos y por lo tanto afectan a todos las proteinas
resultantes. De manera que el fenotipo mutante es mas bien la consecuencia de
la alteracion de la expresion de varias proteinas distintas, con patrones de

expresion diferentes, y no de una proteina tinica y ubicua.

Por lo tanto, DIgA podria ser la principal o quizas la Gnica variante que se
exprese en los epitelios y ser la responsable del mantenimiento de la polaridad

epitelial y del control del crecimiento celular, mientras que DIgS97 podria ser la
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principal o (nica variante que se exprese en los precursores neurales y en las

neuronas y ser la responsable de las funciones neurales de dig.
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FIGURA 6: Los transcritos digA y digS97 codifican las variantes de
procesamiento alternativo de d/g de mayor longitud

Composicion exénica de los transcritos digA y digS97 y representacion de los
dominios proteicos que codifican para cada uno; PDZs en azul, SH3 en verde,
guanilato quinasa (GUK) en amarillo y L27 en rosado. Exones grises solo se
encuentran en digS97 y no en digA. Se indica ademas la zona para la cual

estan dirigidos los anticuerpos digss7n ¥ digepz utilizados en esta tesis.
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FIGURA 7: Dominio L27

Alineamiento de secuencia del dominio L27 basado en la estructura (adaptado
de Feng y col. 2004). La subfamilia de proteinas con solo un L27 (tipo A) se
alinean mejor entre ellas que las que poseen 2 dominios L27 (tipo B, no
mostrado). Residuos hidrofébicos altamente conservados estan destacados en
amarillo y otros residuos conservados en verde. Nétese la alta homologia entre
el amino terminal de SAP97 de rata y el de DIgS97 de Drosophila (llamado aqui
fly-SAP97N). Estrellas y circulos sefialan diferentes residuos importantes para

la formacioén de los heterotetrameros de L27.




23

7.- DOMINIO L27

Originalmente descrito en las proteinas de C. elegans, Lin-2 y Lin-7 (de
alli su nombre), el dominio L27 ha sido descrito como un dominio de
heterodimerizacién conservado evolutivamente y que sirve como plataforma
para la formacidn de grandes complejos moleculares, permitiendo el
establecimiento y mantenimiento de la polaridad subcelular tanto en células

epiteliales como en neuronas (Feng y col. 2004, Doerks y col. 2000, y figura 7).

7.1- PROTEINAS QUE INTERACTUAN A TRAVES DE SUS DOMINIOS L27

7.1.1.- PALS1 - PATJ

En epitelios de vertebrados existe un complejo formado por las proteinas
PALS1, PATJ y Crumbs que también existe en Drosophila (proteinas Sdt, Dit y
Crumbs, respectivamente). PALS1 es una proteina MAGUK que posee dos
dominios L27 (L27N y L27C) en su extremo amino terminal, L27N se une con el
tnico dominio L27 de PATJ, una proteina con multiples dominios PDZ. El unico
dominic PDZ de PALS1 se une con Crumbs una proteina apical de
transmembrana. El complejo PALS/PATJ/Crumbs junto con el formado por las

proteinas PAR-3/aPKC/PAR-6 son necesarios para el establecimiento de la
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polaridad epitelial en las diferentes especies analizadas (ver revision en Knust y

Bossinger 2002).
7.1.2.- mLin-2 - mLin-7

mLin-2 (o Cask) es una proteina MAGUK que fue identificada
originalmente en el nematodo C. elegans (Lin-2) como parte del complejo
formado con las proteinas Lin-7 y Lin-10. El complejo Lin-2/Lin-7/Lin-10 es
necesario para la localizacién del receptor firosina quinasa LET-23 en la
superficie basolateral de las células precursoras de la vulva de C. elegans
(Kaech y col. 1998). mLin-2/Cask (llamado Camguk o Caki en Drosophila)
posee un dominio CaMK, dos dominios L27, tres dominios PDZs, un dominio
SH3 y un dominio GUK {ver figura 1). Lin-7 es una proteina pequefia que posee
un dominio L27 y un dominio PDZ y Lin-10 es una proteina con un dominio PTB
y dos dominios PDZs. El segundo dominio L27 de mLin-2/Cask (L27C) se
asocia con el dominio L27 de mLin-7 también llamado MALS o Veli (Dlin-7 en
Drosophila) y a su vez el dominio CaMK de Cask se asocia a la proteina mLin-

10/Mint.

Se ha demostrado la existencia de este mismo complejo tripartito en
inmunoprecipitados de extractos proteicos de cerebro de mamiferos y se ha
propuesto que éste actuaria como sitio de nucleacion para el ensamblaje de
proteinas involucradas en la exocitosis de vesiculas sinapticas y en la formacion
de las uniones sinapticas, es decir, relacionando la exocitosis de las vesiculas

sinapticas con la adhesién celular (Buiz y col. 1998). mLin-7 a través de su
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dominio PDZ se une a la subunidad NR2B de los receptores de glutamato tipo
NMDA. mLin-10 a su vez se une a través de uno de sus dominios PDZs a la
proteina motor KIF-17. De este modo KIF-17 transporta las vesiculas con
receptores NMDA hacia las dendritas (Setou y col. 2000, ver revision en Harris
y Lim 2001). Por lo tanto, las proteinas del complejo Lin-2/Lin-7/Lin-10 se
asocian entre si a través de sus dominios L27 y CaMK, permitiendo que los

dominios PDZs, SH3 y GUK queden libres para interactuar con otras proteinas.

Recientemente se ha sugerido que el complejo formado por las proteinas
Caki/MALS/Mint (Lin-2/Lin-7/Lin-10 de mamiferos) regula la liberacién de
neurotransmisor a través de la asociacién de MALS con la proteina Liprin-a,
proteina que organiza la zona activa presinaptica (Olsen y cols. 2006, revision
en Olsen y col. 2006). Del mismo modo a través de estudios electrofisiologicos
en mutantes Caki se ha asociado a la proteina Caki de Drosophila con la
regulacién de la liberacion de vesiculas de neurotransmisor (Zordan y col,

2005)

7.2.- PROTEINAS QUE INTERACTUAN CON EL DOMINIO L27 DE SAP97

De las proteinas descritas como profefnas de asociacion al dominio L27
de SAP97, mLin2/Cask es de la que mas informacion se dispone. Ambas
proteinas, SAP97 y mlLin-2/Cask, se expresan en células epiteliales y en

neuronas e interactdan a través de la unién del dominio L27N de mLin-2/Cask
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con dominio L27 de SAP97 (Lee y col. 2002). Incluso se ha determinado la
estructura cristalina por resonancia magnética nuclear de alta resolucion del
complejo L27-SAP97/L27N-mLin2 (Feng y col. 2004), que junto con la
resolucion de la estructura cristalina del complejo L27N-PALS1/L27-PATJ (Liy
col. 2004) han permitido comprender en parte las bases estructurales del
ensamblaje de los complejos con L27 y como esta asociacion sirve de
plataforma para agrupar grandes complejos supramoleculares (Petrosky y col.
2005). Otras proteinas que se han descrito como proteinas de asociacion al
dominio L27 de SAPS7 son miosina VI (Wu y col. 2002), PSD-93 y SAP102
(Karnak y col. 2002) y PSD-95 (Cai y col. 2006). No se dispone de mas

antecedentes sobre estas relaciones que las publicaciones citadas.

Funcionalmente se sabe que el dominio L27 de SAP97 es necesario y
suficiente para la unién de las proteinas que lo contienen al citoesqueleto de
actina en la membrana lateral de lineas celulares epiteliales en cultivo (Wu vy
col. 1998). También se ha visto que en neuronas promueve la incorporacion de
receptores AMPA con GIuR1 a la sinapsis, aumentando la fuerza sinaptica
(Nakagawa y col. 2004). Lee y col. 2002 demostraron que el dominio L27 de
Cask de vertebrados une y recluta SAP97 en la superficie lateral de epitelios.
Esta interaccion es conservada evolutivamente ya que in vitro el dominio L27 de
la proteina de Drosophila CPD (por proteina componente de Dig,
correspondiente a una forma de DIgS97) se une a Cask (de vertebrados) y a

Camguk o Caki (de Drosophila).
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8.- DIgS97 EN SISTEMA NERVIOSO

Todos los antecedentes aqui expuestos muestran que las interacciones y
funciones de las proteinas MAGUK en general, de las MAGUK “tipc DIg” y del
complejo Lin-2/Lin-7/Lin-10 en particular estan conservadas evolutivamente. En
Drosophila, los homologos de mLin-2, mLin-7 y mLin-10; Caki (Lopes y cols.
2001, Martin y Ollo 1996), DLin-7 (Bachmann y col. 2004) y DMint {Ashley y col.
2005), respectivamente, también se expresan en el sistema nervioso. De las
tres proteinas sélo se han descrito mutantes para Caki, las que son viables pero
presentan defectos en la locomocion y en la regulacién de la liberacion de
vesiculas de neurotransmisor (Martin y Ollo 1996, Zordan y col. 2005). Es decir,
Caki es dispensable para la neurotransmisién basica pero es necesario para su

regulacion.

Por lo tanto podriamos especular que el homélogo de SAP97 en
neuronas de Drosophila es DIgS97, el que formaria un complejo con Caki y
DLin-7 cumpliendo alguna funcién neuronal como la regulacién de la liberacion
de neurotransmisor. Un antecedente compatible con este modelo es que la
localizacion sinaptica de Dlin-7 en la unién neuromuscular de la larva se

encuentra totalmente alterada los mutantes dig®?. Esta deslocalizacion se
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rescata con la expresion postsinaptica de DIgS97 y no con la expresién de DIgA

(Bachmann y col. 2004).

Dentro de lo que ha sido llamado “genética reversa” (que se caracteriza
por la direccionalidad del andlisis: de la secuencia al fenotipo, a diferencia de la
“genética directa”; del fenofipo al gen), existen dos tipos de experimentos que
se pueden realizar; unos que utilizan los mismos elementos que los de genética
directa y que por lo tanto no son dirigidos, como la mutagénesis quimica y los
elementos genéticos maviles, y los que son dirigidos para alterar una secuencia
particular. Dentro de este Gitimo grupo estén las técnicas de reemplazo dirigido
de un gen y las de RNAi (RNA de interferencia, Kennerdell y Carthew 1998).
Empleando esta dltima aproximacion experimental hemos demostrado que a
pérdida de la expresion de DIgS97 embrionario por la inyeccién de un dsRNA
dirigido contra el dominio L27 de DIgS97 de Drosophila (técnica de RNAI) se
correlaciona con una incorrecta formacién del sistema nervioso embrionario
(Mendoza y col. 2003) (figura 8). Sin embargo, es necesario mencionar que la
técnica de RNA de interferencia por inyecciéon de un dsRNA en embriones de
una célula presenta las siguientes desventajas (1) sélo es posible analizar los
efectos de la disminucion de la expresion de transcritos blanco durante el
desarrollo embrionario, (2) se produce una disminucion parcial de la expresién
de los transcritos y no necesariamente se obtiene una expresion nula, y (3) se

puede estar interfiriendo con la expresion de otros transcritos.




29

En el caso de los elementos genéticos moéviles o elementos
transposables, éstos mismos son los que pueden causar la mutagénesis por
insercién del elemento mévil llamado elemento P en zonas reguladoras o
codificantes de un gen. Si la insercién no produce la pérdida de la expresion del
transcrito, es posible hacer “saltar” nuevamente al elemento fransposable, y
producir una mutagénesis por movilizacion local e imprecisa del elemento P.
Esto se debe a que al “saltar” el elemento P puede arrastrar secuencias
genémicas adyacentes y producir deleciones gendmicas en un lugar
determinado (ver figura 10). Al respecto, una reciente busqueda de genes que
proporcionan mayor resistencia a etanol en moscas adultas arrojo dos nuevos
alelos de dlg llamados dig"™® y dig’'®® (Lee y col. 2005). Estos alelos son
viables y producen una disminucion de la expresién de DIgS87 en adulios por
insercion de un elemento P sin afectar la expresion de DigA. Hasta el momento
no se sabe como DIgS97 podria estar participando en la resistencia y/o

metabolismo del etanol.

Finalmente es importante destacar que Unicamente a través del andlisis
de una mutante nula especifica de DIgS97 se podran determinar

inequivacamente las funciones del dominio L27 en neuronas de Drosophifa.
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FIGURA 8: La inyeccion de dsRNA-S97N produce defectos en la
neurogénesis embrionaria

Arriba: dsRNA-S97N (1256 pb) obtenido a partir del EST LD33841 utilizado en
los experimentos de RNAi. Abajo A-J: Inmunotinciones de embriones de
estadio 14-16 inyectados con tampén (fila control) o con 3 uM de dsRNA-S97N
marcados con los anticuerpos dlgse7n, digenz, Elav, Futsch (22C10) y Fasciclina
Il (Fas Il) (tomado de Mendoza y col. 2003).
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g.- ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE EL DESARROLLO DE
DROSOPHILA

A continuacién se resumiran algunos aspectos importantes del ciclo de
vida, desarrollo del embrién y del sistema nervioso de Drosophila que son
importantes para comprender los estadios del desarrollo, los nombres y las
estructuras que se mencionardn mas adelante en esta tesis (ver Baite y

Martinez Arias 1993).

El embrién de Drosophila se desarrolla a partir de un huevo fecundado
que forma un sincicio celular polarizado. Es una Unica gran celula con sus
territorios anterior/posterior y dorsalfventral ya definidos. Cuando en estadio 5
han ocurrido 13 ciclos de duplicaciones mitéticas sin sus respectivas divisiones
celulares, comienza el proceso llamado de celularizacién, seguido por el de
gastrulacion que se extiende hasta estadio 8. El embrién utiliza las proteinas y
los mMRNAS aportados por el évulo matermno hasta que en estadio 5 comienza la
transcripcion cigética. La neurogénesis comienza en estadio 8 cuando los
neurcblastos realizan las primeras divisiones mitéticas. Luego que las neuronas
adquieren su identidad y posicion adecuadas, comienza el proceso de
navegacién axonal hacia los tejidos blanco, principalmente el musculo que
formara la pared muscular de la larva. Finalmente, cada axén establece
sinapsis con el tejido blanco de una manera muy especifica y que ha sido

estudiada con detalle para cada musculo (ver Budnik y Gramates, 1998). La




T s

32

neurogénesis embrionaria finaliza en estadio 16 cuando se tiene un embridn
completamente desarrollado, con sus sistemas digestivo, nervioso, traqueas,
etc. ya maduros. Todo este proceso, desde embrién de una célula hasta
embrion de estadio 16 dura 24 horas a 25°C, luego los musculos comienzan a
contraerse y se produce la eclosion de una larva de primer estadio. La efapa
larval dura 6 dias a 25°C, periodo en el cual se producen dos mudas que
definen tres estadios larvales (estadios L1-L3 o 1* a 3 estadio larval) y se
produce un crecimiento exponencial del tamafo del individuo. Mientras un
embrion practicamente mantiene su tamafio durante todo su desarrollo
(aproximadamente 0,5 mm), las larvas L1 comienzan con unos 0,7 mm, y
terminan como una larva de 3% estadio tardio (L3 tardio}) con unos & mm.
Después de L3 se produce la pupacién y la larva se convierte en una pupa
inmovil que eclosiona 4 dias después en una mosca adulta que requiere de

aproximadamente 8 horas a 25°C par completar su madurez sexual.

Considerando (1) que se han sugerido funciones neuronales como la
sinaptogénesis y la regulacién de la piasticidad sinaptica a las proteinas
MAGUK “tipo DIg”; (2) que existen fenotipos epiteliales y neuronales en las
mutantes de dlg de Drosophila; (3) que la variante de procesamiento alternativo
de dly llamada DIgS97 que posee un dominio de interaccion proteina-proteina
L27 ausente en DIgA se expresa en neuronas y no en células epiteliales; (4)
gue existen funciones neuronales asociadas al dominio L27; y (5) que el RNAI

de DIgS97 -por inyeccién de una dsRNA en embriones- produce defectos en el




33

desarrollo del sistema nervioso central embrionario; en esta tesis nos
propusimos: (1) estudiar el patron de expresion espacial y temporal de la
variante DIgS97 durante el desarrollo embrionario de Drosophila para
determinar si existe una regulacién diferencial de su expresion con respecto ala
variante de expresion epitelial DIgA; y (2) determinar si la variante DIgS97
posee funciones neuronales que la diferencien de DigA. Para ello, se propuso la

siguiente hipétesis:

HIPOTESIS

La expresion de la variante de procesamiento alternativo de dlg de
Drosophila llamada DIgS97 posee una regulaciéon de su expresion diferente a

DlgA vy se asocia a funciones neuronales

OBJETIVOS

1.- OBJETIVO GENERAL

Determinar si la variante de procesamiento alternativo de dig llamada

DIgS97 posee una regulacion de su expresion diferente a DIgA y determinar si
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DIgS97 posee funciones neuronales durante el desarrolio embrionario y/o en el
adulto de Drosophila. Para ello, se propusieron los siguientes objetivos

especificos:

2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analisis temporal y espacial de la expresion de DIgS97

1.1.- Determinaciéon por RT-PCR, hibridacion in sifu y Western blot

de la expresién de las variantes de dig con dominio L27

1.2.- Analisis temporal y espacial de DlgS97 en embriones utilizando

L

el anticuerpo anti-Digsern ¥ diferentes marcadores neuronales

2.- Andlisis de la pérdida de expresion de DIgS97 por inyeccion de dsRNA-

S97N en embriones
2 1.- Obtencién de dsRNA-S97N y dsRNA-GFP

2.2.- Andlisis de la especificidad y dependencia a la dosis del dsRNA-

S97N inyectado

2.3.- Analisis de la localizacién subcelular de Miranda durante la
division asimétrica de los neuroblastos al inhibir la expresién de DIgS97

por inyeccion de dsRNA-S97N

3.- Andlisis de la sobreexpresion de DIgS97 en neuronas embrionarias
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3.1.- Sobreexpresion de DigS97 en neuronas embrionarias y analisis

de los fasciculos axonales marcados por 22C10 y fasciclina 1l

4.- Generacion de una mutante nula de DIgS97 a través de la escision

imprecisa del elemento P de cepa NP7225.

4.1.- Caracterizacién por Western blot e inmunotincion de embriones

de la linea NP7225

4.2.- Transposicién y seleccién de lineas potencialmente nulas de

DlgS97

4.3- Caracterizacion fenotipica y molecular de las cepas

seleccionadas




MATERIALES Y METODOS

1.- MANTENCION Y MANIPULACION DE CEPAS DE DROSOPHILA

MELANOGASTER

1.1.- MANTENCION CEPAS

36

Las cepas fueron mantenidas a 18°C en viales o botellas con medio

estandar. Los experimentos fueron realizados a 25°C, con excepcion de los

casos en que se indica a 29°C.

1.2.- CEPAS NATIVAS, MUTANTES Y BALANCEADORES

Las cepas yw y WOR (Oregon w-) fueron utilizadas como cepas pseudo-

nativas. Para la transposicién se utilizo la cepa NP7225 (dig"”"#*°) y que posee

el elemento P{GawB} insertado 960 pb rio arriba de exén 1 del gen dig. Los

alelos de dlg utilizados fueron: dig*"*/Basc (Stewart y col. 1972), dlg™2/FM6/Dp

(Voelker y col., 1985), dig"*"??® (GETDB - Gal4 Enhancer Trap Insertion Data-
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base), dig”’® y dig""?® (Lee y col., 2005, y U. Heberlein, resultados no

publicados).

Los cromosomas balanceadores utilizados para el primer cromosoma
(cromosoma X) se distinguen fodos por la presencia del marcador Bar en
adultos: Basc, FM7c, FM8 y FM7c-UAS-GFP-iwistGal4 (Lindsley y Zimm, 1992).
Este ultimo expresa GFP en el pairén del gen twist (mesodermo), y de ahora en
adelante sera llamado simplemente FM7¢c-GFP. Del segundo cromosoma se
utilizo el balanceador Cyo y del tercer cromosoma TM6B y TM3. La tabla 1

resume las cepas utilizadas y las generadas en esta tesis.

1.3.- CEPAS TRANSGENICAS

Se utilizd el sistema de expresion UAS-Gal4 para producir la
sobreexpresién o expresion ectopica segin sea el caso de DigS97, DIgA, S97N
o GFP. El sistema UAS-Gal4 se basa en el uso del factor transcripcional de
levadura Gal4 y la secuencia activadora rio arriba (“upstream activation
sequence, UAS). Este método (Brand y Perrimon, 1993) requiere dos cepas de
moscas fransgénicas; la que “responde”, en la que el gen de interés se clona
bajo la secuencia UAS, y una cepa “guia”, en la que Gal4 se expresa bajo el
control de un promotor determinado. Cuando ambas moscas se cruzan, la union
de Gal4 a la secuencia UAS produce una fuerte expresion del gen fusionado a
UAS en la progenie (ver figura 9). La expresidn solo se producira en los tejidos

y en el momento del desarrollo que el promotor fusionado a Gal4 esté activo. La
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eficacia tanto de la expresion de Gal4 como de su actividad es dependiente de

temperatura, siendo baja a 18°C, intermedia a 25°C y maxima a 29°C.
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TABLA 1: Cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en esta tesis

NOMBRE CEPA CARACTERISTICA CEPA/EXPERIMENTO ORIGEN
Cepas pseudo-nativas
yw Mutante yelfow (y')y white (w'"°) A.Garcia-Bellido’
WOR Cepa OR mutante white C. Zuker“
Cepas UAS
UAS-EGFP-dIgS97 Ganancia de funcién DigS97 U. Thomas®
UAS-S97N-EGFP Ganancia de funcion S97N U. Thomas®
UAS-3myc-S97N Ganancia de funcion S97N U. Thomas®
UAS-digA-EGFP Ganancia de funcién DIgA V. Budnick®
UAS-Tau-GFP Expresién de GFP V. Budnick”
Cepas Gald
Elav-Gald~ "™ (X} Gald en neuronas maduras/ Experimentos de | Bloomington” (N°458)
rescate
Elav-Gal4 (Il Gal4 en neuronas maduras/ Experimentos de | C. Doe”
sobreexpresion
Cepas transposicién
dig" = Elemento a escindir GETDB' (N°7225)
A2-3Dr/TM2 Transposasa A.Garcia-Bellido'
Alelos de dig
dig™ “/Basc Mutante hipomorfa/ Andlisis mutantes letales | Stewart y col. 1972
obtenidas en la transposicion
dig™*IFM6/Dp Mutante hipomorfa/ Uso del cromosoma Y con | Voelker y col. 1985
duplicacién gen dig y analisis mutantes lefales
obtenidas en la fransposicion
dla TEs9 Mutante de digS97, resistencia a alcohol/ U. Heberlein®
Andlisis mutantes letales obtenidas en la
transposicion
15779 Control de dig ™y dig™ "', con elemento P | U. Heberlein®
en dlg y sin fenotipo de resistencia a alcohol/
Analisis mutantes letales obtenidas en la
transposicion
dig" e Mutante de digS97, resistencia a alcohol/ U. Heberlein®
Andlisis mutantes letales obtenidas en la
transposicién
d!gm'“ Mutante de digS97/Analisis funcion DIgS97 Esta tesis
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NOMBRE CEPA CARACTERISTICA CEPA/EXPERIMENTO ORIGEN
Alelos de dlg (cont.)
dig " -elavGald Recombinante meiotica de dig- - con elav- | Esta tesis
Gal4®'%/ Expresion de DIgS97 o DigA en
neuronas de mutantes de dlgS97
dig™-elavGal4 Recombinante meiotica de dlg®™con elav- Esta tesis

Gala®'%/ Expresion de DIgS97 o DigA en
neurcnas de mutantes de digS97

Otras

RN2-GAL4, UAS-

GFP en membrana de neuronas RP2,aCCy

Bloominutosgton”

mCD8-GFP (7472) pCC/ Controles especificidad dsRNA-S87N/ (N°7472)
dsRNA-GFP

INAD Mutante ciega/ Control experimentos de W.L Pack {1979)
fototactismo

dig™™ Escision precisa obtenida de la transposicion | Esta tesis
de dig""7??%! Control de mutantes digS97

WB Controi de dig ™" y dlg™ *°, sin elemento P/ | U. Heberlein®
Analisis mutantes letales obtenidas en ia
transposicion

UAS-pGal, LM-Gal4 B-Galactosidasa en glia de la linea C. Doe®
mediafTinciones dobles anticuerpo anti f-gal y
d|gg7|\|

UAS-BGal, gcm-Gald p-Galactosidasa en células gem (glial cells C. Doe’

missing) /Tinciones dobles anticuerpo anti -
gal y dlgsern

1. Antonio Garcia-Bellido, Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” Universidad Autdnoma
de Madrid, Madrid, Espafia.

2. ¢. Zuker, Schoo! of Medicine, University of California, San Diego, EE.UU.
3. Ulirich Thomas, Leibniz Institute for Neurobiology, Magdeburg, Alemania.

*. Vivian Budnick, Department of Neurobiology, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, Massachusetts, EE.UU
5. Bloomington Drosophila Stock Center (http:/fystocks.bio.indiana.edu).

8 Chris Q. Doe, Institute of Molecular Biology, Institute of Neuroscience, University of Oregon,
Eugene, Oregon, EE.UU.

7. GETDB- Gal4 Enhancer Trap Insertion Database (http:/flymap.lab.nig.ac.jp/getdb.htmi)

8 . Heberlein, Department of Anatomy, Program in Neuroscience, University of California at
San Francisco, San Francisco, EE.UU,
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FIGURA 9: Sistema UAS/GAL4 en Drosophila

Cuando se cruza una mosca que lleva el elemento de respuesta (en este
ejemplo UAS-GFP) con otra mosca que lleva Gal4, la progenie contendra los
dos elementos. La presencia de Gal4 en el patron segmentado en los
embriones representados en la figura produce la expresion de GFP en ese
patron (obtenido de Duffy, 2002).
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1.4.- RECOLECCION DE EMBRIONES

Los embriones se recolectaron en vasos plasticos transparentes con
placas de recoleccion de embriones. Las placas con la mezcla de agar y jugo
de fruta (ver mas adelante) se pusieron en la parte superior abierta de los vasos

y con levadura como alimento para las moscas adultas.

1.5.- MICROINYECCION DE dsRNA EN EMBRIONES DE UNA CELULA

Para ios experimentos de RNAI por inyeccion de dsRNA se siguieron los
procedimientos y técnicas descritas (Kennerdell y Carthew 1998 y Sullivan y col.
2000), los que consistieron en lo siguiente. Los cambios de las placas de
recoleccion de embriones se hicieron cada una hora, 4 veces previo al inicio de

la inyeccidn, mientras se preparaba el dsRNA gque se iba a inyectar.

Se centrifugd a 12.000 g por 30 minutos una alicuota de 150 6 200 ul de
dsRNA a una concentraciéon de 2 a 3 uM mantenido a —80°C en etanol. Se
elimind el sobrenadante, se lavo el dsRNA con etanol al 75% y se volvid a
centrifugar a 12.000 g por 30 minutos. Luego se secd el dsRNA 10 minutos a
temperatura ambiente, y se resuspendio en 12 ul de solucidén de inyeccion. Se
analizaron 0,5-1 pl del dsRNA en un gel de agarosa no desnaturante al 0,8% vy
se cuantificd en espectrofotémetro la absorbancia a 260 y 280nm. Para diluir el

dsRNA se utilizé solucién de inyeccién.
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Las agujas para la microinyeccion fueron preparadas con un estirador de
capilares (Sutter Instrument co, Novato, California, EE.UU.) con capilares de
borosilicato con filamento (Sutter Instrument co., Novato, California, EE.UU.).
Para las inyecciones se recolectaron los embriones por periodos de 30 minutos
a temperatura ambiente, luego se eliminé el corion con solucién de hipoclorito
de sodio al 50% por 3-5 minutos, y se alinearon sobre una placa de agar. Se
adhirieron en una placa portaobjeto con cinta adhesiva doble faz, y se secaron
entre 3-8 minutos en silicagel, tiempo determinado empiricamente cada dia de
la inyeccion. Luego se cubrieron con aceite halocarbonado y se inyectaron por
posterior-lateral en estadio de una célula o blastodermo sincicial con un
volumen de dsRNA o tampdn equivalente a 1/3 el volumen del embridén. Se
utilizé un inyector Picopump (World Precision Instruments, Sarasota, FL). Los
embriones que no estuvieran en el estadio de una célula no se inyectaron y se
destruyeron. Los embriones inyectados se dejaron a 18°C toda la noche en una
camara humeda hasta alcanzar el estadio en el que se fijaron, 24 horas

aproximadamente para alcanzar estadio 15-16.

1.6.- CRUZAS

Todas las cruzas fueron realizadas a 25°C, con excepcion de las cruzas

UAS X Gal4 que se realizaron a 29°C.

Las cruzas realizadas fueron:
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1.6.1 Transposicion

A partir de fa linea dlg"""?%°, que es la que posee el elemento P en el sitio
mas cercano al inicio de la traduccion de digS97, se disefié una esfrategia para
su fransposicion. El objetivo fue obtener una mutante nula de digS97 por
escision imprecisa del elemento P. El elemento P posee el gen white (w) que
confiere color rojo a los ojos vy las lineas con los elementos P se establecen en
un fondo genético mutante para w, de modo que cuando el elemento P salta, se
pierde el marcador w y los ojos son blancos (w-). La idea fue seleccionar y
establecer a partir de cruzas tnicas, un nimero adecuado de lineas w-. La
probabilidad de obtener escisiones imprecisas es de aproximadamente de un 2-

6% (Ashburner y col., 2005).

A continuacion se esquematizan y explican las cruzas realizadas (ver
figura 10B). Considerando los antecedentes de que el gen dlg es necesario
para la espermatogénesis (U. Thomas resultados no publicados) se reemplazé
el cromosoma Y de la cepa con la transposasa por uno que posee una
duplicacion de dfg (figura 10B cruza A). A este cromosoma Y que posee una
translocacion desde el cromosoma X que incluye al gen dfg se le laméd Dp (por
poseer una duplicacién de dig). En la cruza C (figura 10B) se utilizé una
mutante cualquiera del cromosoma X y letal en homocigocisis. Para la cruza D)
(figura 10B) se seleccionaron 320 moscas virgenes w- con balanceador FM7¢

que se expandieron de a una con dos machos Y/FM7c¢c-GFP. Una vez
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establecidas las 320 lineas se analizé la expresién de digS97 por Western blot

de cabeza de adulto de cada una.

Para realizar la cruza B) {figura 10B), se pusieron 30 viales con
machos de ojos blancos (w-) y con el marcador dominante Drop (Dr) obtenidos
de la cruza A). Para la cruza C) se pusieron 100 viales y sus réplicas, cada uno
con 3 machos de ojos rojos (w+) con el marcador Dr obtenidos de la cruza B) y

6 hembras M*/FM7.

1.6.2.- Analisis mutantes homocigotas letales obtenidas de la transposicién

Para determinar si alguna de las 29 lineas homocigotas letales
(NP* HL) obtenidas de la transposicion resultaron ser mutantes de DIgS97, se
recurrié al analisis de complementacion con el alelo dig” . Para ello se realizé

1699 como se esquematiza en la

la cruza de cada una de ellas con el alelo di
figura 11. Este alelo posee nula expresién de DIgS97 en adultos (pero no
durante su desarrollo) y fue encontrado en una bisqueda de genes que otorgan
resistencia a alcohol (Scholz y col. 2005, Lee y col., 2005). Se realizaron

Western blot de extractos de cabeza de las hembras adultas de las 29 lineas

NP* HL/ dig”"®®° con el anticurpo digsen.
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FIGURA 10: (A) Mutagénesis por movilizacién de un elemento P

Se representa al elemento P en rojo situado en una regién genémica cerca de
un gen (en verde) y las regiones intergénicas en azul (tomado de Adams y
Sekelsky, 2002). La transposa cataliza la escisiéon del elemento, y a la derecha
se representan los posibles productos de reparaciéon. En f) se representa una
mutacion producida por la pérdida de regién gendémica en uno o ambos sentidos
que es la manera de obtener una mutante nula por movilizaciéon local e
imprecisa del elemento.

(B) Esquema de cruzas realizadas para obtener una mutante nula de
DIgS97 por movilizacién imprecisa del elemento P de la cepa digh”7??

Ver texto para detalles explicativos.
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t?? NP* HL x d"* g
Y

FM7c-GFP

I

dig"1e® C? NP* HL " NP* HL " EM7c-GFP
? FM7c-GFP digh Y Y

FIGURA 11: Andlisis de complementacion entre fas mutantes homocigotas
letales obtenidas de [a transposicién y el alelo dig™®*

Si la mutante NP*HL fuera mutante de DIgS97 no debiera complementar a

digF'®® o al menos NP* HL/ dlg”"®* no debiera ser inmunoreactiva al anticuerpo
digse7n. Ver texto para detalles explicativos.

xc138

1.6.3.- Obtencién de recombinantes meiéticas entre di y elav-Gal4 y entre

dig®®® y elav-Gald

Para rescatar la mutacion en digS97 obtenida en la transposicidn, se
utilizé la cepa transgénica UAS-EGFP-DIgS97 bajo la guia de elav-Gal4, para
expresar DIgS97 en todas las neuronas maduras. Como el gen dig de
Drosophifa esta en el cromosoma X (cromosoma 1), el transgen de EGFP-
digS97 en el segundo y elav-Gal4 tambien en el primero, se recurrié a la
seleccidn de las recombinantes meidticas espontaneas entre la mutante de
digS97 y elav-Gal4, de modo que esas nuevas cepas se pudieran cruzar con la
cepa UAS deseada (ver cruzas en figura 12). La frecuencia de recombinacion
en ausencia de balanceadores depende de la distancia en el genoma de los
genes en cuestion, siendo mayor la frecuencia mientras mas lejos estén . Elav

esta al principio del cromosoma X (posicion citogenética 1B7-8) y dig esta cerca
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del medio de éste (posicién citogenética 10B6-10), por lo que la probabilidad de

recombinacion es alta.

exc13g
a) ?C? og’ggexc i X eIav\((BaM oo
b) dg™ X EMie J'C
elavGal4 Y

c) 30X (1 dig™ elavGald X gdig™™ )

Y EM7c
d) dig™F glavGald X EM7e (F'¢F

FM7c Y

FIGURA 12: Cruzas realizadas }B)ara la obtencion de recombinantes
meidticas entre el alelo dig®™®'* y elav-Gal4.

Se realizaron las mismas cruzas para obtener recombinantes entre dfg™
elav-Gald. Ver texto para detalles.

y

Las mutantes de dlgS97 obtenidas en esta tesis son w- (ojos blancos) y
elav-Gal4 es w+ (ojos rojos), por lo que todas las hembras obtenidas de la
cruza A, figura 12 y utilizadas en la cruza B (figura 12) son de ojos rojos y llevan
la mutacién de digS97 en solo un cromosoma X. Para hacer las cruzas C)
(figura 12) se seleccionaron 30 machos de ojos rojos y se cruzaron de a uno

con dos hembras balanceadas dig®®™* o dlg®°® segtin sea el caso. Los machos
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utilizados en la cruza C) pueden haber sido recombinantes (dig®®™ - elavGal4
o dig®-elavGald) o simplemente elav-Gald, por lo que para seleccionar los
recombinantes se realizaron Western blot con el anticuerpo de dlgsenn de las
hembras adultas sin balanceador obtenidas de la cruza D) (figura 12). Cada una
de las recombinantes obtenidas se cruzé con moscas UAS-Tau-GFP y se
analizé la intensidad relativa de EGFP de la descendencia, seleccionandose las

recombinantes que expresaron mas fuerte EGFP para los estudios posteriores.

1.7.- SOLUCIONES Y REACTIVOS UTILIZADOS EN LA MANIPULACION Y

MANTENCION DE CEPAS Y EMBRIONES

- Aceite halocarbonado #700 (Sigma, St. Louis, EE.UU.).
- Acido propidnico (Winkler, Santiago, Chile)

- Hipoclorito de sodio comercial “Clorinda” al 50% en agua, para
eliminar el corion de los embriones.

- Levadura “Lefersa” en polvo disuelta en agua destilada como comida
para las moscas adultas en vasos con placas de recoleccién de
embriones.

- Medio estandar alimento de viales y botellas: para 5 L
(aproximadamente para 500 viales) se hirvieron durante 15 minutos
500 g de levadura fresca con 3 L de agua. Mientras la levadura
estuviera lista, se mezclaron con batidora en 2 L de agua caliente,
250 g de harina sin polvos de hornear, 55 g de agar-agar técnico y
400 g de glucosa. Una vez transcurridos los 15 minutos del hervido
de la levadura, se agregé la mezcla anterior a [a levadura y se hirvié

todo durante 15 minutos. Luego se esperd que la temperatura
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descendiera a 60°C y se agregaron 30 mi de &cido propiénico, se
mezcld y se sirvié en los viales y botellas cuando la mezcla estaba
aun caliente.

- Placas de recoleccion de embriones: 20 g agar técnico, 12,5 g azlicar
comercial, 200 ml néctar Watt's concentrado de manzana y agua tibia
(aproximadamente a 30°C) hasta completar 1 L. Se calentd y agitd
hasta que la temperatura alcanzé los 88°C, se retiré la fuente de calor
y cuando la temperatura llegd hasta aproximadamente 60°C se
agrega 12 mi de nipagin 10% (10 g de nipagin en 100 ml de etanol).

Las placas se guardaron a 4°C como maximo hasta 3 semanas.

2.- TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1.- GENERACION DE CONSTRUCTOS
2.1.1.- Plasmidios para la generacion de los dsRNAs:

Para la generacion de dsRNA-SS7N, se clond el fragmento de 1,2 Kb de
la digestién con EcoR V y BamHI del EST LD33841 en el plasmidio pBluescript
SK (Stratagene, La Jolla, CA), plasmidio al que llamaremos SS7N-SK. El
fragmento clonado incluye 802 bp de la regién 5’ no traducida y 414 bp que
codifican para la regiéon S97N (exones A, 1, 3, 4 y 6). Para la generacién del
dsRNA-GFP se utilizd el plasmidio pCS2mt-UGP (cedido gentiimente por A.

Rivera).

2.1.2.- Plasmidios para la generacién de sondas RNA para hibridacién in situ:
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Para sonda S97N se utilizé el mismo plasmidio que se usé para la
generacion del dsRNA-S97N, para la sonda especifica de digA; E8 (5UTR
digA) se clondé en plasmidio PCR 2.1 (Invitrogen, California, EE.UU.) un
producto de PCR de 350 pb (exones B y 8) obtenido con los partidores T3 y
PDZ1-rev sobre cDNA de digA en plasmidio pBluescript SK. Para la sonda E7
(3'UTR LD33841); se clond el fragmento de 1200 pb obtenido de la digestion
con la enzima Xhol del clon EST LD33841 en el plasmido pBluescript SK
(Stratagene, La Jolla, CA). Para la sonda de worniu se utilizd directamente el

plasmidio pFLC [ del EST RE10012.

2.2.- TRANSCRIPCION IN VITRO Y GENERACION DE dsRNAS

En la elaboracion de los dsRNAs para los experimentos de RNAI, se
transcribieron los RNA a partir de los DNA linearizados de los plasmidios S97N-

SKy pCS2mt-UGP (descritos en el punto 2.1)

Dependiendo de la orientacion del inserto se usod la enzima de restriccion y
la RNA polimerasa adecuada para digerir los plasmidios y transcribir (tabla 2).
Una vez verificado en un gel de agarosa al 0,8% que los DNAs estaban
completamente digeridos, se trataron 25 ug de cada uno con 0,5% de SDS y
100 pg/ml de proteinasa K durante 30 minutos a 56°C, se extrajeron una vez
con un volumen igual de la mezcla de fenol basico/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1), luego otra vez con cloroformo y se precipitaron con 1/10 de volumen

de acetato de sodio 3M pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol 100%. Se
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centrifugaron los DNAs a 12.000 g por 30 minutos, se eliminaron los
sobrenadantes, se lavaron los precipitados con etanol 75%, se volvié a
centrifugar a 12.000 g por 30 minutos y a eliminar los sobrenadantes. Cada
DNA lineal se resuspendid en 40 ul de agua DEPC y se cuantifico en

espectrofotdémetro por su absorbancia a 260 nm.

Para la transcripcién se siguieron las instrucciones de manufactura de las
enzimas RNA polimerasas respectivas, escalando las cantidades 5 veces. Es
decir, se puso en un tubo libre de RNasas 5 pg de cada DNA lineal, 40 pl de
mezcla de NTPs 2,5 mM, 40 pi de tampdn de transcripcion 5X, 4 pl de la RNA
polimerasa respectiva y agua DEPC hasta un volumen final de 200 ul. Esta
mezcla se incubé a 37°C por 3 hrs, se extrajo una vez con un volumen igual de
mezcla de fenol acido/ cloroformo/ alcohol isoamilico (25:24:1) y otra con un
volumen igual de cloroformo. Luego se precipité con 1/10 de volumen de
acetato de sodio y 2,5 volimenes de etanol 100%. Se centrifugaron y lavaron
los precipitados como se describié anteriormente, y finalmente cada RNA
transcrito con su DNA se resuspendieron en 100 p! de agua DEPC y se guardd
una alicuota de 4,3 ul de cada uno. Para eliminar el DNA, se agregaron 35 ul de
solucién tampén 10X para DNasa |, 15 ul de DNasa | y agua DEPC hasta un
volumen final de 350 pl. Se incubd esta mezcla a 37°C durante 1 hora y luego
se analizaron 15 ul de cada uno en un gel de agarosa no desnaturante al 0,8%,
comparandolos con las alicuotas DNA-RNA guardadas anteriormente.

Generalmente este tratamiento fue suficiente para eliminar todo el DNA y dejar
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solo el RNA sintetizado in vitro. Los RNAs se precipitaron una vez mas y se
resuspendieron en 25 ul de solucidon de apareamiento. Para el apareamiento de
los ssRNA respectivos y producir los dsRNAs, se pusieron cantidades
equimolares de cada RNA con sentido y anti-sentido en un volumen final de
11,1 ul y se calentaron las alicuotas a 100°C en agua hirviendo durante 1
minuto, después se elimind la fuente de calor y se dejaron enfriar toda la noche.
Al dia siguiente se centrifugaron brevemente los tubos y se analizaron 0,5-1 pl
de cada uno en un gel de agarosa no desnaturante, comparandolos con los
ssRNA respectivos y un estandar de peso molecular de DNA, ya que el dsRNA
migra como el dsDNA segtn su nimero de pb. Finalmente los dsRNAs se
guardaron precipitados con 1/10 de volumen de acetato de sodio y 2,5
volimenes de etanol 100% a —80°C, y se sacaron alicuotas para su uso el

mismo dia de la inyeccion.

TABLA 2: Enzimas de restriccion y RNAs polimerasas utilizadas en la
obtencion de dsRNAs

Enzima de restriccion RNA polimerasa
Nombre dsRNA
Hebra con Hebra Hebra con Hebra
sentido anii-sentido sentido anti-sentido
dsRNA-S97N Not | Hind lll T7 T3
dsRNA-GFP Not | EcoR | SP6 T3
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2.3.- OBTENCION DE RNA, PARTIDORES Y RT-PCR

Para el analisis por RT-PCR se recolectaron embriones a 25°C de las
siguientes edades: estadios 1-4 (0-3 hrs), estadios 8-11 (3 hrs 20 minutos—7
hrs 20 minutos) y estadios 15-16 (11 hrs 20 minutos—15 hrs) y se seleccionaron
ademas visualmente en lupa por las siguientes caracteristicas: estadios 1-4 por
la ausencia de embriones celularizados o cualquier otro pliegue morfolégico,
estadios 8-11 por la ausencia de los surcos metaméricos (que dividen cada
segmento), y finalmente el intervalo de estadics 15 a 17 por la ausencia de

fraqueas.

Se homogenizaron los embriones en 750 pl de Trizol (Invitrogen,
California, EE.UU.) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Los RNAs se
resuspendieron en 50 ul de agua DEPC y se determind espectrofotométrica-
mente su absorbancia a 260 y la razén 260/280 nm. Para [a sintesis de cDNA
se utilizé la enzima transcriptasa reversa Superscript Il y se siguieron sus
instrucciones de manufactura. A partir de los cDNAs obtenidos, se realizaron los
PCRs con 0,5 ul de cada partidor a una concentracién de 10 uM, 0,5 p! de
mezcla de dNTPs, 0,75 nl de MgCl, 50 mM, 2,5 pl de tampén de PCR 10X, 1 ul
& 2 ul del cDNA respectivo directo o de una dilucién 1/10, 1 U de Tag DNA
polimerasa y agua destilada estéril hasta 25 pl. El programa de amplificacion
utilizado fue: 94°C por 1 minuto, 35 ciclos de: desnaturacion a 94°C por 30 seg,
apareamiento a la Tm respectiva por 30 seg y extension a 72°C por 30 seg por

cada 500 pb del producto esperado y una extensién final a 72°C por 10 minutos.
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2.4.- OBTENCION DNA GENOMICO

Para el analisis de las lineas seleccionadas de la transposicidn se extrajo
DNA genémico de una Gnica mosca adulta homocigota. Para ello se puso la
mosca en -un tubo de 0,6 mi sobre la que se agregaron lentamente 50 ul de
tampén de homogenizacion para DNA gendmico con la proteinasa K agregada
recientemente. Con la misma punta de la pipeta se molié suavemente la mosca
y se incubé 30 minufos a 37°C. Luego se inactivd la proteinasa K por 2 minutos

a 95°C.

2.5.- PCR DNA GENOMICO

Para los PCRs de productos esperados mayores de 2,5 Kb se utilizd la
mezcla de enzimas Taq DNA polimerasas “Elongasa” de Invitrogen, California,
EE.UU. Se ajustd la concentracion de sales segun instrucciones del fabricante,
y se determind que la mejor mezcla fue con 1,9 mM de concentracion final de
Mg**. El programa utilizado en todos los casos fue: 94°C por 30 seg, 35 ciclos
de: 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 1 minutos por cada 1 Kb del

producto esperado. Luego 72°C por 10 minutos y 4°C.




TABLA 3: Partidores utilizados
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Nombre Secuencia §-3’ Orientacion Templado
partidor

Tim8-for tagattigttcgctiaatcgacace 5-3 Intrén entre exones 2 y 3 de im8

iA-1-for1 tegetcategctcacataaa 5-3' Intrén entre exones A y 1 de dig

iA-1-for2 cgcttggtagggcagtagag 5'-3 Intron entre exones Ay 1de dig

iA-1-for3 gcaaaccaaaggcaaaataa 5-3 Intrén entre exones Ay 1 de dig

iA-1-for4 ccgcttggtcagtgttcactg 5-3 Intrén entre exones Ay 1de dig

iA-1-revi tgtgagttggctgctittig 3-5 Intrén entre exones Ay 1 de dig

E1-revi getectecacattcacattcg 3-& Exén 1 de dig

ATG-897N-for | aacaacgcicacagaatgee 5.3 Inicio de la traduccion de DigS97
{exdn 1 de dlg)

E2-rev atcgctcteggactictcaa 3-8 Exén 2 de dig

i3-4-rev2 tigaccgcaatcgtatcica 3-5' Intrén entre excnes 3 y 4 de dig

E4-revi ggictccgetglctttigtt 3-5' Exon 4 de dig

ATG-DigA-for {gctgegatatgacaacgagg 5-3 Inicio de la traduccion de DIgA (exén
8 de dig)

E12-for gegctaaatagtatgggacagacgg 5-3 Exon 12 de dlg

E12-rev ggctggggtgatigggateg 3-5 Exén 12 de dig

PDZ1-rev cgtataaccagctatcatcgee 3-8 Exon 10 de dig (dominio PDZ1)

PDZ3-rev aagcgattgtactccictg 3-8 Exdn 14 de dig (dominio PDZ3)

SH3-rev ttcatcgicggaggcatiggt 3-5 Exon 15 de dig (dominio SH3)

GUK-rev ggtatcgccctggacaacgeccg 3-8 Exdn 24 de dlg (dominio GUK)

5' actina ggccggactegtegtactectge 5-3 Actina de Drosophila

3' actina gagcaggagatggccaccgetge 3-5 Actina de Drosophila

2.6.- HIBRIDACION /N SITU

L as sondas se prepararon segln instrucciones de! sistema comercial

para preparacion de sondas RNA marcadas con digoxigenina.

Una vez fijados los embriones (ver protocolo de fijacion embriones sin

inyectar), se rehidrataron realizando lavados de 5 minutos cada uno, en

soluciones de metanol : PTw, de las siguientes diluciones: 7:3, 1:1, 377, y

finalmente con PTw solo. Luego se postfijé 20 minutos con agitacién y se

hicieron 5 lavados de 5 minutos cada uno con PTw. Se incubd 5 minuios a
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temperatura ambiente en solucién 1:1 de PTw y Hb-B, luego otros 5 minutos
con Hb-B solo (sin agitar) y se prehibridé con Hb-A por lo menos 1 hora a 60°C.
Las sondas en Hb-A a una dilucién de 1:2000 se desnaturaron a 80°C durante 5
minutos y luego se incubaron con los embriones foda la noche a 60°C. Al dia
siguiente después de sacar la sonda, se lavaron los embriones 1 hora a 60°C y
luego 5 veces durante 20 minutos cada una con Hb-B. Luego se lavaron 5
minutos con mezclas de Hb-B:PTw a las concentraciones 4:1, 1.1 y 14, y
finalmente se lavd 5 veces con PTw s6lo (1 ml en cada lavado). La deteccion se
realizé incubando los embriones toda la noche a 4°C con anticuerpo anti-
digoxigenina previamente preabsorbido 1:10 con embriones, a una dilucion de
1:2000 en PTw. Al dia siguiente se lavé 5 veces con PTw durante 5 minutos
cada vez, y luego 2 por 5 minutos con solucién AP. Para la deteccion se
agregaron 4,5 pl de NBT y 3,5 ul de BCIP a 1 ml de solucién AP. Las
reacciones en general se desarrollaron dentro de la primera hora y se

detuvieron con 3 lavados de 5 minutos cada uno en PTw.

TABLA 4: Enzimas de restriccion y RNAs polimerasas utilizadas en la
obtencion de las sondas para las hibridaciones in situ

Nombre sonda Enzima de restriccién RNA polimerasa
Blanco Hebra con Hebra Hebra con Hebra
sentido | anti-sentido | sentido anti-sentido
S97N dig (exones 1, 3y 4) Not | Hind Il T7 T3
E7 dig (exdn 7) Kpn | Not | T3 T7
E8 dig (exones By 8) Xhol BamH | T3 T7
Wor worniu (EST RE10012) BamH | EcoR | T7 T3
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2.7.- REACTIVOS Y SISTEMAS COMERCIALES DE BIOLOGIA

MOLECULAR

- Acetato de sodio (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Aceite mineral (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Agarosa ultrapura (Fisher Scientific, New Jersey, EE.UU.)

- Alcohol isoamilico (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Alcohol isopropilico (Merck, Darmstadt, Alemania).

- Anticuerpo anti-digoxigenina (Boehringer, Mannheim, Alemania)
- BCIP {Merck, Darmstadt, Alemania)

- Bromuro de Etidio (GIBCO BRL, California, EE.UU.)

- Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- DNA de salmén (Ambion Inc., Texas, EE.UU.)

- DNAsa | (Ambion Inc., Texas, EE.UU.)

- dNTPs: dATP, dCTP, dGTP ydTTP 100 mM cada uno (Boehringer

Mannheim, Alemania)
- DTT (Promega, Madison, EE.UU.)
- Etano! (Merck, Darmstadt, Alemania)
- Estandar de peso molecular 1 Kb (Invitrogen, California, EE.UU)

- Fenol; cloroformo: alcohol iscamilico/ 25:24:1 (Winkler, Santiago,
Chile)

- Fenol saturado acido (Winkler, Santiago, Chile)

- Formamida (Merck, Darmstadt, Alemania)




Heparina (Sigma, St Louis, EE.UU.)

Inhibidor de RNAsa RNAsa Out (Invitrogen, California, EE.UU.)
Oligo(dT)12.1s 500 ng/ml (Invitrogen, California, EE.UU.)

NBT (Merck, Darmstadt, Alemania)

NTPs: ATP, CTP, GTP y UTP 100 mM cada uno (Boehringer,

Mannheim, Alemania)
RNA de [evadura (Boehringer, Mannheim, Alemania)
RNAsa H (Biolabs, EE.UU.)

Sistema comercial de obtencion de DNA desde geles de agarosa,
(Quiagen, Standford, EE.UU)

Sistema comercial de obtencion de DNA plasmidial (Quiagen,
Standford, EE.UU)

Sistema comercial de obtencién de RNA (Quiagen, Standford,
EE.UU)

Sistema comercial para marcar sondas RNA con Digoxigenina
(Boehringer Mannheim, Alemania)

SP6 RNA polimerasa 20U/ul (Ambion Inc., Texas, EE.UU.)
T3 RNA polimerasa 20U/pl (Promega, Madison, EE.UU.)
T7 RNA polimerasa 20U/ul (Promega, Madison, EE.UU.)

Taq DNA polimerasa, tampon de PCR 10X y MgCi> 50 mM
(Invitrogen, California, EE.UU.}

Transcriptasa reversa Superscript [l {(Invitrogen, California, EE.UU.)
Trizol (Invitrogen California, EE.UU.)
Tween-20 (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

59




60

2.8.- SOLUCIONES DE BIOLOGIA MOLECULAR

- Amortiguador de electroforesis TAE 1X (Tris-acetato/EDTA)

- Hb-A (solucién de hibridacion): 50% formamida, 5X SSC, 100 pg/mi
de DNA de salmén, 50 mg/ml heparina, 0,1% tween-20, 50 pg/ml
RNA de levadura y agua DEPC.

- Hb-B (solucién de pre-hibridacion): 50% formamida, 5X SSCpH S y
agua DEPC.

- NTP-DIG mix: mezcla de marcaje de nucleétidos para sintesis de
sondas RNA para hibridacion in situ: 10 mM ATP, 10 mM GTP, 10
mM CTP, 6,5 mM UTP y 3,5 mM UTP-DIG.

- Proteinasa K (Invitrogen, California, EE.UU.) 26 mg por 1 ml de agua
- PTw: PBS 1X, 0,1% tween-20

- Tampén de homogenizacion para DNA genémico: 10 mM Tris-Cl pH
8.2, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl y 200 pg/mi Proteinasa K agregada
fresca el dia de su uso

- SDS 10%

- Solucién AP: 100 mM NaCl, 50 mM MgCly, 100 mM Tris-HCI pH 9,5,
0,1% tween-20 y agua DEPC.

- Solucién de alineamiento dsRNA: 1 mM Tris-HCIpH 7,5y 1 mM
EDTA

- Solucién de inyeccion dsRNA: 5 mM KCly 10 mM NazHPO4 pH 7,8.

- 88C 20 X: NaCl 3 M y Citrato de sodio 0,3 M pH 7,4.
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3.- FIJACION E INMUNOTINCION DE EMBRIONES

3.1.- FIJACION DE EMBRIONES SIN INYECTAR

3.1.1.- Remocién corion: Los embriones se recolectaron con agua destilada
desde sus placas de recoleccion, se pusieron en mallas recolectoras, se les
elimind el corion con solucién de hipoclorito de sodio al 50% durante 5 minutos

y se lavaron con abundante agua.

3.1.2.- Fijacién: con la ayuda de un pincel se pusieron los embriones sin corion

en solucién de fijacién con PEM durante 20 minutos con agitacién.

3.1.3.- Eliminacién de la membrana vitelina: se utilizé el método de metanol-
agitacion (Goldstein y Fyrberg, 1994). Para ello, se descarté la fase acuosa
inferior que corresponde al formaldehido, y se agregd metanol hasta completar
1 ml. Luego se agité en vortex a maxima velocidad durante 1 minuto. Los
embriones fijados y sin membrana vitelina son los que caen al fondo. Luego se
descartd el liquido y se lavaron los embriones 3 veces con metanol. Los
embriones asi fijados se utilizaron inmediatamente o se guardaron en el

metanol de su tltimo lavado a —20°C.

Para fijar embriones de 15-22 horas, es decir de estadio 16 hasta antes
del inicio de larva de primer estadio, se procedié de igual manera excepto que
previo a la inmunotincién los embriones fueron sonicados para que los

anticuerpos penetraran facilmente la cuticula. Para ello, después de la fijacion




62
{

se rehidrataron los embriones desde metanol, 3 veces 5 minutos y 1 por 30 en
PT a temperatura ambiente, y se pusieron 100-150 ul de embriones por tubo
con 500 ul de PT. Luego se sonicaron en hielo utilizando un sonicador Fisher,
intensidad N° 2, y se dieron 3 pulsos de 3 segundos cada uno, separados por

intervalos de 3 segundos. Luego se lavd 2 veces por 5 minutos en PT.

3.2.- FIJACION DE EMBRIONES INYECTADOS

A los embriones inyectados no se les puede eliminar la membrana
vitelina con el método de agitacién con metanol, por lo que es necesario
eliminarla uno a uno con aguja de tungsteno. Para su fijacién, se incubaron
durante 1 hora en solucién de fijacion con 2,4 ml de n-heptano, 0,6 ml de
formaldehido (37%), 0,16 ml de PBS 10X y 1,64 ml de agua, se pasaron por
una malla recolectora para sacar el exceso de n-heptano, y se recolectaron en
PT. Para eliminar la membrana vitelina, se ordenaron sobre una placa de agar
de recoleccién de embriones y se transfirieron a una placa portaobjeto con cinta
adhesiva doble faz. Los embriones asi pegados en la placa se sumergieron en
una placa de 10 centimetros de diametro con PT y con la ayuda de una aguja
de tungsteno afilada, se eliminé la membrana vitelina. Los embriones “pelados”
se despegan de la placa, se recolectan con pipeta y se transfieren a tubos

eppendorif para realizar inmediatamente el bloqueo e inmunotincion.
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3.3.- INMUNOTINCION DE EMBRIONES

La inmunotincion de embriones se realizd en tubos eppendorf de 1,5 ml,
con el equivalente a 50-150 pl de embriones en cada tubo. Todas los lavados
se realizaron con 1 ml de PBT, con agitacion y a temperatura ambiente.
Después de fijar, y en los casos de embriones de estadio 16 despues del
procedimiento de sonicacion, se hidraté o lavé 3 por 10 minutos con PBT, y
luego se blogqued con 1 mi de PBTG. La incubacion con los anticuerpos
primarios (uno, dos o los tres juntos) diluidos en PBTG, se realizé a 4°C durante
toda la noche. Al dia siguiente se lavaron 3 veces por 5 minutos y luego 4 veces
por 15 minutos con PBT, se bloquearon 30 minutos con PBTG y se incubaron 1
hora a temperatura ambiente con el o los anticuerpos secundarios diluidos en
PBTG. Luego se lavaron 3 por 5 minutos y luego 4 por 15 minutos con PBT.
Cuando se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados con peroxidasa (HRP),
se incubaron los embriones durante 2 minutos con 200 pul de solucién DAB-N;,
luego se agregaron 10-30 ul de solucidon fresca de H.Oz 0,3%. Se detuvo la
reaccion con 2 lavados de 1 minuto cada uno con PT. Luego se lavo 1 minuto
con PBS 1X y se agregaron 500 ul de glicerol 50% a cada tubo. El tiempo de
incubacioén (entre 15 y 60 minutos) con el glicerol 50% a temperatura ambiente
y sin agitacion dependi¢ de cuanto se quisiera aclarar la tincién con DAB-NI.
Finalmente se removi6 el glicerol 50% y se reemplazé por glicerol 75%, el que

se dej6 equilibrandose toda la noche a 4°C. En el caso de las tinciones
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fluorescentes, se incubd 1 hora a temperatura ambiente con glicerol 75%, y

luego se equilibré a 4°C con el medio de montaje Vectashield.

3.4.- INMUNOTINCION CEREBROS DE LARVA

Se disectaron cerebros de larvas de 3% estadio en solucion de diseccién
libre de Ca™ fria y se fijaron en formaldehido al 4% en solucién PEM con 0,1%
de triton X-100 durante 30 minutos con agitacion y a temperatura ambiente.
Luego se realizaron 3 lavados de 10 minutos con solucién PT y se bloqued 1
hora a temperatura ambiente en PT con 1% BSA. Se incubd con el anticuerpo
primario toda la noche a 4°C, al dia siguiente se lavd 3 veces por 10 minutos
con PT, se incubd 2 horas con el anticuerpo secundario, se lavo 3 veces por 10
minutos con PT. Previo al montaje se equilibré al menos 1 hora con medioc de

montaje (Vectashield).
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TABLA 5: Anticuerpos primarios utilizados para la inmunotincién de
embriones y cerebros de larvas

Anticuerpo Especie Origen Especificidad Difucién

22C10 Raton Hybridoma | Algunas neuronas del SNC y todo el 1:10
Bank' SNP

B-galactosidasa Ratén Promega’ Enzima -galactosidasa 1:500

BP102 Raton Hybrigoma Axones del SNC de Drosophila 1:10
Bank

Digppz (4F3) Ratén Hybrigoma Dominio PDZ 2 de dig de Dresophila | 1:500
Bank

Digsem (purificado) | Conejo | Mendozay | Region S97N de dig de Drosophila 1:100
col. 2003

Elav (9F8A9) Ratén Hybrifioma Marcador de neuronas postmitéticas 1:10
Bank

Engrailed (4D9) Ratén Hybridoma Marcador de un grupo grande de 110
Bank' neuronas del SNC y algunas del PNS

Even-skipped Raton Hybridoma Marcador de un grupo de 1:30

{2B8) Bank' motoneuronas e interneuronas

Fas Il (1D4) Ratén Hybridoma Neuronas de las vias MP1y FN3, y 1:100
Bank’ motoneuronas ISy S

GFP (3EG) Ratan Meclecular Proteina fluorescente verde (GFP) 1:500
Probes

HB9 Rata Dr.C.Q. Marcador de un grupo de 1:500
Doe? motoneuronas e interneuronas

Miranda Rata Dr.C.Q. Marcador basal de neuroblastos 1:1000
Doe? mitoticos

Repo (8D12) Ratén Hybri;:loma Marcador de glia 1:10
Bank

SNC = Sistema nervioso central

SNP = Sistema nervioso periférico

! DSHB, Developmental Studies Hybridoma Bark, University of lowa, EE.UU.

2 Dr. Chris Q. Doe, Institute of Molecular Biology, Institute of Neuroscience, University of
Oregon, Eugene, Oregon, EE.UU.

% Promega, Madison, EE.UU.

4 Molecular Probes, Eugene, Oregon, EE.UU.
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TABLA 6: Anticuerpos secundarios utilizados en la inmunotincién de
embriones y cerebros de larvas

Nombre anticuerpo Marca y origen Dilucién
Anti-lgG (H+L) de ratén conjugado | Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 488 EE.UU.

Anti-lgG (H+L} de conejo conjugado | Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 488 EE.UU.

Anti-lgG (H+L) de raton conjugado | Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 546 EE.UU.

Anti-IgG (H+L) de conejo conjugado | Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 546 EE.UU.

Anti-lgG (H+L) de ratdn conjugado | Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 633 EE.UU.

Anti-lgG (H+L) de rata conjugado Molecular Probes, Eugene, Oregon, 1:200
con Alexa Fluor 488 EE.UU.

Anti-lgG (H+L) de conejo acoplado | Jackson InmunoResearch Labs, West 1:500
a peroxidasa Grove, Pensilvania, EE.UU.

Anti-IlgG (H+L) de ratén acoplado a | Jackson InmunoResearch Labs, West 1:500

peroxidasa

Grove, Pensilvania, EE.UU.

3.5.- MARCAJE DE NEUROBLASTOS MITOTICOS CON IODURO DE

PROPIDIO

Después de realizada la inmnunotincién de los embriones con el o los

anticuerpos primarios y secundarios, se eliminé el PBT del tltimo lavado y se

agregé RNasa 10 mg/ml y se incubd a 37°C durante 2 horas. Se removid la

RNasa , se lavd con PBT 4 veces por 5 minutos, y luego 4 veces por 5 minutos

con PBS1X. Se reemplazé el dlitimo PBS por 500 ul de glicerol 50% en PBS, se

incubd 30 minutos a temperatura ambiente, se reemplazé el glicerol 50% por

glicerol 70% en PBS, se incubd 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se

eliminé el glicerol 70% y se agregd medio de montaje (Vectashield) con ioduro

de propidic 1X. Se incubé toda la noche a 4°C y se montaron al dia siguiente.




3.6.- REACTIVOS UTILIZADOS EN LA FIJACION E INMUNOTINCION DE
EMBRIONES Y CEREBROS DE LARVAS

- BSA: albimina de suero bovino (Winkler, Santiago, Chile)
- Formaldehido 37% (Merck, Darmstadt, Alemania)

- Glicerol 100% (Winkler, Santiago, Chile)

- H202 30% (Merck, Darmstadt, Alemania)

- loduro de propidio 1000X: 1 mg de ioduro de propidio en 1 mi de

agua.

- Medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, EE.UU.)

- Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

- n- Heptano (Merck, Darmstadt, Alemania)

- NiCl; * 6H,0 (Sigma, St. Louis, EE.UU.) al 8%
- Suero de cabra (Invitrogen, California, EE.UU.)

- Tritén X-100 (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

3.7.- SOLUCIONES UTILIZADAS EN LA FIJACION E INMUNOTINCION D
EMBRIONES Y CEREBROS DE LARVAS
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E

- Fijador con PEM: Se prepard en el momento de utilizar. Para 1 ml, se
utilizaron 162 ul formaldehido 37%, 338 pl de solucion PEM y 500 ul

de n-heptano, y luego se agité 30 segundos para saturar las fases.
- Glicerol 50% y 70% en PBS 1X

- PBS 10 X: 80 g NaCl, 2 g KCI, 18,06 g NaHPO, * 2H:0, 2,4 ¢
KH>PO4 pH6,8
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- PBT: PT con 1% BSA

- PBTG: PBT con 5% de suero de cabra

- PEM: 100 mM PIPES como sal disodica, 2 mM EGTA Y 1 mM MgSQOy
- PT: PBS 1X con 0,1% tritén X-100

- Solucién DAB-Ni: 30 pl de solucion de DAB, 962 pl de aguay 8 pl de
solucion de NiCl; al 8%

- Solucion de diaminobencidina (DAB): 10 mg de DAB (Sigma, St.
Louis, EE.UU.) en 1ml de agua destilada

- Solucién de diseccion libre de Ca*™: 128 mM NaCl, 2 mM KCI, 4 mM
MgClz * 6 H20, 35,5 mM sacarosa, 5 mM HEPES y 1 mM EGTA, pH
7,2.

4.- PROTEINAS

4.1.- EXTRACTOS PROTEICOS

Para los ensayos de Western blot con extractos embrionarios se
homogenizé el equivalente a una media placa de puesta de embriones
(aproximadamente 50 pg) en homogenizadores de vidrio (Kontes Glass
Company, NJ, EE.UU) con 50 mM de Tris-HCI pH 7.5 y 150 mM de NaCl, se
centrifugd 10 minutos a 800 g a 4°C y se resuspendieron las membranas
sedimentadas en solucién RIPA con SDS e inhibidores de proteasas 1X. Luego
se centrifugd 10 minutos a 800 g a 4 °C , se elimind el precipitado y se agregé

tampén de carga.
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Para los ensayos de Western blot de cabezas de moscas aduitas se
homogenizaron 2 cabezas en 60 pl de tampén RIPA con SDS y con inhibidores
de proteasas, se centrifugd a 800 g por 5 minutos a 4°C, se recuperd el
sobrenadante y se agregé tampén de carga. Se cargé el equivalente a media

cabeza por carril.

4.2 .- SOLUCIONES Y REACTIVOS UTILIZADOS EN LA PREPARACION DE
LOS EXTRACTOS PROTEICOS
- Mezcla de inhibidores de proteasas 10X (Boehringer, Mannheim,
Alemania)
- PMSF 0,5 mM (Boehringer, Mannheim, Alemania).

- Solucién RIPA: 20 mM tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% nonidet P-
40, 0,5% deoxicolato de sodio, 1 mM EDTA e inhibidores de
proteasas (7,7 uM de PMSF y 1X de mezcla de inhibidores de

proleasas).

- RIPA con SDS: solucién RIPA con 0,1% SDS.

4.3.- WESTERN BLOTS

Los extractos proteicos en tampon de carga y previamente hervidos 10
minutos fueros separadas por electroforesis en geles SDS-PAGE, con geles
concentradores al 4% y separadores al 8% de acrilamida:bis-acrilamida (1:30),
y corridos por 1,5 horas a un voltaje constante de 110 volts. Una vez concluida

la electroforesis se transfirieron los geles a membranas de nitrocelulosa por 1
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hora 30 minutos a 110 volts constante. Se bloguearon la membranas con

solucién de blogueo a temperatura ambiente y con agitacion durante 1 hora.

Luego se incubd con el anticuerpo primario disuelto en PTw durante toda la

noche a 4°C y con agitacion. Luego se lavo 4 veces con agitacion por 5 minutos

a temperatura ambiente con PTw. Posteriormente se incub6 con el anticuerpo

secundario disuelto en solucién de blogueo con agitacion por 1 hora a

temperatura ambiente y se lavo 4 veces con agitacién por 5 minutos con PTw.

Para el revelado se utilizd el sistema comercial quimioluminiscente ECL

(Enhanced Chemioluminiscence).

TABLA 7: Anticuerpos utilizados en Western blots

Anticuerpo ptimario Dilucién Anticuerpo Secundario Dilucién
Anti-Dlgsgzn (Suero no purificado) 1: 20.000 |Anti-IgG de conejo acoplado @ HRP |1: 20.000
IAnti-DIgppz (4F 3, Hibridoma Bank) 1: 5.000 !Anti-IgG de ratdn acoplado a HRP _|1: 10.000
Anti B-tubulina (12G10, Hibridoma Bank) |1: 5.000 |Anti-lgG de ratén acoplado a HRP }1: 10.000

4.4.- SOLUCIONES Y REACTIVOS UTILIZADOS EN ANALISIS DE

PROTEINAS POR WESTERN BLOTS

- Acrilamida/ Bisacrilamida 40% (29:1) (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

- Amortiguador de corrida: TRIS 25 mM, Glicina 80 mM, SDS 1,7 mM,

pH 8,3)

- Amortiguador de muestra 6x (SDS y p-mercaptoetanol)
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- Amortiguador de transferencia (Glicina 39 mM, TRIS 48 mM, SDS
0,037%, Metanol 20%)

- Membrana de nitocelulosa (BioRad, California, EE.UU.)
- Metanol técnico {TCL, Santiago, Chile)

- Esténdar de peso molecular de proteinas de amplio rango (BioRad,
California, EE.UU.}

- Placas fotograficas Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
Inglaterra).

- PTw: Tween-20 0,5% (v/iv) en PBS 1X

- Sistema comercial quimiluminutosiscente Super Signal West Pico
Chemioluminutosescent Substrate (Pierce, IL, EE.UU.)

- Solucién de blogueo: leche descremada Svelty 5% en PTw.

- TEMED (Sigma, St. Louis, EE.UU.).

- Tween-20 (Sigma, St. Louis, EE.UU.).

- Persulfato de amonio (Winkler, Santiago, Chile) al 10% v/v en agua.

- Liquidos reveladores y fijadores Kodak

5.- ESTUDIOS DE FOTOTACTISMO

Para estudiar la respuesta a la luz de moscas adultas se realizé el
siguiente protocolo (adaptado de Benzer S., 1967); se seleccionaron entre 80 y
130 moscas machos aproximadamente por genotipo anestesiandolas con CO»

no mas de 5 minutos, se pusieron en un tubo de ensayo, y se dejaron 1 hora en
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posicién horizontal a la luz y a temperatura ambiente. Luego se cambiaron de
tubo de ensayo y se dejaron en completa oscuridad en posicién horizontal
durante 5 minutos. Luego en la misma pieza osura se encendié una [uz
halégena de una intensidad de 15 watts como Unica fuente de luz, dispuesta a
una distancia de 3 cm del fondo de un tubo de ensayo vacio conectado también
en posicidén horizontal con el tubo con las moscas (como se indica en la figura
13). El ensayo consistié dejar que las moscas pasaran hacia el tubo que recibe
la luz. Ese tubo (no el original) se fue cambiando cada un minuto durante 5
minutos. Finalmente se contaron las moscas que se fueron hacia la luz en el
minuto 1, 2, 3, 4 y 5 y se grafico el parcentaje de moscas que permanecio en la
oscuridad en cada punto con respecto al total de moscas iniciales. Para cada
genotipo el ensayo se repitio entre 3 y 6 veces segun se indica y con diferentes
moscas. El nimero fotal de moscas utilizadas en cada ensayo fue entre 200 y

800.

6.- ADQUISICION Y EDICION DE IMAGENES OBTENIDAS POR
MICROSCOPIA

6.1.- CAMPO CLARO

Las imagenes obtenidas en campo claro fueron tomadas con

microscopio Nikon E400 y con camara digital Nikon Coolpix ES000.
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6.2.- CONFOCAL

La microscopia confocal se realizé con un microscopio Zeiss LSM Meta
510. Todas las imagenes fueron procesadas con el programa Photoshop

version 7.0.

FIGURA 13: Ensayo de fototactismo

El tubo de ensayo de la derecha que contiene las moscas en el tiempo cero es
siempre el mismo y el de la izquierda se cambia cada 1 minuto durante 5
minutos (T1 a T5). El tiempo se contabiliza desde que se da el estimulo
luminoso. Se cuenta el nimero de moscas que se va hacia a la luz y que queda
en los tubos de la izquierda en cada minuto.
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RESULTADOS

1.- ANALISIS TEMPORAL Y ESPACIAL DE LA EXPRESION DE DIgS97

1.1.- IDENTIFICACION DE cDNAs EMBRIONARIOS DE dlg POR RT-PCR

.Se analizé la expresién de DIgS97 durante el desarrollo embrionario a
través de ensayos de RT-PCRs, Western blots, hibridaciones in situ e
inmunotinciones. Para los RT-PCRs y Western blots se utilizaron embriones
seleccionados de los siguientes intervalos de estadios: 0-4, 8-11, 12-17 en

algunos casos y 15-16 en otros (ver seccioén materiales y métodos).

Los partidores utilizados para los estudios de RT-PCRs fueron llamados
segUn la regién caracteristica a la que se unen, indicando en algunos casos si
son en el sentido 5'-3' (for) o 3'-5° (rev) (ver tabla 3 y figura 14). En todas las
reacciones de PCR de un mismo estadio se utilizé la misma preparacion de
cDNA y para cada reaccion se agrego la misma cantidad de cDNA (1 pl de una
dilucion 1/10 de la reaccién de ftranscripcién reversa). Se confrold la

contaminacién por DNA gendmico en la preparacion de RNA realizando un PCR
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con partidores de actina usando como templado RNA total. Si hubiera habido
contaminacién con DNA gendmico en la preparacién de cDNA, se habria
obtenido una banda de aproximadamente 500 pb (figura 15A). Se utilizé la
amplificacién de actina como un control interno de la cantidad relativa de
material en cada cDNA (figura 15B). EI cDNA de actina se detecta desde los
primeros estadios debido a la contribucién materna y luego durante todo el

desarrollo.

Con la pareja de partidores que amplifican el cDNA de digA completo
(ATG-dIgA/GUK-rev, figura 14) se amplificé un fragmento de aproximadamente
2900 pb en todos los estadios del desarrollo estudiados y que corresponde en
tamafio al de digA (2880 pb). Ademas se amplificé otro fragmento de
aproximadamente 2500 pb en embriones de estadio 15-17 (figura 15C). Con los
partidores que amplifican el cDNA de digS97 entero (ATG-S97N/GUK-rev) no
se amplificd ningln producto en embriones de estadio 0-4 (figura 15D) y en
estadio 15-16 se obtuvo un producto de aproximadamente 2900 pb que
corresponde en tamario con los 2850 pb del cDNA de digS87. En embriones del
intervalo 0-4 no se observaron productos usando distintos partidores que
amplifican regiones parciales de dIgS97; partidor ATG-S97N junto con partidor
PDZ1-rev (figura 15H), ATG-S97N/PDZ3-rev (figura 15J) o ATG-S97N/SH3-rev

{figura 15L).

El exén 12 solo esta presente en el cDNA de dIgA, sin embargo se

obtuvieron productos con los partidores ATG-S97N y Exon12-rev en embriones
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tardios aun a temperaturas de apareamiento de 68°C (figura 15F). Se
incluyeron en éstos y en todos los PCRs los controles con sélo un partidor, de
modo de asegurarse que los partidores no se estuvieran uniendo en forma
inespecifica al cDNA. Con los partidores ATG-dIgA/E12-rev (figura 15E) y E12-
for/lGUK-rev (figura 15G) se obtuvieron bandas unicas de aproximadamente
1300 pb y 2000 pb respectivamente durante todo el desarrollo embrionario, las
que corresponden en tamario a los fragmentos amplificados en digA (1340 y

1970 pb respectivamente).

Con el partidor ATG-S97N y un partidor reverso se observaron productos
en el intervalo 8-11 (figura 15D, F, H y J), pero fueron bandas muy débiles y en
algunos casos (figura 15 F y D) de un famafio un poco diferente a las obtenidas

en los embriones tardios (intervalo 15-17).

Con otras parejas de partidores que amplifican fragmentos del cDNA de
digA se obtuvieron mas bandas que las correspondientes a digA en cDNAs de
embriones de estadio 8 en adelante. Con los partidores ATG-dIgA/PDZ3-rev
(figura 151) se obtuvo sélo una banda de aproximadamente 1900 pb en
embriones de estadio 0-4 y en embriones del intervalo de estadio 8-17 se
obtuvieron dos bandas adicionales de aproximadamente 1800 y 1300 pb cada
una. Por su tamarfio similar sélo la banda de 1900 podria corresponder a la
amplificada en el cDNA de digA (1880 pb). Con la pareja de partidores ATG-
digA/SH3-rev se obtuvo una Onica banda de aproximadamente 2000 pb en

embriones de estadio 0-4 y desde estadio 8 en adelante se obtuvieron otras dos
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bandas mas de menor tamafio molecular (figura 15K). La banda de 2000 pb
corresponde en tamarno a la de digA (1800 pb). No se encontré alguna otra
condicion del PCR mas estricta que permitiera limpiar el producto de estas

bandas adicionales.

Con otras parejas de partidores que amplifican fragmentos del cDNA de
dlgS97 se obtuvieron mas bandas que las correspondientes a digS97 en cDNAs
de embriones tardios. Con los partidores ATG-S97N/PDZ1-rev se obtuvieron
dobletes de alrededor de 500 pb en cDNA de embriones de estadio 12 en
adelante (figura 15H) siendo 480 pb la banda amplificada para digS97. Con los
partidores ATG-S97N/SH3-rev se obtuvo una banda de aproximadamente 1800
pb y otra de mayor tamafio molecular en cDNA de embriones de estadio 15-17,

siendo 1800 pb el producto amplificado para digS97.

Estos resultados sugieren que existen otras variantes de procesamiento
alternativo de dlg, ademas de digA y digS97 gue se expresan especialmente en
estadios tardios del desarrollo embrionario. Esas otras variantes difieren en dos
regiones, una comprendida entre el dominio L27 y el primer PDZ, y la segunda
entre el segundo y el tercer dominio PDZ. Estos resultados ademas demuestran
que la variante digS97 es de expresién cigética y que su expresion comienza
débilmente en algin momento del intervalo de estadics 8-11 y que en estadios

tardios su expresion es muy fuerte.
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2880pb :
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1880pp —————M8MM
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L 1600pb |
}— 480pb —
ATG-S97N PDZ1rev PDZ3rev SH3rev GUKrev
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DIgs97 [EH PDZ1 PD22 PDZ3 SH3 <X T

FIGURA 14: Partidores utilizados en los experimentos de RT-PCR de
embriones

Esquema de las proteinas DIgA (arriba) y DIgS97 (abajo) con la ubicacion
relativa de cada partidor en el cDNA correspondiente y los tamafios de los
productos esperados. Las cajas coloreadas representan los dominios de
interaccion proteina-proteina (ver figura 6).
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FIGURA 15: RT-PCRs de embriones por estadios

(A) PCR con partidores de actina con cada RNA previo a la obtencién de los
cDNAs para verificar la ausencia de DNA genémico. (B-L) RT-PCRs. En la
parte superior de cada gel se indican los partidores especificos utilizados y los
c¢DNAs utilizados. (C), (E), (G), (I} y (K) Reacciones que amplifican fragmentos
de la variante digA y (D}, (H), (J) y (L) amplifican fragmentos de dlgS97. A la
derecha de cada gel se indican los tamarfios de los fragmentos amplificados que
corresponden a digA o digS97 seglin sea el caso (con excepcion de F). -y +
denotan los controles negativo (sin cDNA) y positivo respectivamente. Los
controles positivos fueron DNA plasmidial de actina clonado en pBluescript Il
(para A y B), digA clonado en pBluescript Il (para C, E, G, I y K) y digS97
clonado en pCRIl (para D, H, J y L). La barra dibujada a izquierda de cada gel
indica la banda de 1,6 Kb del estandar de peso molecular, con excepcion de Ay
B que indica la banda de 500 pb y de D que indica la banda 3 Kb.
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1.2.- IDENTIFICACION DE TRANSCRITOS DE dig POR HIBRIDACION IN
SITU EN EMBRIONES

Para poner a punto la técnica de hibridacién in sifu se realizaron
hibridaciones con sondas dirigidas contra franscritos de los que se conoce muy
bien su expresion, como son los genes de even-skipped (eve) y engrailed (en)
(figura 16A, B y C). Para estudiar la expresion de dig se generaron 3 tipos de
sondas: una especifica para dlgA dirigida contra el exén 8 (sonda E8), otra
dirigida al exdn 7 (sonda E7) que corresponde al 3' no traducido codificado por
el EST LD33841 y que es una variante que posee el dominio L27 y ningln otro
dominio de interaccion proteina-proteina, y finalmente una sonda que
comprende los exones 1, 3, 4 y parte del 6 (sonda S97N) (ver parte superior

figura 18).

Tanto la sonda E7 (figura 16G-1) como la sonda de S97N (figura 16E-H y
M-P) marcan en forma especifica el sistema nervioso mientras que la sonda E8
(figura 16D-F) tuvo una expresién mas amplia y difusa (por comparacién con la
hibridacién con una sonda sentido, no mostrado). Tanto con la sonda E7 como
con la sonda S97N se observé marca en el corddn ventral y cerebro desde
estadio 12 hasta 16. No se observé marca con la sonda S97N ni con E7 en
estadios previos a 10, mientras que con la sonda E8 se observé una marca
fuerte y difusa durante todo el desarrollo embrionario. La primera marca de
S97N, aunque muy suave pero detectable, fue en estadio 10 (figura 17F) y en

toda la futura regién neurogénica ventral. En estadio 12 temprano la marca se
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hace un poco mas fuerte (figura 17G) y en 12 tardio (figura 17H) es atn mas
notoria. Finalmente, de estadio 14 a 17 la marca se detecté muy concentrada

en todo el cordén ventral y cerebro (figura 17N-P).

En la figura 17A-D, 17I-L y 17T-V se puede ver la hibridacion in situ del
marcador de neuroblastos worniu (wor) en estadios y posiciones similares a las
mostradas para S97N. En acercamientos de embriones de estadio 12 temprano
se observa que la marca de S97N esta en una capa celular mas interna que la
correspondiente marcada por worniu (figura 17Q-V). Por lo tanto, el transcrito

de digS97 no se expresa en los neurcblastos.

1.3.- EXPRESION DE LA PROTEINA DIgS97 DURANTE EL DESARROLLO

EMBRIONARIO

En ensayos de Western blot con e! anticuerpo monoclonal que reconoce
el dominio PDZ 2 de dlg (anticuerpo digepz) se detectd una banda cercana a los
116 KDa durante todo el desarrollo embrionario, siendo mayor su expresion
desde estadio 8 en adelante (figura 18B), momento durante el cual aparece una
segunda banda de un tamafio un poco menor. Con el anticuerpo policlonal
digseyn e detectd un doblete cerca de los 116 KDa sodlo en los extractos
correspondientes a embriones tardios (figura 17A). Por lo tanto, las proteinas
codificadas por dlg mas abundantemente expresadas en embriones

corresponden a proteinas de alto peso molecular.
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FIGURA 16: Los RNAs de digA y de variantes con Exon 7 se expresan en
el sistema nervioso

Arriba: esquema de la composicion exodnica de los cDNAs de digA, dIgS97 y
del EST LD33841 indicando las regiones de reconocimiento de las sondas RNA
de dlg E8, S97N y E7 respectivamente utilizadas en las hibridaciones in situ.
Abajo: Vistas laterales de embriones enteros a los que se le realizé hibridacion
in situ con las sondas indicadas en la esquina superior derecha de cada foto;
even-skipped (A-B), engrail (C), E8 (D-F) y E7 (G-l). El estadio embrionario se
indica en la esquina inferior derecha. Las flechas negras indican la marca de la
hibridacién en el corddn ventral y las cabezas de flecha blanca indican la marca
del cerebro. En ésta y en todas las figuras anterior se ubica a la izquierda y
posterior se ubica a la derecha.
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FIGURA 17: Transcritos de digS97 y de worniu en sistema nervioso
embrionario

Hibridacién in situ de embriones enteros vistos lateralmente con la sonda de
worniu (A-D, I-L y T-V) y con la sonda S97N (E-H y M-S). (Q-V) es un
acercamiento de embriones de estadio 12 temprano. (Q) y (T) son vistas
profundas, (S) y (V) son vistas superficiales y (R) y (V) son vistas intermedias.
Las cabeza de flecha negra indican la capa celular marcada con worniu y la
cabeza de flecha blanca indica la capa celular marcada con S97N. E| asterisco
blanco indica un neuroblasto.
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La figura 19 muestra el patron de expresién de la proteina DigS97
durante el desarrollo embrionaric utilizando el anticuerpo primario digsgm
detectado con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. La proteina se
detecta débilmente en estadio 12 tardio en axones del cordén ventral, pero se
hace mucho mas notoria desde estadio 14 en adelante. En estadios tardios se
detectd su expresion en cerebro, en las génadas, y en los tractos axonales de
comisuras y conectividades del cordén ventral. También se marcaron las
motoneuronas que salen del sistema nerviosos central hacia la periferia, y los

sitios de unién del muscuio.

El anticuerpo 22C10 reconoce a una proteina tipo MAP1B especifica de
neuronas y es un anticuerpo muy utilizado para marcar el sistema nervioso
periférico embrionario ya que marca selectivamente todos los procesos de
neuronas sensoriales (figura 20A-C). Con inmunofluorescencia se detectd
DigS97 en el sistema nervioso periférico, donde se observd la marca en los
bordes de los somas neuronales y en los axones proximales del érgano
cordotonal que es un grupo de neuronas laterales del sistema nervioso

periférico (figura 20D-F).

La figura 21A-C muestra cortes opticos del cordén ventral tefiido con el
anticuerpo dlgsgyn, desde una vista dorsal (figura 21A) hasta una vista ventral
(figura 21C), destacando la marca en las raices de los nervios intersegmentales
y segmentales y en las comisuras anterior y posterior. No se detecté DIgS97 en

los bordes laterales de las células epiteliales (figura 21D-L).




FIGURA 18: DIgS97 y DIgA en Western blot de extractos proteicos
embrionarios
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Las membranas fueron cortadas y las proteinas de alto peso molecular fueron
incubadas con el anticuerpo dlgsgzn (A) v digenz (B) y con anti-tubulina para las
de bajo peso molecular (membranas de abajo). En la parte superior se indican
los intervalos de estadios de cada exiracto. Los tamafios indicados a la

izquierda de cada membrana se expresan en KDa.
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FIGURA 20: DIgS97 se expresa en el sistema nervioso periférico

(A-C) Inmunohistoquimica con anticuerpo 22C10 en embriones enteros. (A)
vista ventral, (B) vista lateral y (C) acercamiento de dos segmentos vistos
lateralmente, donde d, | y v sefalan los grupos de neuronas del sistema
nervioso periférico dorsal, lateral y ventral respectivamente. (D-F) Imagenes del
érgano cordotonal del sistema nervioso periférico obtenidas por microscopia

confocal con los anticuerpos 22C10 en verde (D), digsen en rojo (E) y la
superposicion de Dy E (F).

Tanto el anticuerpo que reconoce los dominios PDZs como el que

reconoce el dominio L27 marcaron los axones del cordén ventral (figura 21J-L).

Se realizaron tinciones dobles y en algunos casos triples con el
anticuerpo dlgsg7y y anticuerpos que reconocen diferentes grupos neuronales
(figura 22). Los anticuerpos para Fasciclina Il (figura 22A-B) y 22C10 (figura
22C) marcan determinados grupos axonales, mientras que los anticuerpos de

Engrail (figura 22D), HB9 (figura 22E) y Even-skipped (figura 22E) reconocen
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factores transcripcionales caracteristicos de ciertos grupos de motoneuronas o
interneuronas. El anticuerpo anti-Elav en cambio reconoce un factor
transcripcional presente en todas las neuronas postmitéticas (figura 22F). Para
el marcaje de la glia de la linea media se utilizé la tincién con p-galactosidasa
de embriones de la cepa transgénica UAS-fGal, LM-Gal4, que expresa f-
galactosidasa en dicha glia (figura 22G). Para el marcaje de células gliales
recién formadas se utilizd la tincion con p-galactosidasa de embriones de la
cepa UAS-BGal, gecm-pGald que expresa f-galactosidasa en las células
positivas para el marcador gcm (glial cells missing) (figura 22H). La glia madura
se marcé con Repo (figura 201). El anticuerpo digsezn marco todos los axones
positivos para Fasll y 22C10, y corticalmente en los somas de todas las
neuronas positivas para Elav. Por lo tanto DigS97 se expresa en todas las
neuronas maduras. El factor transcripcional Engrail (En) también se expresa en
algunos precursores neuronales, pero todas las neuronas positivas para En y
Elav fueron positivas para digsezn. Todas las neuronas positivas para HB9 e Eve

expresaron DIgS97. No se detecté expresion de DIgS97 en la glia (figura 221).

Estos resultados nos indican que DIgS97 se expresa el soma y en los

axones de un grupo heterogéneo de interneuronas y motoneuronas maduras.
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FIGURA 21: DIgS97 se expresa en sistema nervioso y no en los tejidos
epiteliales

Inmunofluorescencia de embriones enteros marcados con los anticuerpos
digse7n ¥ digpoz. (A-C) Secciones opticas obtenidas por microscopia confocal de
un mismo embrion marcado sélo con el anticuerpo digsern. (A) €s una vista
dorsal y (C) es la vista mas ventral. (D-l) Diferentes cortes Opticos de un mismo
embrién de estadio 16, (D-F) vista superficial donde se ve la marca de PDZs en
el epitelio y (G-l) vista mas profunda donde se ve la marca de ambos
anticuerpos en los musculos (cabeza de flecha blanca) en (H). (J-L) Vista dorsal
de un mismo embrién de estadio 16. El asterisco indica la marca de PDZs en la
region lateral del epitelio, region no marcada con el anticuerpo digsg7n. Los
paneles (F), (1) y (L) corresponden a las imagenes de la superposicion de (D-E),
(G-H) y (J-K) respectivamente.
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FIGURA 22: DIgS97 se expresa en un grupo heterogéneo de neuronas

Inmunofluorescencia de cordén ventral de embriones marcados con digsgr (en
rojo) y diferentes marcadores neuronales; Fasciclina Il (A y B), 22C10 (C),
Engrail (D), HB9 e Eve (E), Elav (F) y repo (I). En (G) y en (H) se realizo la
tincién con anticuerpo anti p-galactosidasa en embriones transgénicos que la
expresan en glia de la linea media (G) y en células células gcm (H).Todas son
vistas ventrales, menos (B),(H) e (I) que corresponden a vistas laterales. Las
flechas indican una misma neurona.
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2.- PERDIDA DE EXPRESION DE DIgS97 POR INYECCION DE dsRNA

2.1.- OBTENCION dsRNAS

La figura 23A muestra ejemplos de la obtencién de dsRNAs. La técnica
de RNAI por inyeccidén de dsRNA ha demostrado ser eficiente en embriones de
Drosophila utilizando concentraciones desde 0,2 hasta 5 pM (Kennerdell y
Carthew, 1998). Para controlar que los efectos observados sean debido a la
inyeccidn del dsRNA y no a la inyeccion misma o a efectos inespecificos del
dsRNA, se analizé la navegacion axonal por tincién con el anticuerpo 22C10 en
embriones inyectados con 0,25 pg/ul de dsRNA-SG7N y en embriones
inyectados con 0,25 pg/ul de dsRNA-GFP. Se utiizaron embriones de la cepa
namerc 7472 de Bloomington Stock Center que expresa GFP en un grupo

particular de motoneuronas llamadas neuronas aCC, pCC y RP2.

2.2.- ESPECIFICIDAD dsRNAs EN EMBRIONES

Antes de analizar los efectos de las inyecciones sobre la navegacién
axonal, se analizo la eficacia de los dsRNA para disminuir la expresién de sus
transcritos blanco a una misma concentracion. Para analizar la eficacia del
dsRNA-GFP se observaron los embriones inyectados sin fijar, vivos bajo
microscopio de fluorescencia. En estas condiciones, y bajo el aceite

halocarbonado, se observo la fluorescencia en un 79% de los embriones sin
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inyectar (N=110) (Tabla 8), mientras que en [os inyectados con 0,25 uM de
dsRNA de GFP la fluorescencia se observé en un 13% (N=116) (tabla 8). Se
observé una fluorescencia parcial presente sélo en una zona del embrién,
principalmente en la region anterior en un 28% de los embriones inyectados con

dsRNA-GFP y en un 6% en los embriones sin inyectar.

FIGURA 23: Obtencién de dsRNA-S97N y dsRNA-GFP
Transcritos in vitro de S97N (ssRNA-S97N) y de GFP (ssRNA-GFP) con sentido

(s) y antisentido (a) y los dsRNA respectivos que se obtienen. M es el marcador
de peso molecular de DNA donde se indica la banda de 1,6 Kb.

TABLA 8: Especificidad inyecciones dsRNA

GFP + Parcial* - (B+C) Total
(A} (B} (C) (A+B+C)

Sin inyectar 87 7 16 23 110
(79%) {6%) (15%) (21%) {100%)

dsRNA GFP 15 33 68 101 116

(0,25 uM) {13%) (28%) (59%) (87%) (100%)

22C10 FAS Total

dsRNA GFP (1 pM) 21 (17%) 126 (100%)

dsRNA-S97N (1 uM) 78 (51%) 153 (100%)

+ = Fluorescencia normal

Parcial*

= Fluorescencia parcial {no todo el embrién)
- = Sin fluorescencia

FAS = Fenotipo alterado del sistema nervioso
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Con 0,25 uM de dsRNA-S97N disminuyé la expresién de DlgS97 en los
embriones inyectados, ya que no se detectd inmunoreacciéon al anticuerpo

digsevn €n inmunotinciones acopladas a peroxidasa {datos no mostrados).

Se comparé el porcentaje de embriones con alteraciones en la
disposicién regular de los axones revelado por el anticuerpo 22C10 en los
embriones inyectados con 1 uM de dsRNA-GFP, con los inyectados con 1 uM
de dsRNA-S97N (tabla 8). Se observaron alteraciones en un 51% de los
embriones inyectados con dsRNA-S97N y en un 17% en los inyectados con
dsRNA-GFP. Luego, se comparo la disposicion de las neuronas aCC, pCC y
RP2 en el corddn ventral de los embriones inyectados con solucion de inyeccion
con los embriones inyectados con 0,25 uM de dsRNA-S97N. Los embriones
fueron fijados y tefiidos con anticuerpo anti GFP y revelados con peroxidasa. En
un 25% de los embriones inyectados con dsRNA-S97N se observd una
alteracién en dicha disposicién, mientras que en los inyectados con tampén en

s6lo un 8%. No se observaron cambios en el nimero de neuronas.

2.3.- EFECTOS DE LA INYECCION DE dsRNA-S97N EN EMBRIONES

Inyectando 3 pM (1,8 pg/ul) de dsRNA-S97N se observan alteraciones
fuertes en la expresion de 22C10 en aproximadamente un 80% de los
embriones (figura 8), pero con una concentracion de 0,25 pM sélo en un 20% y

con caracteristicas mucho mas suaves, como se puede ver en la figura 24
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donde sélo con un acercamiento a la zona indicada se aprecian los defectos en

la migracion axonal.

La figura 25A-C muestra inmunofluorescencias dobles de embriones con
los anticuerpos digsern ¥ €l marcador de neuroblastos mitético anti Miranda. Se
observa que los neurablastos con el crescente basal de Miranda no expresan
DIgS97. Para descartar que DIgS97 pudiera estar participando o interfiriendo,
aunque sea indirectamente, en las divisiones de los neuroblastos, se analizaron
los crescentes basales de Miranda en neuroblastos mitéticos de embriones
inyectados con 2 pg/ul de dsRNA-S97N. En todos los embriones observados
por microscopia confocal se observé que tanto la orientacién de la division
celular, revelada por la posicion del los cromosomas marcados con joduro de
propidio, como la posicién subcelular asimétrica de Miranda, no se ven

afectados por la inyeccion del dsRNA-S97N (figura 25).
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1= dsRNA-S97N

FIGURA 24: Defectos en la migracién axonal producidos por la inyeccion
de dsRNA-S97N

Inmunoreactividad a Fasciclina Il en embriones de estadio 14-16 inyectados con
(A-B) solucién de inyeccion y (C-F) con dsRNA-S97N. Los paneles en (B), (D) y
(F) corresponden a un acercamiento de las zonas enmarcadas en (A), (C) y (E)
respectivamente. Las flechas indican sitios de menor inmunoreactividad con
respecto a los controles, como los fasciculos longitudinales MP1 y FN3. Las
cabeza de flecha y asteriscos indican defectos en la migracién axonal; las
cabeza de flecha indican axones que cruzan la linea media en una manera
inusual, y los asteriscos indican axones que salen del eje central del corddn
ventral y se devuelven. Cerca del 20% de los embriones inyectados presenta
este fenotipo (inyectados con solucién de inyeccion N= 103, e inyectados con
0,25 uM de dsRNA S97N N=98).
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FIGURA 25: DIgS97 no se expresa en los neuroblastos embrionarios y la
disminucion de su expresion por inyeccion de dsRNA-S97N no afecta la
ubicacién basal de Miranda

(A-C) Embriones nativos de estadio 15, (D-F) embriones estadio 12-13
inyectados con solucién tampén y (G-l) embriones estadio 12-14 inyectados con
dsRNA-S97N. tefiidos con Miranda en verde (A-l), digss7n en rojo (A-C), ioduro
de propidio (IP) en rojo (D-H) o digepz en rojo (l). Los asteriscos indican
crescentes basales de Miranda en los neuroblastos y las flechas en A-C indican
la marca de digseyn. Todas son vistas laterales de la region neurogénica ventral
(con ventral ubicado hacia arriba) con excepcién de © que corresponde a una
vista ventral de cerebro.
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3.- SOBREEXPRESION DE DIgS97 EN NEURONAS EMBRIONARIAS

Para analizar los efectos de la ganancia de funcién de DIgS97 en
neuronas embrionarias se cruzaron hembras virgenes de [a cepa UAS-EGFP-
digS97 con machos de la cepa elav-Gal4. En la figura 26C se muestran
embriones tefiidos con los anticuerpos de Fasciclina Il o 22C10 que
sobreexpresan una copia de EGFP-DIgS97 en todas las neuronas. No se
observé ninguna alteracion en la formacion de los tractos axonales dei cordon
ventral. Del mismo modo, tampoco se producen alteraciones en neuronas que
sobreexpresan DIgA-EGFP (figura 26B). La cepa UAS-EGFP-S97N expresd
EGFP enriquecido en los nlcleos o somas neuronales y no en los lugares de su

expresion enddgena (figura 26D).

4.- OBTENCION DE UNA MUTANTE NULA DE DIgS97

Con el objetivo de obtener una mutante nula de DIgS97 por movilizaciéon
imprecisa de un elemento P que no afectara la expresion de DlgA, se buscaron
inserciones de elementos P en el genoma de Drosophila en sitios cercanos al
inicio de la traduccion de d!gS97. Se buscé en Exelisis Collection

(http://drosophila.med.harvard.edu/), GET DB o Gal4 Enhancer Trap Insertion

Database (htip:/fiymap.lab.nig.ac.jp/~dclust/getdb.html) y  Bloomington
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Drosophila Stock Center (http:/fly.bio.indiana.edu/) encontrandose solo una

linea que fue publicada a fines del afio 2004, llamada dig"”’?*° (de GET DB).

22C10

® X A
UAS-DIgA-EGFP/+;;
elavGald/+

A

{UAS-EGFP-QIgS97/+:
elavGald/+

UAS-EGFP-SOPN/ ¥
elavGald/+ &

FIGURA 26: La sobreexpresion de DIgS97 o de DIgA no afecta la
formacion de los fasciculos axonales

Fila (A) embriones nativos (yw) y filas (B-D) embriones de los genotipos
indicados en la esquina inferior izquierda. Primeras dos columnas corresponden
a tinciones con el anticuerpo 22C10 de embriones de estadio 13 y 15
respectivamente y las dos ultimas columnas corresponden a una vista dorsal y
otra ventral de embriones de estadio 15 marcados con el anticuerpo de
Fasciclina Il.
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4.1.- CARACTERIZACION CEPA dig"f7?%°

P7225 osta aproximadamente

La insercion de! elemento P de la cepa dh
900 pb rio arriba del exén 1 de dig, en el primer intrén comprendido entre los
exones A y 1. El tipo de elemento P insertado es GawB y por lo tanto si esta
insertado en una zona reguladora expresara Gal4. Para determinar si las
moscas dlg’F7??° expresan Gal4 en un patrén particular se cruzaron hembras
virgenes de esta cepa con machos de genotipo UAS-Tau-GFP. No se observé
ninguna marca de GFP especifica ain a 29°C, temperatura a la cual aumenta la

efectividad tanto de la expresion como de la actividad de Gal4 (datos no

mostrados).

Se caracterizé a la cepa dig'¥7??° para determinar si la insercion del
elemento causa alguin defecto en la expresion de dlg. La figura 27 muestra que
los embriones dlg™*7??° presentan una disminucién de la expresion de DIgS97
detectada por Western blot de extractos embrionarios (figura 27A) y por
inmunotinciones de embriones enteros (figura 27D y G). Al cargar una mayor
cantidad de proteina en los Western blots es posible detectar DIgS97 en
embriones tardios (datos no mostrados), asi como también revelando mas
tiempo la tincién con peroxidasa (figura 27E y H). En estadios larvales y de
pupa {no mostrado) y de adulto (en Western blot de heterocigotos figura 28A y

homocigotos figura 29) la expresion de DigS97 en dig”??° es normal.

Por lo tanto, la insercién del elemento P en la cepa dig""?® no

determina la expresién de Gal4, ni tampoco afecta la expresién de digS97 en
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estadios de pupa y adulto, pero si produce una disminucién de la expresion de

dlgS97 durante el desarrollo embrionario.

4.2.- TRANSPOSICION CEPA dig'*7%2°

Se disefid una estrategia de cruzas para realizar la movilizacion del
elemento P de dig""7%%® con el objetivo de obtener deleciones genémicas que
produjeran una mutante nula de DIgS97. La figura 10B esquematiza las cruzas
realizadas para la transposicion y en la seccién de materiales y métodos se

explican los criterios de seleccién para cada etapa.

4.3.- ANALISIS DE LAS LINEAS OBTENIDAS DE LA TRANSPOSICION

Se seleccionaron 320 moscas virgenes w-, las que se expandieron en
viales individuales con dos machos Y/FM7¢c-GFP. De las 320, 29 resultaron ser
homocigotas letales, por lo que no fue posible analizar a los machos mutantes
(NP*/Y) ni las hembras mutantes homocigotas (NP*/NP*). Para analizar si
alguna de las 29 lineas homocigotas letales eran mutantes de dIgS97, se
analizé por Western blot de exiractos de cabezas de hembras aduitas la
complementacién con el alelo dig”®. Este alelo expresa DIgS97 aunque en
menor cantidad en estadios embrionarios y larvales, mientras que en adultos se

comporta como nulo.
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Para el analisis de complementacion se cruzaron hembras virgenes
balanceadas de cada una de las lineas homocigotas letales (NP*/FM7¢-GFP)
con machos dlg” /Y y se analizo por Western blot la expresion de DIgS97 en

las hembras adultas dig”"®/NP* obtenidas de esta cruza. El Westen blot de la

PO768 1699

figura 28 (parte superior izquierda) muestra que tanto di como di en
heterocigosis sobre diferentes alelos expresan DIgS97, con excepcion de
dig™%%/dlg"'%%, donde se observa muy poca cantidad de DIgS97. En la misma
figura, | Western blot de la parte superior derecha muestra ejemplos de
complementacién entre di 899 y algunas de las lineas homocigotas letales
obtenidas de la fransposicion. Las 29 lineas expresaron DIgS97 en
heterocigosis con dlg”’®° (banda sobre 116 KDa). Por lo fanto, ninguna las

lineas letales obtenidas de la movilizacién del elemento P de dig"™? es

mutante de dIgS97.
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FIGURA 27: La linea dlg"*7??° presenta una menor expresion de DIgS97
durante el desarrollo embrionario

(A-B) Western blot con los anticuerpos digssrn (A), digepz (B) y tubulina
(paneles inferiores en A y B) de extractos embrionarios de los estadios
indicados en la parte superior de cada panel. (C-H) Inmunotincion de DIgS97 en
embriones nativos (C y F) y en embriones de la cepa dig"”’??° (D-E y G-H). (C-
E) corresponde a vistas laterales de embriones de estadio 15 y (F-H) vistas
ventrales de embriones de estadio 17. Los embriones (C), (D), (F) y (G) fueron
revelados el mismo tiempo, y los embriones (E) y (H) fueron revelados mayor
tiempo.
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4.4.- CARACTERIZACION DE MUTANTES DE DIgS97 OBTENIDAS DE LA

TRANSPOSICION DE dlg'F7?%

Las otras 291 lineas establecidas de las cruzas (nicas todas fueron
homocigotas viables y se establecieron expandiéndolas en homocigosis. Para
determinar si alguna de ellas era mutante nula de DIgS97, se analiz6 la
expresion de DIgS97 por Western blot de cabeza de aduito de los machos de
cada linea. De todas ellas, sélo dos resultaron negativas para su fincion con el

anticuerpo digsezy las llamadas dig®™®®y la dlg®™°™*® (figura 29).

FIGURA 28: Las lineas homocigotas letales obtenidas de la transposicion
del elemento P en la linea dig"""??* expresan DIgS97

Western blots de extractos de cabezas de moscas adultas con los anticuerpos
digsezn (arriba) y tubulina (abajo). (A) En diferentes condiciones de
heterocigosis se detecta DIgS97. (B) Algunas lineas homocigotas letales
(NP*#67, #193, #194 y #201) obtenidas de la transposicion heterocigotas para
dig”"® y dig™ en las que se detecta DIgS97.
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FIGURA 29: Los embriones mutantes dig®*'* y dIg®“® no expresan DIgS97

(A) Inmunohistoquimica de embriones con el anticuerpo dlgse7n. EN la esquina
superior izquierda se sefiala el genotipo de cada embrién. (B) Western blot de
extractos de cabezas de moscas adultas de los genotipos indicados en la parte
superior de la figura con los anticuerpos indicados a la derecha de cada
membrana. A mayores tiempos de exposicién no se observo ninguna
inmunoreactividad en dig®®® ni en dig®’*® con el anticuerpo digss7n (N0
mostrado) pero si con digepz. A la izquierda se indican los tamarios en KDa del
estandar de peso molecular.
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4.4.1.- Caracterizacion molecular mutantes DIgS97

Se realiz6 PCR sobre DNA gendmico de los alelos dig™®® y la dig®*™
con los siguientes pares de partidores: Tim8-for/E2-rev (im8 es el gen
inmediatamente rio arriba de dlg) y iA1-for3/E2-rev los que cubren regiones del
DNA gendémico de aproximadamente 7,4 Kb y 3,9 Kb respectivamente. Solo se
logré amplificar en el control (linea pseudonativa yw) el producto de 3,9 Kb. Sin
embargo, utilizando las mismas parejas de partidores en la linea dlg™™ se
obtuvieron productos Unicos de aproximadamente 5 Kb y 15 Kb
respectivamente. Se secuencié completamente este ultimo producto (partidores
P1 y P2 de la figura 30) y se determiné que la mutante dig™*"*® posee una
delecion de 3216 pb que cubre completamente al exén 1 parcialmente al exon 2
y que posee 859 pb del elemento P (que originalmente era de

aproximadamente 11 Kb) correspondientes al extremo 5’ de pGawB.

%5 ge realizaron PCRs

Para caracterizar molecularmente a la cepa dh
de DNA genémico con diferentes parejas de partidores cubriendo desde el ex6n
A hasta el exon 6. Las reacciones de PCR que utilizan partidores gue cubren
desde el ex6n 1 al 4 no amplifican ningun producto usando como templado DNA
gendémico de dig™® pero si usando DNA de cepas nativas. Se realizaron PCRs
de DNA genoémico de la cepa dig”™® con los siguientes pares de partidores: iA1-
for2/E4-rev y iA1-for2/E5-rev, los que en el gen dig nativo cubren regiones de

DNA gendmico de aproximadamente 13 y 14 Kb, respectivamente,

amplificandose productos de aproximadamente 1,2 y 2 Kb, respectivamente.
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Ambos productos fueron secuenciados y se determiné que Ila delecion
gendmica de la cepa dig®™e® es de aproximadamente 12 Kb y comprende los

exones 1, 2, 3 y parte del 4 (figura 30). Por lo tanto, en las mutantes d xc138

y
en la dig”® se pierde el inicio de la traduccién de digS97. En dig®°™® se pierde
gran parte de la regién que codifica para el dominio L27 (exones 1, 3 y parte del
4), mientras que en dig”™® se pierde practicamente toda la region que codifica

para el dominio L27.

Se realizé PCR de DNA genémico de algunas de las lineas homocigotas
w- que resultaron con expresion de DIigS97 por el analisis de Western blot y se
eligié a una de ellas, llamada dig®°'** (Western blot figura 29). Se secuencid la
regibh gendmica correspondiente al sitio donde estaba anteriormente el
elemento P y resultd ser una escisién precisa sin rastros del elemento P. Por lo
tanto, esta cepa posee intacto el gen dig y posee el mismo fondo genético que
las mutantes dig®™'®y dig™°® y puede ser usada como control en expetimentos

conductuales.

4.4.2 .- Sistema nervioso embrionario en mutantes de DIgS97
La figura 31 muestra la ausencia completa de inmunoreactividad
al anticuerpo dlgsery en el cordén ventral de embriones mutantes dig®® y
dig™°™ mientras que la inmunoreaciividad a dlgeoz no se ve mayormente
disminuida con respecto a embriones controles. El aspecto general del cordon

tampoco se ve alterado. Para analizar con mayor detalle el sistema nervioso en
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general se realizaron tinciones con diferentes marcadores del sistema nervioso;
anticuerpos anti: BP102 (figura 32A-C), Elav vy 22C10 (figura 32D-F) vy
Fasciclina Il (figura 32G-J). No se encontro ninguna alteracion en la disposicion

de axones ni somas neuronales.

11kb

ATG digs97 ATG digA

A d’g*’\(( 138
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FIGURA 30: Mapeo de las mutaciones en el gen dlg de los alelos dig ¥y

d’gexcs

Arriba: Dibujo de la region genoémica correspondiente el extremo 5" del gen dlg.
Las cajas de color representan a los exones, en rojo se indican los exones que
se expresan en DIgS97 y no en DIgA (representados en ris en la figura 6). Se
sefiala el sitio de insercion del elemento P en dig" ?** y la region de
reconocimiento de los partidores P1 y P2 (iA1-for-3/E2-rev) y P3-P4 (iA1-
for2/E4-rev). Se indican los sitios de inicio de la traduccion de las variantes
digS97 vy digA. Abajo: Productos de reacciones PCR de DNA gendémico de
cepa nativa (WT) y de los alelos dig™®"*® y dig™® con los partidores indicados
en la parte superior de cada gel. La secuenciacion de estos ultimos productos
permiti6 realizar el mapeo de las mutaciones.
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FIGURA 31: Inmunofluorescencia con los anticuerpos digse7n Y digeoz €n
embriones mutantes de DIgS97

Cortes Opticos de cordén ventral obtenidos por microscopia confocal de
embriones enteros marcados con (A) digepz (rojo), (B) digsern (verde) y (C)
superposicion de la imagen respectiva de (A) y (B). En éste y en todos los
casos en los que se compard la inmunofluorescencia entre diferentes
individuos, la tincidn se realizé en paralelo con la misma dilucion de anticuerpo,
y las condiciones de la microscopia fueron exactamente las mismas. Los
genotipos de los embriones se indican en la esquina superior derecha.
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FIGURA 32: El sistema nervioso central y periférico de embriones
mutantes dig®® y dig®'* no presenta defectos en la migracién axonal

Inmunotincion de embriones enteros vistos ventral (A, B, F y H) o lateraimente
(C-E, G e 1) marcados con los anticuerpos de BP102 (A-B), 22C10 (C), Elav (D-
E) y Fasciclina Il (F-). (B), (E) e (I) corresponden a acercamientos de (A), (D) y
(G) respectivamente. Arriba de cada columna se indica el genotipo. El estadio
embrionario es el mismo para cada fila.
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4.4.3.- Menor inmunoreactividad a Fasciclina [l en cerebros de larvas
dig™°™®® de 3% estadio

La figura 33 muestra tinciones con los anticuerpos dlgsern Y anti-
Fasciclina |l en cerebros de larvas de 3 estadio. La expresion de Fasciclina Il
en disco de ojo y cerebro central es practicamente la misma que en una cepa
control, sin embargo es menor en el i6bulo cerebral (regidn indicada por la

flecha roja).

4.4 4 - Ensayos conductuales de fototactismo en moscas adultas

Dada la fuerte expresion de DIgS97 en todo el sistema visual de adultos
y larvas (figura 33 y datos no mostrados) se realiz6 un experimento que
permitiera analizar la conducta de ias moscas mutantes de digS97 y que
involucre la via visual. Para ello se analizd la respuesta a la luz de moscas
adultas de 1-6, 12 y 25-30 dias de edad (figura 34A, By C, respectivamente)
seglin se explica en la seccion 5 de materiales y métodos. El ensayo se basa

en el fototactismo positivo natural que tienen las moscas adultas.

En la figura 34A grafico de la izquierda vemos la respuesta a la luz de
moscas machos de 1 a 6 dias de edad menos de un 32% de las moscas
dig®°™® (N = 3) y dig"*™? (N = 3) permanecen en la oscuridad al minuto de
dado el eétimulo luminoso (dig®°™® 29+7,5% y dig"*7??® 32+8%). A los 5
minutos, el porcentaje de moscas en oscuridad baja a menos del 20% (dig®c™®0

19+4% y dig""7?% 16+2,3%). En el caso de las mutantes, al minuto cerca de un
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70% de las moscas mutantes dlg™"*® (N = 3) aun permanece en la oscuridad
(69+3,5%, P< 0,005 con respecto a la cepa dig™'®® y P< 0,05 con respecto a
dig"*72%%), A [os 5 minutos, todavia el 55+4,6% de las moscas df *¢138 queda en
oscuridad (P<0,05 con respecto a dig™'® y a dig"*7**) (figura 34A). En el caso
de la mutante dig™® (N =3), el porcentaje de moscas que permanece en
oscuridad al minuto (69+6%) también es significativamente diferente a los de
las cepas dig™"® y dig""™?> (P<0,05 en ambos); sin embargo no lo es a los 5

minutos (42+18%) en comparacién con cualquiera de las otras cepas.

Se utilizd la cepa INAD que es una mutante ciega para comparar su
respuesta con la de las moscas dig”*™®y dig™“. La respuesta de las moscas
INAD de 1-6 dias de edad (83+3,5% al minuto y 76+5,7% a los 5 minutos, N=
3) no fue significativamente diferente a la respuesta de las moscas dig®c1 y
dlg®® de la misma edad a los 5 minutos, pero si lo fue al minuto (P<0,05 para

ambas mutantes) y con respecto a dig®™°"*° (P<0,005 para 1y 5 minutos) (figura

38A).

En moscas de 25-30 dias de edad (figura 34C grafico de la izquierda) se
observo que a los 5 minutos quedaron en la oscuridad el 83+2,9% (N=6) y el
77+4,.2% (N = 6) de las moscas dig™"*® y dig™®® respectivamente, mientras
que para las moscas dig®°"® quedaron ei 52+12,4% (N = 3). La diferencia en el
porcentaje de moscas de 25-30 dias que permanece en oscuridad al minuto y a
los 5§ minutos entre las moscas mutantes y dig™’® no fue significativa,

probablemente debido a el gran error estandar medio obtenido para dlg®°'®,
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Sin embargo, el porcentaje de moscas de 25-30 dias que permanecid en
oscuridad de la cepa dlg"""7??° (58+5,7% ai minuto 1y 43+7,3% al minuto 5) es
significativamente diferente al de las moscas df %e138 (P<(),005 para el minuto 1
y para el minuto 5) y también es significativamente diferente al de las moscas

dig™® (P<0,005 para el minuto 1y para el minuto 5).

Por lo tanto, las moscas jovenes mutantes de digS97 se comportan
significativamete diferente que moscas de la misma edad y que poseen el
mismo fondo genético, pero con el gen dig intacto (dlg®“™®) al primer minuto de
dado el estimulo luminoso. La respuesta diferente se traduce en un mayor
porcentaje de moscas que permanece en la oscuridad, es decir se mueve un
menor porcentaje de moscas hacia la iuz. Por otro lado, las moscas mutantes

de digS97 se comportan como las mutantes ciegas INAD.

Para poder analizar si el fenotipo observado en los experimentos de
fototactismo se debe a la ausencia de DIgS97, se realizaron experimentos de
rescate del fenotipo. Para ello, se construyeron cepas con la mutacion y la guia
elav-Gal4 (expresién de Gal4 en neuronas) en el mismo genoma, para luego
cruzar esas hembras dig™***-elavGal4 o dig”*>-elavGal4 con machos UAS-
EGFPdIgS97 o UAS-dIgAEGFP seglin corresponda (ver seccion de materiales y
métodos). La blsqueda de las recombinantes meidticas se hizo por Western
blot con el anticuerpo dlgsszn (ver cruzas en figura 12) de extractos de cabezas
de adultos. La figura 35 muesira el resultado de esta busqueda para las

recombinantes con dig®°™® donde se ve que de las 29 lineas analizadas 4
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resultaron recombinantes (ojos rojos dados por el gen w presente en PGal4 y
pérdida de inmunoreactividad a dlgsezn). Para los siguientes experimentos se
utilizo la cepa correspondiente al carril #9 de la figura 35 (llamada dig®™°™-
elavGal4). Del mismo modo se obtuvieron 5 recombinantes de dig®**-elavGal4
(no mostrado). La figura 36 muestra que la linea dig™°"**-clavGal4 seleccionada
es nula para DIgS97 y que permite su expresion cuando se la cruza con la cepa
UAS-EGFP-digS97, asi como también permite expresar UAS-dIgQAEGFP (no

mostrado). Lo mismo se observo con dig™®-elavGal4 (no mostrado).

Al comparar la respuesta de moscas de 1 a 6 dias de edad de la cepa
mutante dig®°™®® con expresion de DIgS97 en neuronas (dig™*'*-elavGal4;
UAS-EGFPdIgS97) se observd que permanecieron en una menor proporcion en
la oscuridad al minuto y a los 5 minutos (18+3,5% al min 1y 1744,6% al min 5,
N = 3) que moscas de la cepa mutante dig”*"*-elavGal4 (90+5,5% al min 1y
84+3,8% al min 5, N = 3) (P<0,001 al min 1 y al min 5). Por ofra parte, el

porcentaje de moscas de 1 a 6 dias de edad mutantes dig™*™*®

con expresion
de DIgA neuronal (dlg®™°"*%-elavGal4; UAS-dIgAEGFP) que permanecié en la
oscuridad no fue significativamente diferente al de las moscas dig”™*"**-elavGal4

al primer minuto pero si al minuto 5 (P<0,01).

Al comparar la respuesta de las moscas mutantes recombinantes de 1 a
6 dias de edad y de 12 dias (dig™*"*-elavGald y dig®**-elavGald) con INAD, se

determiné que no fueron significativamente diferentes (ambas mutantes, de las
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exc138

dos edades y al minuto 1 y al minuto 5), con excepcion de dlg al minuto 1

(P<0,05).

Los experimentos de rescate en moscas de 12 dias indican que la
respuesta de dlg”°™-elavGald; UAS-EGFPdIgS97 (44:10,2% al min 1 y
33+9,3% al min 5, N = 4) fue significativamente diferente a la de dig™°™-
elavGal4 (93+2,6% al min 1y 75+10,5% al min 5, N = 3) tanto al primero como
al quinto minuto (P<0,05 al min 1 y al min 5). Del mismo modo, el porcentaje de
moscas de 12 dias que permanece en la oscuridad del genotipo d xes,
elavGal4 : UAS-EGFPdIgS97 (44+1,5% al minuto 1 y 31+6,3% al minuto 5) es
significativamente diferente al de las moscas df *5_glavGal4 (85+9,5%, N = 4,
P<0,05 a ambos tiempos). Luego se analizé el rescate en moscas dig®™°'*-
elavGald de 25 a 30 dias de edad y se determiné que la respuesta de dig®™*™*-
elavGal4; UAS-EGFPdIgS97 (66+12,9% al min 1 y 44+10,4% al min 5, N= 3 )
fue significativamente diferente a la de dig®**-elavGal4 (82+7,1, N = 4) al
minuto 5 (P<0,05), pero no al minuto 1. Al comparar los efectos del rescate con
DIgA en vez de con DIgS97 se determind que las respuestas de dig™°'®-
elavGald; UAS-dIgAEGFP (84+2% al min 1y 41+5,8% al min 5, N = 3) y dlg®™°*-
elavGal4; UAS-dIgAEGFP (72+6,2% al min 1y 28+1,7 al min 5, N =3) no fueron

significativamente diferentes a las de dig™°™*.elavGald y dig™*>-elavGald

respectivamente al primer minuto, pero si al minuto 5 (P<0,05 en ambos casos).

Aungue no se estudiaron todos los genotipos para todos los intervalos de

edades, los resultados anteriormente detallados muestran que la expresién de
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EGFP-DIgS97 en las neuronas de las moscas mutantes de digSS7 rescato el
fenotipo mutante en moscas de 1 a 6 dias de edad, 12 dias y 25 a 30 dias de
edad, al minuto 1 y al minuto 5, con la tnica excepcién de dig™*"*-elavGal4;
UAS-EGFPdIgS97, que no rescaté a dig®°™*-elavGal4 al minuto 1. Ademas la
expresién de DIgA-EGFP en las mutantes no rescat6 el fenotipo mutante al

primer minuto, pero si al minuto 5 para todas las edades estudiadas.
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dfgexcUB

dlgsern

dfgexc 138

FIGURA 33: Menor inmunoreactividad a Fasciclina Il en lI6bulo cerebral de

mutantes dig®*"*

Apilamiento de cortes opticos obtenidos por microscopia confocal de sistema
nervioso central disectado de larvas de 3% estadio, tefiidos con los anticuerpos
de dlgsgnq (arriba) y Fasciclina Il (abajo) en una cepa control (izquierda) y en
dlg®“™ (derecha). Los paneles inferiores corresponden a acercamientos a una
region del lébulo cerebral (entre flechas amarilla y roja). La flecha blanca indica
el ganglio ventral, la cabeza de flecha roja sefala el disco imaginal de ojo, la
cabeza de flecha blanca el cerebro central. La flecha amarilla sefiala la primera
sinapsis de los axones provenientes del disco de ojo que van hacia el I6bulo
optico y la flecha roja los axones provenientes de la lamina que sinaptan en la
médula del lébulo dptico. Notar la menor cantidad de axones marcados con
Fasciclina Il en el l6bulo cerebral.
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—8—digexc138-elavGald
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UAS-dIgAEGFP
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UAS-EGFPdIgsa7
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FIGURA 34: Alteraciones en la respuesta de fototactismo en las mutantes
dig®c'*® y dig®™° y el rescate al primer minuto con la expresién neuronal
de DIgS97 pero no con DIgA

Porcentaje de moscas que permanece en la oscuridad con respecto al numero
inicial de ellas para cada intervalo de tiempo. (A) Moscas de 1 a 6 dias de edad,
(B) 12 dias y (C) de 25-30 dias. ** =
cepas mutantes con las cepas control con el fondo genético correspondiente al
minuto indicado. Todos los valores corresponden al promedio de los puntos en
ese minuto para ese genotipo + el error estandar medio o SEM y la significancia
se calculé utilizando el ensayo de t-student de dos colas. Ver texto para
detalles.

P<0,005 y * = P<0,05 al comparar las
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FIGURA 35: Obtencién de recombinantes dig®™*'**-elavGal4

Western blot con el anticuerpo dlgsern de extractos de cabezas de adultos de
las 29 lineas tinicas obtenidas en la cruza E) de la figura 12 (ver seccion de
materiales y métodos). Cuatro lineas resultaron ser recombinantes (carriles 4, 9,
21y 25).

tubulina

FIGURA 36: dig®™°"**-elavGal4/Y es mutante de DIgS97 y permite la
expresién de DIgS97 en neuronas

Western blot de extractos de cabeza de mosca adulta de los genotipos
indicados en la parte superior de cada carril. A la derecha se indican los
anticuerpos utilizados y a la izquierda de cada membrana se sefialan los
tamarfios del estandar de peso molecular en KDa. Nétese que la banda de
DIgS97 visualizada con el anticuerpo digsen (bajo 201 KDa) en df xe138_
elavGald/Y : UAS-EGFP-dIgS97 es de un tamafio mayor a la endégena (sobre
116 KDa) debido a la presencia de EGFP.
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DISCUSION

En esta tesis se describen los patrones de expresion temporal y espacial
del transcrito y de la proteina DIgS97 durante el desarrolio embrionario y se los
compara con los de DIgA. Estas comparaciones nos permiten concluir que
ambas variantes de procesamiento se regulan de manera diferente durante el
desarrollo embrionario; DIgA esta presente durante todo el desarrollo y se
expresa principalmente en tejido epitelial y en neuronas, mientras que DIgS97
es de expresion cigdtica y principalmente neuronal. Ademas en esta tesis se
generaron y caracterizaron dos mutantes nulas de DIgS97 que son el material
de partida para mayores andlisis de la funcion del dominio L27 de las proteinas
MAGUKSs en neuronas. La viabilidad y la formacion aparentemente normal del
sistema nervioso de las mutantes indican que DIgS97 no es necesario para el
desarrollo del individuo hasta la edad adulta ni para el desarrollo correcto del
sistema nervioso embrionario. Por lo tanto DIgS97 no es esencial para la
neurotransmisién basica ni tampoco lo es para la guia axonal, como se supuso

en un primer momento debido a los experimentos de RNAi. En ensayos
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conductuales de fototactismo las mutantes aduitas de DigS97 presentaron una
respuesta significativamente diferente con respecto a moscas de su mismo
fondo genético, pero con DIgS97 intacto, conducta que se rescatd con la
expresion de DIgS97 en neuronas. Estos estudios miden la respuesta
locomotora frente a un estimulo luminoso, pero no se estudié si la respuesta
defectuosa fue consecuencia de alteraciones en la fototransduccion,

locomocién basica o coordinacion motora.

1.- REGULACION DIFERENCIAL DE LA TRANSCRIPCION DE dig

Los resultados de los RT-PCRs (figura 15), hibridaciones in situ (figura
17), Western blots (figura 18) e inmunotinciones (figura 19) de embriones por
estadios nos indican que el transcrito de dlgS97 se expresa desde estadio 10 y
la proteina desde estadio 12, mientras que el transcrito y la proteina digA se
detectaron durante todo el desarrollo embrionario. Por lo tanto digA posee un
fuerte componente materno como ya se ha descrito (Perrimon 1988), mientras

que digS97 es sintetizado completamente de novo por el embridn.

Se sabe que el gen dig se expresa en el epitelio folicular y es necesario
para bloquear la invasién celular durante la oogénesis (Bilder y col. 2000,
Goode y Perrimon 1997). Lo mas probable es que sea la variante DIgA la que
se exprese en los 6vulos y sea la necesaria para la oogénesis. La expresion de
DIgA durante todo el desarrollo embrionario -inclusive previo al inicio de la

transcripcion cigotica- y la expresién de la proteina DlgS97 desde estadio 12 en
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adelante en neuronas maduras y no en sus precursores, indica lo diferentes que
han de ser los mecanismos que controlan y regulan la expresion del gen dig. A
través de estudios genéticos de complementacjén con diferentes alelos de dlg
ya se habia sugerido previamente la gran complejidad del locus dig (Perrimon
1988, Woods y col. 1996). Los estudios de inmunoreactividad al anticuerpo
digeoz en el cordon ventral de embriones en las mutantes de digS97 obtenidas
en esta tesis muestran que la inmunoreactividad al anticuerpo es
aparentemente normal y los tractos axonales marcados son también
aparentemente los mismos que en embriones nativos (figura 32). Esto
demuestra que DIgS97 se esta coexpresando con DigA en todas las neuronas
del cordén ventral embrionario. Sin embargo el tipo de regulacion que se ejerce
sobre el gen dlg para regular la expresion de los diferentes transcritos es
diferente seglin sea la etapa del desarrolio el individuo, ya que en Western blots
de extractos de cabeza de moscas adultas mutantes de digS97 la
inmunoreactividad al anticuerpo digepz esta notoriamente disminuida con
respecto a exiractos de moscas nativas (figura 30B). Por lo tanto, en adulios
puede que no fodas las neuronas coexpresen ambas isoformas o que la
expresion de DIgA sea muy baja en todas ellas. Esto s6lo se podra corroborar
una vez que se realicen tinciones con el anticuerpo de digepz en cortes de

cerebro de adultos nativos y mutantes de digS97.

En flybase (http://flybase bio.indiana.edu) y en Mendoza y col. (2003) se

han descrito la existencia de otros transcritos de dlig (figura 3) que pueden ser
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clasificados en tres grupos. Uno de estos grupos es del “tipo digS97”, que se
caracterizan por codificar variantes gue poseen dominio L27 (como las
variantes dig1-RC, -Rl, -RJ, -RB, -RH y -RF en flybase) y los demas dominios
de interaccion proteina-proteina (PDZs, SH3 y GUK). El segundo tipo de
transcritos son del “tipo digA”, es decir, codifican para proteinas que poseen
dominios PDZs, SH3 y GUK, pero no posen dominio L27 (como las variantes
dig1-RA, -RE y -RG). Por Ultimo, el tercer grupo de transcritos codifican sélo
para el dominio L27, poseen exén 7 y un 3' no traducido. Tanto los transcritos
del primer como del segundo grupo difieren entre si por el uso alternativo del
exén 5 y/o de exones en la region ubicada entre los dominios SH3 y GUK
(region HOOK). Estos sitios de corte y empalme -0 de “splicing” aiternativo- son
los mismos que en las proteinas “tipo DIg” de vertebrados. Inclusive en el caso
de SAP97 se ha descrito que dos variantes de procesamiento alternativo que se
expresan en neuronas y gque difieren sblo en un par de exones
correspondientes a la region HOOK cumplen funciones sinapticas diferentes
(Rumbaugh y col. 2003). Si analizamos los resultados de los RT-PCRs y se
consideran los tamarios de los otros productos obtenidos que no corresponden
a los esperados para digA o para dlgS97, vemos que es probable la ocurrencia
del uso alternativo del exdn 5 y del exén 12. Por ejemplo con los partidores
ATG-S97N y PDZ1-rev se amplifican dos bandas que podrian corresponder a
los fragmentos entre los dominios L27 y PDZ1 de las variantes digS97 vy dig1-

RB respectivamente que difieren sélo en el exén 5 (180 pb). Con los partidores
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ATG-S97N/GUK-rev y ATG-SS7N/PDZ3-rev no se distingue tan claramente una

segunda banda que pudiera corresponder al uso alternativo del exén 5.

Los anticuerpos disponibles para Dlg son tres; uno que reconoce al
dominio L27 (dlgsern), otro que reconoce al segundo PDZ (digepz) ¥ un tercero
que reconoce al dominio GUK, por lo tanto ninguno es especifico para DIgA. El
exén 12 solo esta descrito para variantes “tipo digA” y podria ser un candidato
para realizar un anticuerpo especifico para DigA. El otro exén que sélo ha sido
descrito para digA es el exon 8 que es la region que se ufilizé para la
preparacion de la sonda E8 en las hibridaciones in situ. Sin embargo lo que se
traduce de este exon son solo los tltimos 87 pb, por lo tanto pedria ser mas Util
como sitic de reconacimiento para un anticuerpo monoclonal especifico de
DIgA. Se obtuvieron productos de las reacciones de RT-PCR de embriones con
partidores especificos para digS97 y el exdn 12. Basandose soélo en el tamafio
aproximado de esos productos se puede suponer que corresponden a
fragmentos de un transcrito “tipo digS97" pero con exon 12. Si existiesen
variantes tipo digA y tipo digS97 ambas con exoén 12, los productos de RT-PCR
no ser diferenciarian en geles de agarosa con la pareja de partidores E12-
for/lGUK-rev utilizada. Esto ya que en esa regién sélo se diferencian por la
region HOOK (entre SH3 y GK); en dIgA estan los exones 16y 17 (178 pb) yen
digS97 los exones 16, 18 y 19 (229 pb), lo que hace una diferencia de solo 51
pb. Por otro lado también basandose sdlo en los tamanos de los productos

obtenidos de menor tamafio molecular que los correspondientes a digA, se
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puede suponer la existencia de transcritos “tipo dIgA” pero sin exén 12. Por lo
tanto, es probable que el exén 12 no sea un buen candidato para reconocer en

forma especifica a DIgA o a variantes de su tipo.

Las variantes que codifican s6lo para el dominio L27 y que poseen exén
7 también se expresan como las variantes “tipo digS97” en el sistema nervioso
embrionario y no antes de estadio 10 (figura 16G-I). Al menos por hibridacién in
situ no fue posible determinar si existe alguna diferencia entre el patréon de
expresion de ellas. El hecho de que aparentemente todos los axones del cordon
veniral presentan inmunoreactividad a los anticuerpos dlgsern ¥ digepz No quiere
decir que no haya expresion de proteinas que sdlo posean L27, ya que puede
ser que se estén expresando en una misma neurona que exprese DIgA, como
de hecho ocurre fuertemente en embriones. No fue posible analizar los
transcritos con exén 7 por RT-PCRs ya que se probaron cuatro partidores en
esa region y ninguno se unié eficientemente al cDNA, inclusive las bandas
amplificadas en el control positivo con el DNA plasmidial del EST de LD33841
fueron muy débiles (datos no mostrados). Esto puede deberse a que en la
region 3’ no traducida codificada por el exén 7 hay una gran cantidad de
secuencias repetidas que probablemente impiden la correcta elongacién de la

DNA polimerasa.

Desconocemos si los transcritos con exon 7 expresan las respectivas
proteinas, asi como también desconocemos donde se expresan

subcelularmente y si se expresan en estadios posteriores al embrionario y su
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significado funcional. Ya que estas variantes codifican para un Unico dominio de
interaccion proteina-proteina, que es un dominio L27, las proteinas de este tipo
podrian actuar comc dominantes negativos frente a DIgS97 al formarse
complejos heterotetraméricos entre los dominios L27 de la variante con exén 7
y los dominios L27 de la proteina con la que estuviera interactuando
normalmente DIgS97 en neuronas, come podria ser la proteina Caki u otra. Si
esto ocurriera significaria que la regulacion de la expresion de las variantes con
exén 7 podria determinar el secuestro de las proteinas que se unen al dominio
L27 de DIgS97, y asi regular indirectamente la disponibilidad de DIgS97 a las
proteinas con las que interactia a través de sus otros dominios de interaccion-
proteina-proteina. A través del uso de moscas transgénicas que permitan la
sobreexpresion del dominio L27 en [a region subcelular donde normalmente se
expresa DIgS97 en las neuronas, seria posible analizar si las variantes como la
codificada por el EST LD33841 acttian como un dominante negativo de DIgS97.
Sin embargo, esto no fue posible de analizar ya que cuando se realizd la
sobrexpresion del dominio L27 (EGFP-897N) en neuronas embrionarias, éste
se localizé en los ncleos de las neuronas y no en los axones (embriones UAS-
EGFP-S97N;:elavGald). Una posibilidad que permitiria explicar esta localizacion
nuclear, puede ser el pequefio tamafio molecular de la proteina llamada S97N
(15 KDa aproximadamente) y EGFP, de modo que la proteina de fusion EGFP-
S97N es arrastrada al ntcleo por EGFP. Sin embargo, esto parece no ser el
motivo, ya que ocurrié lo mismo con moscas transgénicas con expresan una

proteina de fusién entre un epitope mas pequefio (tres secuencias myc) Yy la
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region S97N bajo la secuencia UAS (no mostrado). Otra explicacion de la
localizacién nuclear de la sobreexpresion del dominio L27 es que sea necesaria
alguna secuencia de localizacion para su ubicacion en membrana. Con
respecto a esto se sabe que la proteina SAP97 de vertebrados necesita de Ia
region llamada |3 y de los dominio PDZ1y 2 para su localizacién en membrana
(Lue y col. 1996, Hamada y co0l.2003). En Drosophila, también estas regiones
son necesarias para la localizacién de DIg en membrana (Hough y col. 1997).
Tanto la proteina DigS97 como la proteina DIgA de Drosophila poseen dominios
PDZs 1y 2y ia regién que es la homéloga a la region I3 (codificada por el exén
16 de la regién HOOK), por lo tanto es posible que el dominio L27 expresado
solo no pueda ser retenido en la membrana y se localice nuclearmente, con lo
que no podria actuar como un dominante negativo de la proteina DIgS97
expresada en los axones. Con respecto a las funciones nucleares que podria
tener dlg, en Mclaughlin y col. (2002) donde los autores describen la
localizacion nuclear sélo de variantes de hDIg con inserto 12 y sugieren que
hDlg podria tener diferentes funciones dependiendo del ciclo celular y que las

variantes nucleares podrian agrupar complejos proteicos en la matriz nuclear.

En ensayos de Western blot con el anticuerpo dlgsern se detectaron
bandas débiles de menor peso molecular a la principal de aproximadamente
116 KDa en extractos embrionarios perc no en extractos de cabeza de adultos
(no mostrado). Esas bandas de aproximadamente 50 KDa que no son

reconocidas con el anticuerpo dlgeoz pueden corresponder al producto de las
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variantes de dlg con exén 7, aungue su peso molecular aparente excede en 20
KDa el calculado por su secuencia. No podemos por lo tanto, descartar la

posibilidad de que so6lo correspondan a productos de degradacién de DIgS97.

Tanto la ubicacion del transcrito de digS97 en estadio 12 revelado por la
marca un tanto difusa de la hibridacién con la sonda S97N como las
inmunofluorescencias dobles con los anticuerpos de digsgyn Y Miranda indicaron
que DIgS97 no se expresa en los neuroblastos. No se realizaron hibridaciones
in situ dobles, so6lo se hizo la comparacion de la marca de la hibridacién de [a
sonda S97N con la hecha con una sonda de worniu que marca neuroblastos. La
expresion de la proteina DIgS97 se detectd en los axones y corticalmente en los
somas de todas las neuronas maduras del sistema nervioso embrionario, pero

no en la glia y en la glia de la linea media.

Las proteinas MAGUK en general y las de expresién neuronal o “tipo dig”
en particular son altamente conservadas durante la evolucién. Por ejemplo, el
porcentaje de identidad entre los aminoacidos que componen los dominios
PDZ1 y 2 de SAP97 de rata y de DIgA de Drosophila es de un 63% (Thomas y
col. 1997). En cuanto a la distribucién espacial, temporal y subcelular de las
proteinas MAGUK de vertebrados “tipo dlg” (SAPQ7, PSD-95, PSD-93 y
SAP102) todas se expresan en el sisiema nervioso desde por lo menos los
primeros dias postnatales y casi exclusivamente en las sinapsis. Las proteinas
MAGUK “tipo dlg” se expresan practicamente en las mismas regiones del

cerebro; hipocampo, bulbo olfatorio, corteza cerebral, cordén espinal, etc. con la
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aparente excepcién de las neuronas de Purkinje cerebelares, que sélo expresan
PSD-93 (McGee y col. 2001). Solo SAP97 se expresa ademas en los sitios de
contacto de las células epiteliales y es la (inica de estas proteinas que se ha
descrito asociada en gran proporcion a membranas intracelulares (Sans y col.
2001). No se analiz6 la presencia de DIgS97 en membranas intracelulares por
lo que no podemos descartar esta posibilidad y sélo podemos concluir que
DIgS97 se expresa a lo largo de todo el axén y en la corteza del soma de todas
las neuronas maduras durante todo el desarrollo embrionario y también en los
axones de cerebro de larvas. Es importante recordar que en vertebrados
ademas de las cuaitro proteinas MAGUK ‘tipo Dlg”, se expresan sus
correspondientes variantes de procesamiento también en neuronas. Cada una
de estas proteinas, provengan de genes distintos o sean variantes de
procesamiento de un mismo gen, suponen funciones Unicas asociadas.
Considerando los resultados de esta tesis, se puede concluir que en el sistema
nervioso de Drosophila donde existe s6lo un gen “tipo dig” lo que controla
algunas de sus diferentes funciones y propiedades es la regulacién de la

expresion de este dnico gen.

Algunas veces la ganancia de funcién puede indicar algo acerca de la
funcién de un gen en particular, que de otro modo no es posible observar. Con
moscas transgénicas que permiten la expresion del transgen EGFP-dIgS97 y
otras que permiten la expresion del transgen dIgA-EGFP sélo en neuronas

maduras, se determiné que la sobreexpresién de DIgS97 o la de DlgA en
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neuronas embrionarias no afecta la formacion normal de los fasciculos
axonales. Acerca de la funcionalidad de las proteinas sobreexpresadas se sabe
que al menos éstas se expresan efectivamente segtin lo observado en ensayos
de Western blot. Por lo tanto, frente a un exceso de los dominios de interaccidn
proteina-proteina L27, PDZs, SH3 y GUK no se produce un mayor anclaje o
“estancamiento” de las proteinas que interactian con estos dominios gque afecte

el normal crecimiento y desarrollo axonal embrionario.

La sobrexpresiéon de SAP97 en neuronas en cultivos produce un
aumento de la funcidn sinaptica que ha sido atribuido al aumento de receptores
AMPA sinapticos. Los experimentos de sobrexpresién realizados en esta tesis
fueron dirigidos sdlo para analizar su efecto sobre la navegacion axonal. No se
puede descartar la posibilidad que la sobrexpresion de DIgS97 en neuronas de

Drosophila esté afectando otros procesos neuronales.

2.- EXPERIMENTOS DE RNAi EN EMBRIONES

Los defectos en la navegacién axonal observados en los experimentos
de RNAI en embriones no fueron debido a la pérdida de la expresion de DIigS97,
ya que los embriones genéticamente nulos de digS97 generados en esta tesis
no presentan esos defectos. La desorganizacion en la navegacion o curso que

siguen los tractos axonales en los embriones inyectados con dsRNA-S97N no
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fue una consecuencia de la concentracion de dsRNA utilizado, ya que utilizando
un dsRNA dirigido a GFP a una misma concentracion que el dsRNA-S97N se
observaron defectos en una menor proporcién (51 versus 17%). Ademas se
observé una fuerte dependencia a la dosis de dsRNA-S97N inyectado en la
obtencion del fenotipo neuronal alterado. Por lo tanto, las alteraciones
observadas en el sistema nervioso embrionario se deben a la inyeccién del
dsRNA de S97N y no a la inyeccién misma o al efecto toxico inespecifico de un

dsRNA de ese tamafo.

La técnica de RNA de interferencia o de RNAI por inyeccion de dsRNA
en embriones de Drosophila de una célula posee una serie de desventajas que
dificultan el analisis de los resultados. Estas desventajas son principalmente la
variabilidad que se produce entre inyeccién e inyeccion, la difusién no
homogénea del dsRNA en todo el embrion con lo que se producen fenotipos
mas fuertes en los sitios cercanos a la inyeccion. Ademas mediante esta técnica
no es posible analizar los efectos de la pérdida de funcion en otros estadios del

desarrollo que no sea el embrionario.

Los dsRNAs utilizados en esta tesis fueron efectivos en disminuir la
expresion de sus franscritos blancos, aunque no se realizéd una correlacion
enfre las diferentes concentraciones de dsRNA ufilizados y la expresién de
DIgS97. Para el caso de GFP se observé una filuorescencia parcial de GFP en
los embriones inyectados con dsRNA-GFP que fue principalmente en la region

anterior (la inyeccion se hace por posterior). Por lo tanto puede que el dsRNA




131

no sea suficiente para actuar por dilucion en todo el embrién, especiaimente si

se utilizan concentraciones bajas.

Una posible explicacion de los fenotipos observados en los experimentos
de RNAI es que el dsRNA inyectado esté reconociendo algin otro RNA, y que
la disminucién de ese otro transcrito sea el responsable del fenotipo. Segtn el
mecanismo de accién de los dsRNA para producir RNAi en Drosophifa, los
dsRNA son cortados en fragmentos de 21-23 pb, y son esos fragmentos los
responsables directos del RNAI. De todos los posibles fragmentos de 21 pb que
se pueden formar con los 1200 pb de dsRNA-S97N inyectados, existen solo
diez fragmentos que son idénticos a regiones exdnicas de otros genes, y todos
corresponden a los 21 dltimos pb del dsRNA-SS7N. No existe otra secuencia
idéntica mayor o igual a 21 pb en todo el genoma. De entre estos diez genes,
solo dos tienen un fenotipo descrito neuronal (los codificados por los genes Dfd
y por el CG9821), que podrian explicar en parte el fenotipo observado en las
inyecciones. Por ejemplo, en Ivanov y col. 2004, a través de RNAI por inyeccion
de dsRNA en embriones de Drosophila los autores describen genes necesarios
para el correcto desarrollo del sistema nervioso. Uno de los genes descubiertos
es el codificado por el gen CG9821, cuyo fenotipo es el menor desarrollo de las
comisuras del cordon ventral y una hipoplasia del sistema nervioso periférico,
que podria ser compatible con lo observado en las inyecciones de dsRNA-
S97N. Hay que considerar sin embargo, que proporcionalmente existirian

muchisimos mas fragmentos de 21 pb homaélogos a dig que los homodlogos a
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estos 21 pb homologos a CG9821 y Dfd. Por ejemplo, en el sitio web de

www.dkfz-heidelberg.de, que es una base de datos de RNAi gendmico de

Drosophila,_los autores utilizan seis sondas para dlg, que van de 141 pb hasta
515 pb. Con una de esas sondas de 141 ph, se generan 121 fragmentos de 21
pb de los cuales cuatro fragmentos son homologos a Dfd, y sélo uno lo es con
CG9821. Para corroborar si el fenotipo observado con el dsRNA-S97N se debe
a estos 21 pb serfa necesario inyectar los 1200 pb de S97N, pero sin estos 21

pb finales.

3.- MUTANTES NULAS DE DlgS97

A través de la movilizacion local e imprecisa del elemento P de la cepa

di F7225 exc138.

se obtuvieron dos mutantes de DIgS97, llamadas dig™* y dig
Ambas son homocigotas viables y con nula expresién de DIgS97 durante el
desarrollo embrionario y en el adulto. Por lo tanto, DIgS97 es prescindible para

el desarrollo del individuo hasta la edad adulta.

La delecién genomica de la mutante dig®®™* abarca completamente el
exén 1y parte del ex6n 2, y la mutante dig®™® posee una delecién que cubre ios
exones 1, 2, 3 y parte del 4. Por lo tanioc en ambas mutantes se pierde
completamente el inicio de la traduccion de digS97 y de las varianies que
comienzan con exén 2. El inicio putativo de la transcripcion de digS97 esta en el

exon Ay el de dIgA en el exdn B. Para que haya un nuevo marco de lectura que
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permitiera la obtencién de variantes con dominio L27 tendria que producirse un
corte y empalme nuevo entre el exon A y la mitad del exon 2, o entre el exén A
y el 3, situacion que no se cbserva en ninguna de las variantes existentes de
dig. En el supuesio que esto se produjera, se necesitaria ademas generar un
nuevo marco de lectura. Sin embargo, no se encuentra un sitio ATG de inicio de
la traduccién apropiado hasia el exén 6, el que de usarse generaria una
proteina de menor peso molecular, pero que adn seria reconocida por el
anticuerpo digse7n. El dominio L27 esta codificado por los dltimos pb del exén 1,
el exén 3 completo y la mitad del exén 4. Por lo tanto, la mutante dig™®® no
posee la regién que codifica para el dominio L27. El anticuerpo policlonal que
permite identificar a la proteina DIgS97 (anticuerpo dlgsern) estd disefiado
confra la regién codificada por los Ultimos pb del exén 1, los exones 3 y 4
completos y la mitad del ex6n 6. No descarlcamos la posibilidad de que en las
mutantes pudiera ocurrir la expresion de proteinas que fueran codificadas
desde el exén 4. Si esto ocurriera se producirfan proteinas inestables o el
marco de lectura seria tal que se terminaria antes la traduccién, ya que en
ensayos de Western blot no se detectaron proteinas de alto peso molecular con

el anticuerpo digse7n. No se detectaron transcritos con L27 en cabeza de adulto

(experimentos de RT-PCRs en las mutantes de digS97, no mostrado).

Las cepas de la coleccion a la que pertenece dig"""%*® (Gal4 Enhancer

Trap Insertion Database, hitp:/fflymap.iab.nig.ac.jp/~dclust/getdb.himl) son

creadas para detectar sitios potenciadores (‘enhancer’}) o promotores. El
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elemento P contiene la secuencia Gal4 que puede insertarse en un sitio
regulador de un gen determinado. Estas regiones usualmente se ubican en la
region 5° del gen y los elementos moviles se insertan en estas regiones con
mayor frecuencia (sitios “hot spot”). De este modo, si el elemento P se inserta
en una regién reguladora que es capaz de activar la transcripcion de Gal4 de
acuerdo al patrén de este gen en particular, este patréon puede ser revelado al
cruzar {a mosca que tiene el elemento PGal4 con otra transgénica que expresa
un marcador como GFP bajo la secuencia UAS. Por lo tanto, se puede
determinar donde y cuando el gen se expresa por la visualizacion del marcador,

P7225 no se observo ninguna marca

por eiemplo GFP. En el caso de la cepa di
de GFP especifica atin a 29°C, temperatura a la cual es mayor la eficiencia de
la expresion de Gal4 y su actividad (ne mostrado). Por lo tanto, la regién donde
estd insertado este elemento que es 900 pb rio arriba de! exdn 1 de dig segun
la secuencia publicada por la misma base de datos, no es capaz de dirigir la

expresion de Gal4, lo que sugiere que esa regidn no contiene regiones

activadoras de la transcripcion.

Por otra parte, también es posible que la misma insercién del elemento P
produzca una inestabilidad del pre-mRNA y disminuya la expresién del gen
donde esta insertado o inclusive haya nula expresion de él. En el caso de la

Cepa dl P7225

se observo una disminucion de la expresion de DIgS97 durante el
desarrollo embrionario, pero no asi en adulios. Lo anterior nuevamente apunta

a la complejidad de la regulacion de la expresidon del gen dlg, tanto espacial
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como en este caso temporalmente. Ocurre algo similar con las cepas dig""™ 7% y
dig”'®% que poseen nula expresién de DIgS97 en adulto, pero expresan algo de
proteina en embriones y en larvas. En estos alelos, el elemento P esta
insertado entre los exones 7 y el 8, es decir alrededor de18 Kb rio abajo del

inicio de la traduccion de DIgS97.

Drosophila es una especie holometadbola, en la que los individuos
embrionarios o larvales son muy diferentes de sus contrapartes adultas, por
ejemplo se sabe que no todas las neuronas embrionarias llegan a adulto,
algunas inclusive no llegan a larva. El uso de factores de transcripcion también
es diferente en los distintos estadios del desarrollo, por ejemplo el factor
transcripcional prospero se expresa soOlo en los neuroblastos de embriones
mientras que en larvas se expresa en las neuronas diferenciadas. Esto debe
considerarse en el momento de realizar estudios comparativos entre embriones,
larvas, pupa o adultos, sean estos estudios morfolégicos, de expresion genica,
o conductuales. Por esta razon, es mas apropiado destacar la existencia de una
compleja regulacién temporal y espacial de la expresiéon de dfg en una misma

etapa del desarrollo, como por ejemplo la embrionaria.

La mutacién por movilizacion del elemento P se produce por los eventos
llamados de “escisién imprecisa”, que son en realidad “saltos” del elemento P
que arrastran regiones genomicas adyacentes. De esta forma se puede
producir un “salto” hacia una region vecina y una posterior “escisién imprecisa”

en ese sitio. Esta puede ser o que haya ocurrido en las lineas homocigotas
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P7225 algunas de las cuales

letales que se obtuvieron de la transposicion de di
fallaron en complementar en un 100% a la mutante dig™”, observandose larvas
gigantes, porque lo que lo méas probable es que estas mutantes correspondan a

nuevos alelos de dIgA.

No se observd ninguna alteracién morfolégica gruesa en el sistema
nervioso de las mutantes dig®®y dlg®°"*® durante el desarrollo embrionario. Por
lo tanto DIgS97 es prescindible para la correcta navegacién axonal embrionaria.
Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad que el locus dlg completo
sea necesario para la neurogénesis, es decir tanto la variante DIgA como
DIgS97. Para poder abordar este asunto habria que analizar mutantes dobles
nulas para DIgS97 y para DIgA. En este tipo de experimento DIgA debiera estar
mutado s6lo en las neuronas diferenciadas para evitar el problema de la pérdida
de la polaridad celular en los epitelios y en las divisiones asimétricas de los

neuroblastos ya gue pueden afectar indirectamente la neurogénesis.

Analizando el sistema nervioso de las mutantes en estadios posteriores
al embrionario, se detecté una menor inmunoreactividad a Fasciclina Ii en
algunas regiones del cerebro larval, especificamente en la region de la médula
del I6bulo dptico. Fascilina |l se expresa entre oiras neuronas en los axones que
van desde los fotorreceptores a la primera sinapsis en el |dbulo optico llamada
lamina, y en los axones que conectan las vias desde la lamina a la segunda

sinapsis central, la médula del Iébulo cerebral.
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Dlg interactila a través de su primer y segundo dominio PDZ con
Fasciclina Il en los botones sinépticos de la unién neuromuscular, determinando
asi la localizacién y funcién sinaptica de Fasciclina Il. Los estudios que han
determinado como las mutaciones de dlg afectan el crecimiento y estabilidad
sindptica a fravés de la pérdida de la asociacién con Fasciclina Il se han
realizado con las mutantes dig®? y dlg™. Estos alelos afectan la expresion de
DIgA y de DIgS87 en los botones de la sinapsis neuromuscular, por lo que es
posible que sean los dominios PDZs de DIgS97 o de DIgA los que se asocien a
Fasciclina Il. Si la falta de inmunoreactividad a Fasciclina |l en el 16bulo éptico

de larvas dig®®*®

se debe a una deslocalizacion de ésta, podria ser que en
esas neuronas DIgS97, sblo -o conjuntamente con DIgA- podria estar

localizando a Fasciclina Il.

4.- ALTERACIONES CONDUCTUALES EN LAS MUTANTES DE DIgS97

Considerando (1) que no se observaron grandes alteraciones en la -
estructura del sistema nervioso embrionario ni larval en las mutantes de dlgS97,
con excepcion de la menor inmunorectividad a Fasciclina |l en algunos axones
del Iébulo cerebral de larvas de 3% estadio; (2) que se han descrito funciones
conductuales en otros alelos de digS97 (resistencia a alcohol en cepa dig” 6%,
Lee y col, 2005); v (3) que las mutantes nulas de las proteinas MAGUK “tipo

dig” presentan defectos en aprendizaje y memoria; se analizd la participacion de
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DIgS97 en un proceso neuronal complejo en el adulto como lo es la conducta

frente a un estimulo determinado.

El ensayo conductual escogido fue el movimiento de las moscas durante
5 minutos hacia un estimulo luminoso. El ensayo demostrd ser consistente, ya
que repetidamente las cepas se comportaron de la misma manera, con errores
estandares medios pocas veces superiores al 12%. Ademas las cepas que
pueden considerarse como “nativas” (como dig™®*® y dig"""?*%) se comportaron
segln se ha descrito para otras cepas nativas; es decir aproximadamente el

70% de las moscas migra hacia la luz al primer minuto (Benzer 1967).

En ambas mutantes de digS97 se observaron defectos en la respuesta
normal (fototactismo positivo) frente al estimulo, es decir, s6lo un pequefio
porcentaje de las moscas migré hacia la luz durante todo el ensayo,
especialmente al primer minuto. En los experimentos conductuales es muy
importante lo que ha sido llamado fondo genético, es decir el resto de pequefias
mutaciones o alelos de todo el genoma que acompafan a una mutacion
determinada. Es por esto que las comparaciones se realizaron con la cepa que
posee el fondo genético mas parecido: las mutantes dig®™® y dig®® se
compararon con la escisién precisa dig™’®, y en los experimentos de rescate

xc138

se compard a las mutantes recombinantes di _elavGal4 con dlg®°"3%

elavGal4; UAS-dIgAEGFP o dig®™*-elavGal4; UAS-EGFPdIgS97, y dig™®-
elavGal4 se comparé con dlg™*-elavGal4; UAS-dIgAEGFP o dig™*-elavGal4;

UAS-EGFPdIgS97 .
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La respuesta alterada se observo principalmente al primer minuto de
aplicado el estimulo luminoso y se rescatdé completamente con la expresion de
DIgS27 en neuronas de moscas jovenes (1 a 6 dias) de edad, en moscas de 12
dias y en moscas viejas de 25-30 dias. La significancia del rescate sélo fue
analizada el primer y al Gltimo minuto del ensayo, ya que entre el minuto dos y
el minuto cinco fueron en general muy pocas moscas las que se movian hacia
la luz (ver en los graficos de la figura 34, la poca pendiente de las curvas entre

los minutos 2y 5).

La sobrexpresién de DIgA en las neuronas de las moscas mutantes de
DIgS97 sélo fue capaz de revertir el fenotipo mutante al minuto 5 del ensayo y
no al primer minuto como lo hace DIgS97. Es decir DIgA puede reemplazar a
DigS97 pero no puede mejorar la velocidad de la respuesta. Esto podria

deberse a que el dominio L27 es necesario para la rapidez de la respuesta.

A pesar de tener fondos genéticos diferentes, al comparar el porcentaje
de moscas que queda en la oscuridad a los 5 minutos en las moscas INAD con

el que queda en la oscuridad en las mutantes dig™°"*®, dig®™®®, dig®°"*®-elavGal4

exch

o dig”"-elavGal4d se observd que todas las mutantes de dIgS97 no se

comportan significativamente diferentes que la mutante ciega, a diferencia de

las moscas dig®°™® y digN*"?? que si lo hacen.

La mutantes jovenes de dig®™® no fueron significativamente diferentes

exci50

que dlig a los 5 minutos, del mismo modo que las moscas de 25-30 dias de

edad dig®"®-elavGald; UAS-EGFPdIgS97 no lo fueron de dig™“"*%-elavGal4 al
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primer minuto, probablemente debido al alto error est4ndar medio en ambos

casos (18 y 13% respectivamente).

Es probable que a edades mayores de 25 dias la respuesta de las
moscas en general se vea afectada por la senectud mas que por otra causa
especifica, pero atin asi DIgS97 rescato la respuesta alterada de la mutante

dig®°™ a los 5 minutos.

Aunque no se muestra en esta tesis, las mutantes de digS97 presentan
electrorretinogramas normales, es decir el defecto asociado a la conducta de
respuesta a la luz no se origina en la recepcién del estimulo, ni en la
fototransduccion. Por lo tanto, la respuesta conductual alterada en las mutantes
de dIgS97 puede ser consecuencia de defectos en la locomocién béasica o
coordinacién motora, debido a alteraciones que pueden originarse en la
transmision y/o en la coordinacién de la respuesta en las sinapsis centrales,
periféricas y/o neuromusculares, que afecten la eficiencia de la transmisioén o de
la coordinacién de la informacion. Por ejemplo, DIgS97 (solo o en conjunto con
DIgA) podria estar facilitando el agrupamiento de canales y moléculas de
adhesion celular como Fasciclina |l, y de este modo mejorar la eficacia de la
transmision, aumentando la velocidad de la respuesta. Esto, ya que se sabe
que Dlg localiza a Fasclina I y al canal de potasio tipo Shaker en la unién
neuromuscular (Zito v col. 1997, Tejedor y col. 1897), y que Fasciclina Il

controla la estabilizacidn y crecimiento sinaptico (Schuster y col. 1996) .
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Se sabe que Dlg se expresa en la retina, en la médula y lamina del
cerebro de adultos y en otras estructuras del sistema nervioso (Ruiz-Cafiada y
col. 2002). Ademas en Western blot de extractos de cabezas se detectd DIgS97
en cabeza de adulios y ademas se sabe que se expresa en meédula y lamina
(no mostrado). No sabemos si en el cerebro de moscas adultos mutantes de
digS97 también hay una disminucion de inmunoreactividad a Fasciclina Il como
la observada en cerebros de larvas (para ello habria que realizar
inmunotinciones en cortes de cabeza). Si fuese asi, querria decir que DigS97
estaria localizando a Fasciclina Il en algunos sitios de las sinapsis centrales del
adulto y estaria modulando la plasticidad sindptica como lo hace en la unién

neuromuscular.

La proteina que es el mejor candidato para ser la que normalmente
interactie con el dominio L27 de DIgS97 de Drosophila (Lee y col. 2002) es la
proteina Caki (llamada también Camguk). Las mutantes de Caki presentan
defectos en la locomocion (Martin y Ollo 1996) y en la regulacién de la
liberacion de las vesiculas de neurotransmisor (Zordan y col. 2005). Ademas
Caki/Cask forma un complejo conservado con las protefnas DLin7/MALS y Mint,
y MALS también regula la exocitosis de vesiculas sinapticas. Por lo tanio,
DIgS97 podria estar formando en neuronas un complejo con Caki y este
complejo podria regular la liberacion de vesiculas sinapticas en conjunto con

otras proteinas.
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En sintesis, considerando la inmunoreactividad remanente al anticuerpo
digepz en las mutantes de DIgS97, se puede concluir que DIgA se expersa en
sistema nervioso de embriones en mayor proporcién que DIgS97, mientras que
en adultos DIgS97 es la variante principal. Asi mismo, la variante DIgS97 no es
nesesaria para el desarrollo del sistema nervioso de Drosophila, pero si lo es

para la conducta normal del adulto.
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CONCLUSIONES

Existen diferentes variantes de procesamiento aiternativo del gen discs-large

que se expresan en el mismo estadio del desarrollo embrionario.

DIgS97, a diferencia de DIgA, no posee componente materno. Es sintetizado

completamente por el cigoto.

La variante DIgS97 se expresa en un grupoc heterogéneo de neuronas
maduras: motoneuronas, neuronas sensoriales e interneuronas, ademas de
musculo y génadas. No se expresa en epitelios, neuroblastos, glia, nien la

glia de la linea media.
DIgS97 no participa en la division asimétrica de los neuroblastos.

La sobreexpresién de DIgS97 en neuronas embrionarias no afecta la

correcta formacion de los fasciculos axonales.

DIgS97 no es necesario para el desarrollo correcto del sistema nervioso
embrionario, al menos al nivel de microscopia utilizada en esta tesis, ni

tampoco lo es para el desarrollo del individuo hasta la edad adulta.
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7. DIgS97 y no DIgA es necesario para la correcta respuesta a la luz en

moscas adultas.
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