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"There are known knowns; there are things we know we knc)w.

There are known unknowns; we know there are some things we do not know.
There are also unknown unknowns; we don't know we donT know."

Donald Rumsfeld (Secretario de Defensa de EEUU),12 Febrero 2002.
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FZESUMEN

Las c6lulas eucariontes tienen organelos derivados de membrana dentro de los

cuales  se  encuentra  el  reticulo  endoplasmatico  y  el  aparato  de  Golgi,  Ios  cuales  les

permiten  separar y organizar  las  dis{intas funciones  celulares.  Estos  organelos tienen

que  ser  mantenidos  en   las  c6lulas  hijas  durante  la  divisi6n   celular,   generando  las

preguntas:   6qu6   ocurre   cuando   las  c6lulas   se  dividen?   6se   dividen   los   organelos
`L

existentes  o  nuevas  copias  son  generadas?  6c6mo  esto  se  encuentra  acoplado  a  los

mecanismos conocidos de control del ciclo celular?.

Nosotros  inten{amos  responder  esta  tlltima  pregunta.  Dentro  del  ciclo  celular

existen  puntos  de  control,  en  los  cuales  la  c6lula  verifica  a  traves  de  mecanismos

moleculares  si   los  procesos   necesarios  para  pasar  a  la  siguiente  etapa  han  sido

completados.   Bespecto  a  esto,   se   ha  propuesto  en  las  c6lulas  de  mamffero,   que

poseen  solo  un  aparato  de  Golgi  organizado  en  cisternas,  la  fragmentaci6n  de  6ste

durante  la  mitosis  es  un  punto de control del  ciclo  celular en fase  G2/M  que garantiza

su  herencia  en  las  celulas  hijas.  Esto  ha sido  mostrado  bloqueando  la fragmentaci6n

del  aparato de Golgi,  a trav6s de la sobreexpresi6n  u  inyecci6n de  protefnas de  matriz

de Golgi  (por ejemplo,  Grasp65).

Las c6lulas de  Drosaph/./a,  a diferencia de  las c6lulas de  mamiferos,  presentan

mdltiples   unidades   de   Golgi.   Estas   transitan,   durante   el   desarrollo   del   organismo,

desde   estados   fragmentados   (tdbulo-vesiculares)   hacia   la   formaci6n   de   cisternas

(denominadas   sfacke  apareados),   por   un   aumento   en   los   njveles   de   la   hormona

ecdisona   en    pupaci6n.    Asf,    la   estructura   ttlbulo-vesicular   del    Golgi,    durante   el

desarrollo de los progenitores de las estructuras adultas de Drosaph/./a no impondria un

punto de control del ciclo celular para asegurar la herencia de este organelo.

En esta tesis estudiamos  la funci6n de  la protefna pl 15,  una proteina de matriz

de   Golgi   (golgina)   requerida   para   la  formaci6n   de   los   stacks   apareados   y   de   la

estructura de  ]os  sitios transicionales  de[  reticulo  endoplasmatico,  durante  el  desarrollo

de    Orosaph/./a.    Nos    preguntamos    si    la   depleci6n   de    esta    protefna   afecta   la

secreci6n/exocitosis  y  si   el  cambio  de  la  estructura  del  aparato  de  Golgi-sitios  tEF]

producida  por variaciones  en  los  niveles de  esta proteina  posee  consecuencias  sobre

e[ ciclo ce[ular y el crecimiento de los tejidos.



Para  responder  a  estas  preguntas  se  realizaron  experimentos  de  ganancia  y

p6rdida de  funci6n  /.n  v/'vo utilizando  un  BNA  doble  hebra  contra  pl 15,  para  el  cual  se

determin6   su   efectividad   y   especificidad,   y   una   construcci6n   que   permite   sobre-

expresar   una   protefna   de   fu§i6n.   A   traves   del   sistema   UAS/Gal4   y   microscopia

confocal,   se  determin6   la  proliferaci6n  y  muerte  celular.   El  ciclo  celular  se  analiz6

ademas  por citometrfa  de  flujo  y  los  niveles  activado/total  de  la  quinasa  determinante

de la transici6n G2/M, Cdkl , a trav6s de inmunoblot.

Nuestros  resultados  revelaron  que  la  depleci6n  de  pll5  en  el  compartimiento

posterior del  ala produce una reducci6n en el tamafio de 6ste. A pesar de esto,  existen

mss  celulas  positivas  para  marcadores  de  proliferaci6n  (como  Brdu  y  PH3)  asi  como

para  marcadores de  apoptosis  (caspasa 3-clivada).  Esto  nos  sugiere, junto al fenotipo

de reducci6n del tamafio del compartimiento, que las celulas estan quedando retenidas

en  alguna de las etapas del ciclo  celular.  EI  analisis del  contenido de  DNA a traves de

citometrfa revel6  un enriquecimiento de c6lulas aneuploides y en  estado  G2/super-G2,

similar  a  lo  observado  en  condiciones  de  reducci6n  de  reguladores  de  la  transici6n

G2/M  (por  ejemplo,  perdidas  parciales  de  Cdkl).  El  bloqueo  de  la  muerte  celular  no

suprime  [a  reducci6n  de[  tamafio  del  tejido  y favorece  el  enriquecimiento  en  sdper-G2.

EI  analisis  de  las  interacciones  geneticas  de  pll5  revel6  que  la  modificaci6n  de  la

estructura de Golgi  no es  relevante sobre los fenotipos,  siendo Cdkl  el  dnico elemento

capaz de suprimirlos y se muestra que pl 15 es requerido en la activaci6n de Cdkl .

Se  ha  descrito  en  celulas  de  mamiferos  que  pll5  interacttla  con  y-tubulina,

concentrandose  en  los  centrosomas durante  la  mitosis  y que  la depleci6n  de  pl 15  en

este  tipo  celular  genera   husos  multipolares.  Ademas,  .se   ha  es{ablecido  que  Cdkl

durante  el  jnicio  de  la  mitosis  estarfa  localizado  en  los  centrosomas.  Se  explor6  este

posible mecanismo de regulaci6n,  no encontfandose evidencias de su existencia en los

tejidos    de    Orosctph/./a.    A    pesar   de   esto    ultimo,    encontramos    la   existencia   de

interacciones  fisicas  entre .pl 15  y Cdkl,  pudiendo  proponer de  esta forma  un  posible

mecanismo de regulaci6n, extensible a otros tipos celulares eucariontes.

Durante  esta  te§is,  se  estableci6  una  relaci6n  entre  pll5  y  la  activaci6n  de

Cdkl    en   Orosaph/./a,   sugjriendo   que   el   punto   de   control   G2/M   dependiente   de

fragmentaci6n  del  Golgi  en  Drosaph/./a serfa  independiente de  6sta y mas bjen  estaria



directamente  relacionado  con  la  presencia  de  las  proteinas  de  matriz  de  Golgi  y  su

capacidad  de  favorecer  la activaci6n  completa de  Cdkl   para  la  consecuci6n  del  ciclo

celular.

Esto  nos  ofrece  un  punto  de  partida  para  entender  el  mecanismo  base  que

explica  las  relaciones  en{re  las  golginas,  la  estructura  de  los  sitios  transicionales  del

reticulo y aparato de Golgi, y la progresi6n del ciclo celu[ar en eucariontes.



ABSTF]ACT

Eukaryotic    cells    have    membrane-bound    organelles    like    the    endoplasmic

reticulum  (EB)  and  Golgi  apparatus,  which  allow  the  separation  and  organization  of

different  cell  functions.  These  organelles  have  to  be  maintained  in  the  daughter  cells,

generating  questions  like:  what  happens when  cells  divide?  Do they divide  the existing

organelles   or   new   copies   are   generated?   How   this   is   connected   to   the   known

mechanisms of cell cycle control?

ln  this  thesis,  we  have  focused  into  this  last  question.   Within  cell  cycle  are

checkpoints,   where   cells   verify   through   molecular   mechanisms   if   the   processes

necessary to pass to following stage have been completed.  Plespect to this,  it has been

proposed   in   mammalian   cells,   which   have  only  one  Golgi   apparatus  with   cisternal

structure,   that   Golgi   fragmentation   is   a  cell   cycle   checkpoint   in   G2/M   phase   that

guarantees  its  inheritance  to  daughter  cells.  This  has  been  showed  by fragmentation

blockage through the overexpression or injection of Golgi matrix proteins (i.e.  Grasp65).

Unlike  mammalian  cells,  Drosoph/./a  cells  have  multiple  Golgi  units.  Moreover,

during   Drosapfrt./a  development,   Golgi   units  transit  from  fragmented   states   (tubular-

vesicular) to cisternae  (denominated  paired stacks), depending on a raise on ecdysone

hormone during  the  pupation.  In  this way, the tubular-vesicular structure of Golgi during

the development of progenitors of adult structures of Drosophila would not impose a cell

cycle checkpoint to ensure this organelle inheritance.

In  this  thesis,  we  have  studied   pll5  protein  function,   a  Golgi  matrix  protein

(golgin)  required for paired stack formation and transitional endoplasmic reticulum  (tEF`)

sites  structure  in  Drosaph/./a development.  We  asked  ourselves  if the  depletion  of this

protein  had  effects  on  the  secretion/exocytosis  of  proteins  and  if  the  change  of  the

Golgi-tEB structure had consequences over the cell cycle and tissue proliferation.

To answer to these questions,  live experiments of gain and loss of function were

done  using  a double  strand. BNA  (dsPINA)  against  pl 15 for which  its  effectiveness  and

specificity  were  established,   and   a  construction  that  allows  us  to  express  a  fusion

protein.    Through     UAS/Gal4    system    and    con focal    microscopy,    we    determined

proliferation  parameters  and  cell  death.  Cell  cycle  was  studied  by flow  cytometry  and



activated/total  of  the  determinant  kinase  of  G2/M  transiticm,  Cdkl,  were  analyzed  by

immunoblot.

Our  results  revealed  that  pl 15  knockdown  in  the  posterior compartment of the

wing decreased  its size.  In spite of that, there are more proliferating  and  apoptotic cells

in the wing  primordial, This suggested that the cells are getting  retained  in some point of

the  cell  cycle.  Cytometry analysis of  DNA content displayed  an enrichment of aneuploid

and    G2/super-G2   cells,    resembling    a   reduction   of   G2/M    regulators    (i.e.,    Cdkl

knockdown).  Blocking  cell  death  does  not suppress the  phenotype  of  tissue  reduction

and  it  favors  super-G2  enrichment.  Genetic  interactions  revealed  that  Golgi `structure

modification  is  not  relevant over the phenotypes,  being  Cdkl  the only element capable

to   suppress   them.   This   was   confirmed   showing   that   pll5   is   required   for   Cdkl

activation.

It  has  been  described  that  pll5  in  mammalian  cells  interacts  with  v-tubulin,

localizing   in  the  centrosomes  during   mitosis  and   pll5  depletion   caused   multi-polar

spindle formation.  Also,  it  has  been  showed  that Cdkl  at  mitosis  beginning  is  localized

in  centrosomes.  We  explored  this  possibility  but  we  haven't  found  evidences  of  their

existence in  Drosaph/./a tissues.  In spite of this, we have found the existence of physical

interactions   between   pll5   and   Cdkl,   being   able   to   propose   this   as   a   possible

mechanism of regulation, and possible to extend to other eukaryotic cell types.

In this thesis,  we  have established  a relation between  pl 15 and Cdkl  activation

in  Drosapht./a and  it is  suggested,  at least in  Drosapht./a,  that G2/M  checkpoint is  Golgi

structure  independent  and  rather  it  would  directly  be  related  to  the  presence  of  Golgi

matrix  proteins  and  their  capacity  of  favoring  the  f ull  activation  of  Cdkl   for  cell  cycle

attainment.

This   offers   a   starting   point   to   understand   the   underlying   mechanism   that

explains the relations between golgins,  Go[gi-tER structure and,cell cycle progression in

eukaryotes.



lNTF}ODUCCION

Las c6lulas eucariontes tienen organelos derivados de membrana dentro de los

cuales  se  encuentra  el  reticulo  endoplasmatico  y  el  aparato  de  Golgi,  los  cuales  les

permiten  separar  y  organizar  las  distintas  funciones  celulares.   Esto  permite  que  un

diverso rango de diferentes ambientes coexistan en una misma celula, y tiene enormes

implicancias  en  t6rminos  de  la  diversidad  de  funciones  que  esta  puede  realizar.  Al

mi§mo tiempo que proteina§ son degradadas en el ambiente acidico de los lisosomas,

nuevas  protefnas  son  sintetizadas  en  el  citoplasma  y  transportadas  a  traves  de  los

organelos  de  la  ruta  secretoria.   El  problema  con  la  existencia  de  estos  organelos

derivados de membrana como el reticulo endoplasmatico (PE) y el aparato de Golgi es

que estos deben ser man{enidos.  En  c6lulas que  no se dividen  esto  es  un  simple acto

de preservaci6n,  la biosintesis de  lfpidos y proteinas estan  asociados  con  el  RE,  y los

componentes  requeridos  pueden  ser  enviados  a  otras  partes  del  sistema,  coma  el

aparato  de  Golgi,  a traves  del trafico vesicular.  Sin  embargo,  6qu6 ocurre  cuando  las

c6lulas  se  divide?  6Creari  copias  adicionales  de  sus  organelos  al  djvidir  [as  copias

existentes,  o  generan  nuevas  copias  CJG novo?  6C6mo  esto  se  encuentra  acoplado  a

los  mecanismos  conocidos  de  control  del  ciclo  celular?.   Nosotros  en  esta  tesis  nos

enfocamos en esta ultima pregunta.

Dentro del  ciclo celular existen  puntos de control,  en  los cuales  la celula verifica

a  trav6s  de  mecanismos   moleculares  si   los  procesos   necesarios   para  pasar  a  la

siguiente etapa nan sido completados.  Pespecto a esto, se ha propuesto en las celulas

de  mamffero  poseedoras  de  solo  un  aparato de  Golgi organizado  en  cisternas,  que  la

fragmentaci6n de este durante la mitosis es un punto de control del ciclo celular en fase

G2/M  que  garantiza  su  herencia  en  las  c6lulas  hijas  dependiente  de  una  protefna de

matriz de Golgi  (golgina),  denominada Grasp65.

En esta tesis analjzamos el papel de la proteina pl 15, una protefna de matriz de

Golgi    que    ha   sido    relacionada   con    la    estructura   de    este    organelo   y   con    la

exocitosis/secreci6n  sirviendo  ademas  de  andamio  para  otras  protefnas.  A  trav6s  de

esta  tesis  fuimos  capaces  de  relacionar  esta  proteina  con  activaci6n  de  Cdkl   y  las

consecuencias de esta sobre la transici6n G2/M en el disco imaginal de ala Drosaph/./a.



En  esta  introducci6n  se  revisara  el  ciclo  celular en  general,  como  la  estructura

del  aparato  de  Golgi  es  capaz de  regularlo  y  los  antecedentes  que  involucran  a  pll5

en   el   punto   de   control   G2/M   en   otros   organismos.   A   continuaci6n   detallar6   los

antecedentes  existentes  acerca  de  la  estructura  del  aparato  de  Golgi  en  Drosophila,

como  esta  estructura  es  influenciada  por  la  sefializaci6n  por  ecdisona  y  como  pll5

podrfa acoplar la estructura del aparato de Golgi con el ciclo celular.

1.    CICLO CELULAR Y PUNTOS DE CONTROL.

En   t6rminos   generales,   la   divisi6n   celular   parte   con   la   duplicaci6n   de   los

contenidos  celulares,  seguido  por  la  distribuci6n  de  estos  componentes  entre  las  dos

c6lulas  hijas.   La  duplicaci6n  de  los  cromosomas  ocurre  durante  la  fase  S  del  ciclo

celular.   Durante  la  fase  M,  Ios  cromosomas  replicados  son  segregados  en  nacleos

individuales  (mitosis)  y  luego  la  celula  se  divide  en  dos.  La  fase  S  y  la  fase  M  estan

separadas por fases espaciadoras (gap) denominadas Gl  y G2,  donde varias sefiales

intracelulares  y  extracelulares  regulan  la  progresi6n  del  ciclo  celular.  Dentro  del  ciclo

celular   existen   puntos   de   control,   en   los   cuales   el   ciclo   celular   responde   a   la

informaci6n  proveniente  de  la  c6lula  y  del  medio  extracelular.  Por  ejemplo,  si  no  se

completa la sintesis del  DNA,  sefiales son enviadas al sistema de control para retrasar

la  progresi6n  a  la  fase  M.   Los  puntos  de  control  mejor  establecidos  son  Sfarf  (o  el

punto de  restricci6n)  en  Gl  tardio,  donde  la c6lula se  compromete  a entrar en  el  ciclo

celular y duplicar los  cromosomas.  El  segundo  es  el  pun{o  de  control  G2/M,  en. el  cual

el   sistema   de   control   responde   a   los   eventos   mit6ticos   tempranos   que   llevan   al

alineamiento de los cromosomas en el huso mit6tico.  El tercero es la transici6n entre la

metafase  y  la  anafase,  donde  el  sistema  de  control  estimula  la  separaci6n  de  las

cromatidas hermanas, promoviendo a la mitosis y posteriormente a la citoquinesis.

Los   sistemas   de   control   dependen   de   la   activaci6n   de   distintas   quinasas

dependientes  de  ciclina  (Cdks)  durante  el  ciclo  celular,  que  son  las  que  fosforilan  a

muchas de las protefnas implicadas en el proceso.  La activaci6n de Cdks dependen en

prjmera  instancia  de  la  presencia  de  las  ciclinas  respectivas,  que  como  su  nombre  lo

indica tienen  un  ciclo  de  sintesis y degradaci6n durante  el  ciclo  celular.  En  organismos



multicelulares   existen   ciclinas   y  Cdks  especificas   para   cada  fase  del   ciclo   celular

(Alberts y col„  2005).

La  uni6n  de   las  ciclinas  a  las  Cdk  produce   un   desbloqueo  del  sitio   activo,

resultando  en  una activaci6n  parcial de esta.  La activaci6n  completa se produce por la

fosforilaci6n  por  una quinasa activadora de Cdks  (OAK)  en  el  /oap de  activaci6n de  la

quinasa.  En Drosaph/./a,  la dnica OAK descrita es Cdk7, la que posee actividad quinasa

descrita  sobre  las  distintas  Cdks  (Larochelle  y  col.,   1998;   Li  y  col.,  2010)   y  en  el

dominio C-terminal (CTD)  de la FINA polimerasa 11  (Schwartz y col.,  2003).

Para   la   regulaci6n   mas   tina   del   complejo   Cdkl/Ciclina   8,   que   regula   la

transici6n  G2/M,   existen  dos  sitios  en   la  superficie  de  Cdkl   (T14  e  Y15)  que  son

fosforilados  por la quinasa  Wee7  (nuclear)  o  Adyf7  (Golgi -RE)  dependiendo del  tejido

inhibiendo la actividad quinasa del complejo,  en cambio la desfosforilaci6n  de estos por

la  fosfatasa  cdc25 (slr/.ng en  Drosaph/./a/,  es  capaz  de  activar  al  complejo  (Alberts  y

col.,  2005).

2.    HERENCIA DEL APARATO DE GOLGI.

Las   celulas   eucariontes  contienen   un  "sistema  de  endomembranas"  el  cual

incluye organelos de la ruta secretoria y de la ruta endocftica.  En la ruta secretoria, Ias

proteinas   sintetizadas   son   exportadas   desde   el   reticulo   endoplasmatico   (F}E)   al

aparato  de  Golgi,  el  cual  consiste  de  membranas  con  forma  de  disco  denominadas

cisternas.    En   este   organelo   ocurren    muchos   procesos   celulares,    incluyendo   la

biosfntesis  de  lfpidos,  modificaci6n  de  proteinas  (dentro  de  las  cuales  la  g[jcosilaci6n

es  la mss importante) y el  movimiento de membranas en  el  interior de la c6lula.  Estas

membranas deben ser heredadas durante la mitosis, acoplandose con el ciclo celular y

los centrosomas.

La forma en que el aparato de Golgi se hereda varfa en la evoluci6n, desde una

simple  divisi6n  del  material,  como  ocurre  en  P/.ch/.a  pasfo//.s  o  en   SaccharomycGs

cerev/.seae,    donde   durante    la   divisi6n   celular   el   aparato   de   Golgi   permanece

ensamblado  y  funcional   (revisado  en   Papanikou  y  Glick,   2009),   hasta  un  proceso

altamente  regulado  por  las  proteinas  que  participan  en  la  progresi6n  del  ciclo  celular

en  mamiferos  (Plabouille y col., 2007; Corda y col.,  2012).  Al  parecer,  la relaci6n con el



ciclo  celular esta directamente relacionada con  el grado de  estructuraci6n  que  posee.

En   Saocharomyces   cerev/.seae   el   aparato   de   Golgi   esta   formado   por   cisternas

distribuidas en el citoplasma.  En cambio, en mamiferos existe un solo aparato de Golgi

que  se  encuentra  altamente  estructurado  en  agrupaciones  de  cisternas  en  ndmero

variable  (denominado  sfacxp  el  cual  debe  fragmentarse  completamente  previo  a  la

mitosis,  permitiendo asi una segregaci6n  uniforme.  De acuerdo a lo anterior,  al impedir

la   fragmentaci6n   del   Golgi   en   mamiferos   se   produce   el   bloqueo   de   la   mitosis,

evidenciando   de   esta   forma   la   existencia   de   un   intimo   acoplamiento   entre   la

fragmentaci6n del aparato de Golgi y el ciclo celular.

Respecto  a  lo  anterior,   podemos  considerar  a  Orosaph/./a  como  un  modelo

intermedio,  en  el  cual  se  distingue  mas  de  un  aparato  de  Golgi  y  6ste  se  encuentra

estructurado  en  sfacks  con  menor  ntlmero  de  cisternas  (denominado  pa/.red sfack o

slack apareado  por  Kondylis  y  col.,  2007).  En  Drosaph/./a  existe  conservaci6n  de  la

mayoria  las  proteinas  que  participan  en  el  proceso  de  fragmentaci6n.  A  lo  largo  de

esta tesis modificamos la estructura del aparato de Golgi a trav6s de la depleci6n de la

proteina  pl 15,  produciendo  la p6rdida de  la organizaci6n  de  la  matriz  del  aparato  de

Golgi  lo que consecuentemente jmpide la formaci6n de cisternas (Kondylis y F}abouille,

2003).   Primero,   indagamos  si  la  falta  de  funci6n  de   pll5   producia  algtln  tipo  de

cambios  en  la  proliferaci6n  ce[ular y si  tenia  algan  efecto  sobre  [a transici6n  G2/M  en

los   discos   imaginales   de   Drosoph/./a.   Posteriormente,   si   los   efectos   observados

dependen  de  la  presencia  de  pll5,  efectos  en  endocitosis/§ecreci6n  o  el  estado  de

fragmentaci6n   del   aparato   de   Golgi,    para   finalmente   analizar   [as   interacciones

funcionales  de  pl 15  con  componentes  del  ciclo  celular,  principalmente  respecto  a  la

activaci6n   del   complejo   Cdkl/ciclina   8,   ana[izando   cuanta  similitud   existe   con   los

fenotipos y procesos descritos en mamiferos.

2.1.       Herencia del aparato de Golgi en mamiferos.

Durante   la   mitosis   en   mamiferos,   en   particular   en   profase,   el   Golgi   se

fragmenta  a cisternas  individuales  (Lucocq  y Warren,1987),  las que  progresivamente

se  desagregan  en  numerosos  conjuntos  de  vesiculas  en  prometafase  (Shima  y col.,

1997)   (Figura   1).   Existe  evidencia  de  que  los  conjuntos  de  vesfculas  de  Golgi  se

mantienen   independientes  del   retfculo   endoplasmatico  durante   la  mitosis   (Jesch  y



Linstedt,1998; Jesch y col., 2001 ; Jokitalo y col.,  2001 ;  Seemann y col.,  2002; Shima y

col.,1998; Shima y col.,1997).  Se ha sugerido que este proceso de fragmentaci6n del

aparato  de  Golgi  podria  actuar  como  un  sensor  de  dafio  que  regularia  la  progresi6n

del  ciclo  celular y conectarfa el  ciclo de  partici6n  del  Golgi  con  el  ciclo del  centrosoma

y la divisi6n celular (Sdtterlin y col„ 2002).

Las golginas son proteinas de  matriz de Golgi que  participan de este proceso y

dentro   de   las   cuales   se   encuentra   la   protefna   pll5.   Las   golginas   son   protefnas

perif6ricas  de  membrana  que  nan  sido  involucradas  en  la  formaci6n  de  la  matriz  del

Golgi  (esqueleto proteico  necesario  para la mantenci6n de  la estructura del  aparato de

Golgi) y la uni6n de 6ste con  el citoesqueleto.  Estas protefnas se localizan y funcionan

en  dominios especfficos del  Golgi,  poseen  estructuras tipo  co/./ed-co/./ y su  actividad es

regulada  por  GTpasas  pequefias.  En  ver{ebrados,  Ias  golginas  son  importantes  para

establecer   la   estructura   normal   del   aparato   de   Golgi   (Barr   y   Short,   2003)   y   en

correspondencia con lo anteriormente mencionado, se les ha asignado un rol regulador

fundamental  durante  la  mitosis,  favoreciendo  la  correcta  herencia  de  este  organelo  a

las  c6lulas  hijas  (Seemann  y col.,  2002;  Sutterlin  y col.,  2005;  Kodani y col.,  2008).  Por

un  lado,  las  golginas  de  matriz  pertenecientes  al  Gis-Golgi  son  capaces  de  formar un

esqueleto   y   de   heredarse   en   ausencia   de   membranas   provenientes   del   Golgi

(marcadas a trav6s de  la  presencia de g[icosiltransferasas),  sugiriendo que esta matriz

es la que le da al Golgi una identidad aut6noma (Seemann y col.,  2002)  .  Por otro lado,

los  grupos   de  vesiculas  de  Golgi  durante   la  mitosis  son   enriquecidas  en   golginas

especificas   que   mantienen   la  polaridad   a/.s-frans  durante   la   mitosis   (Shima  y  col.,

1997).  Junto  a  los  experimentos  mencionados  posteriormente,  la funci6n  estructural  y

enriquecimiento  durante  la  mitosis  ha  llevado  a  la  proposici6n  que  las  golginas  serian

requeridas para la correcta herencia del aparato de Golgi durante la mitosis.

2.1.1.   Golginas y sus efectos sabre la progresi6n mit6tica en mamiferos.

El  estudio de la funci6n de Grasp65 es el ejemplo  mas claro de  la participaci6n

de   una   golgina   sobre   la   progresi6n   mit6tica   en   mamiferos.   Al   sobreexpresar   el

fragmento  C-terminal de Grasp65 o  utilizar anticuerpos contra este dominio,  se  impide

el  desensamblaje  del  olig6mero  y  la consecuente  fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi

previo  a la mi{osis  no  procede,  quedando las celulas retenjdas en  la fase G2 tardia del
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ciclo     celular     (no     entran     en     profase)..     Esta     inhibici6n     se     alivia     al     inducir

farmacol6gicamente  la fragmentaci6n  a trav6s  de  una  microinyecci6n  de  brefeldina A

(BFA,   bloqueo  del  transporte  anter6grado  y  produciendo  la  fusion  del  Golgi  con  el

reticulo endoplasmico) o  nocodazol  (despolimerizante de  los  microtdbulos),  permitiendo

que las c6lulas retenidas ahora entren en  mitosis (Sutterlin y col.,  2002).  El blanco de la

brefeldina  A   es   un   conjunto  de   intercambiadores  de   GTP   (GEF§)   tipo   Sec7  que

catalizan  la  activaci6n de  una GTpasa denominada Arfl  (Jackson  y Casanova,  2000),

necesaria  para  el   reclutamiento  de   proteinas  del  coat6mero  COPI.   Los  resultados

inmediatos   de   la   adici6n   de   BFA   es   la   inhabilidad    para   reclutar   proteinas   del

coat6mero Copl a las membranas del aparato de Golgi. Como resultado, la mayoria de

las  cisternas  de  Golgi  se  fusionan  directamente  con  el  retfculo  endoplasmatico  (ER),

llevando a la formaci6n de un compartimiento htbrido  EFl-Golgi (mecanismos revisados

en  Nebenftlhr y col., 2002).

Al  mirar la herencia del Golgi marcando las glicosiltransferasas o a traves de las

pro{einas  de  matriz  de  Golgi  en  presencia  de  BFA.  Se  observa  que  al  marcar  las

glicosiltransferasas,  estas permanecen asociadas con el  EPl durante la mitosis.  Pero al

marcar   las   proteinas   de   matriz,   se   observa   que   migran   hacia   los   centrosomas

normalmente como si fueran Golgi,  separado del  EB.  Estos experimentos sugieren que

la  matriz  proteica  es  la  unidad  de  partici6n  del  aparato  de  Golgi  y  que  seria  la  que

llevaria  las  membranas que contienen  las  enzimas  hacia las  celulas  hijas  (Seemann  y

col.,  2002).

2.1.2.   Mecanismo para la fragmentaci6n del aparato del Golgi y su acoplamiento

con la entrada en mitosis.

La   incubaci6n   de   membranas   de   Golgi   aisladas   o   c6lulas   de   mamifero

permeabilizadas  con  citosol  mit6tico  y  un  sistema de  regeneraci6n  de ATP  causa una

fragmentaci6n de las membranas del  aparato de Golgi.  Este tipo de procedimientos ha

revelado   el   requerimiento   de   tres   quinasas   diferentes:   la   quinasa   activada   por

mit6geno,  MEK1;  la  quinasa  similar  a  polo,   Plkl   y  la  quinasa  dependiente  de  ciclina,

CDK1   (Misteli  y Warren,1995; Acharya y col.,1998,  Lowe  y col.,1998;  Colanzi  y  col„

2000;  Colanzi y col., 2003; S0tterlin y col.,  2001 )
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MEKl    y   Plkl    son    necesarias   para   la   dispersi6n    del    aparato   de   Golgi

pericentriolar en stacks y fragmentos mss pequefios,  los cuales entonces son divididos

en fragmentos  mas pequefios por un proceso dependiente de Cdkl  (Lowe y col.,1998;

Kano y col.,  2000; Stitterlin y col., 2001 ; Shorter y Warren,  2002).

Las    polo-like    quinasas    son    enzimas    conservadas    que    poseen    un    rol

fundamental   en   la  progresi6n   mit6tica  con   tres  funciones   conocidas:   establecer  la

bipolaridad del huso,  participar en  la citoquinesis y mantener a Cdkl  en estado activo a

trav6s  de  la activaci6n  de  la fosfatasa Cdc25/String  por fosforilaci6n  directa  (revisado

por Glover y col.,1996).

Cdkl  es  capaz  de fosforilar a GM130  (Lowe y col.,1998;  Lowe  y col.,  2000),  lo

cual    bloquea   la    interacci6n    con    pll5    promoviendo   de   esta   forma   tambi6n   la

fragmentaci6n   del   aparato  de   Golgi.   Otro  de  los  blancos   descritos   para  Cdkl   es

GRASP65,   y   su   fosforjlaci6n   impide   la   trans-oligomerizaci6n   de   los   dimeros   de

Grasp65,  impidiendo asi su uni6n a membranas y desestabilizando la configuraci6n de

cisternas del aparato de Go[gi.

GPASP65  fosforilado  es  capaz  de  reclutar  ademas  a  la quinasa  Plkl  desde el

citoplasma  al  aparato  de  Golgi  (polo,  en  Drosoph/./a)  promoviendo  la  fosforilaci6n  de

otros  blancos en  el  aparato  de  Golgi facilitando  la vesiculaci6n  del organelo  (Sdtterlin y

col,  2001 ;  Preisinger y col,  2005).

Cdkl  es el regulador mas importante de muchos de los eventos de la entrada y

progresi6n   de   la   mitosis   y  qui6n,   como   ya  se   mencion6,   promoveria   ademas   la

vesiculaci6n   completa  de   las   cisternas  de   Golgi  (Misteli y col.,1995,  Prescott ycol.,

2001).   Varios   sustratos  fosforilados   por  Cdkl   que   participan   en   la   ruta  secretoria

temprana   como   Babl   y   p47   (Uchiyama   y   col.,   2003),   podrian   contribuir   en   este

proceso.

La  fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi  en  mamiferos  en  tdbulos  y  ves(culas

finalmente  es  mediada  secuencialmente  por  MEK1,  Plkl  y  CDK1.  Recientemente  se

mostr6   que  estos  eventos  secuenciales  estan  conectados   a  trav6s  de  la  quinasa

asociada  a  EB-Golgi,   Mytl   (Villeneuve  y  col.,  2013).   Esta  e`nzima  se   localiza  en  el

retfculo  endoplasmico  y  Golgi  (Liu  y  col.,1997)  y  podria  ser  sustrato  de  la  Plkl   al  ser

reclutada al Golgi  al  inicio.de  la mitosis.  Mytl  es un  inhibidor de  la activaci6n de Cdkl  y
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en  consecuencia  regulador  negativo  de  la  mitosis,  efecto  que  es  suprimido  cuando

Mytl  es  fosforilado  por  Plkl   (Nakajima  y  col.,  2003).  MEKl  tambien  es  conocido  por

fosforilar   a   Mytl    via   p90RSK   (S6   quinasa   ribosomal   de   90   kDa)   inactivandolo

(Villeneuve   y  col.,   2013).   La  regulaci6n   de   la  entrada   en   mitosis   depende   de  las

fosforilaciones  inhibitorias  de  Cdkl,  la  ya  comentada  ejercida  por  la  quinasa  Mytl,  y

otra  dependiente  de  la  quinasa  Weel,  proteina  nuclear  que  ha  sido  relacionada  en

Drosaph/./a   con   el   control   de   los   ciclos   celulares   rapidos   que   ocurren   durante   el

desarrollo temprano del embri6n (Price y col., 2000).

La   depleci6n   de   Mytl   mediante   PNA  de   interferencia   aumenta  el   ritmo  de

proliferaci6n de c6lulas de  Drosapht./a S2 al igual que en celulas de mamifero,  mientras

que su sobreexpresi6n disminuye el ritmo de  proliferaci6n,  con retenci6n en  G2/M y se

observa  una  fragmentaci6n  incompleta  del  aparato  de  Golgi  (Cornwell  y  col.,  2002;

Price y col.,  2002; Villeneuve y col.,  2013).

Como  se  sefial6  con  anterioridad,  si  se  impjde  la  vesiculaci6n  del  aparato  de

Golgi  se  bloquea la entrada a mitosis,  por lo cual  se ha propuesto  la existencia de un

punto  de  control  G2/M  dependiente  de  la  fragmentaci6n  del  Golgi  (Presinger  y  col.,

2005).

2.1.3.    pll5: proteina de matriz de Golgi (golgina).

EI  grupo  de  proteinas  denominadas  Golginas  es  altamente  conservado  en  la

evoluci6n.  En  levaduras  encontramos  a Usol p,  el ort6logo de la golgina pl 15. Analisis

funcional   mediante   un   mutante  termosensible  de  Usolp   muestra  que  su  falta  de

funci6n  produce  una p6rdida de.Ia secreci6n  detectada a traves de  la secreci6n  de la

enzima  invertasa.  Ademas mediante  la observaci6n de  la glicosilaci6n  de  la invertasa

se    determin6    que    Usolp    es    requerida    para    el    transporte    entre    el    reticulo

endoplasmatico   y   el   aparato   de   Golgi.   (Nakajima   y   col.,   1991).   Este   defecto   es

producido  por  ser  necesaria  para  la  interacci6n  v-SNAF}E/i-SNARE  entre  vesiculas

provenientes  del  retfculo  y  la  membrana  blanco  en  el  c/.s-Golgi  (Sapperstein  y  col.,

1996).   De   manera   similar,   la   reducci6n   de   pll5   en   mamiferos   mediante   siRNA

produce  la fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi y retardo  en  el tratico  anter6grado  sin

defectos en  la glicosilaci6n de proteinas (Sohda y col.,  2005).
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Flgura 1. Herencla del aparato de Golgi en mami'feros.

El  aparato  de  Golgi  en  la  interface  esta  compuesto  de  cisternas  apiladas  (slacks)  las
cuales estan  unjdas  por conexiones  laterales tubulares,  este  organelo  esfa generalizadamente
localizado en  la  region  perinuclear de la c6lula.  Durante  la  profase,  las conexiones laterales se
pierden y el aparato de Golgi se convierte en cisternas individuales que se mantienen cerca del
ntlcleo.  Entre la profase y la metatase, las cisternas son convertidas en vesiculas de 50-70 nm y
elemento§ ttlbulo-vesiculares que son dispersadas en el citoplasma.  Se ha propuesto que estos
fragmentos  de  Golgi  funcionen  como  las  unidades  de  particionamiento  del  aparato  de  Golgi
entre las c6lulas hijas.  Una visi6n alternativa es que estos fragmentos de Golgi se fusionen con
el   reticulo   endoplasmatico   y  que   las   protefnas   y   membranas   del   aparato   de   Golgi   sean
particionadas   junto   al   rcticulo.   En   la   telofase,   los   fragmentos   del   aparato   de   Golgi   son
fusionados  unos  con  otros  para  iniciar  la  reformaci6n  de  nuevos  apilamientos  de  cisternas  los
cuales finalmente se conectan para formar un aparato de Golgi en cada una de las c6lulas hijas.
Se  muestran  las  prcteinas  necesarias  descritas  para  desarmar  las  cisternas  y  posteriormente
fragmentar completamente el aparato de Golgi. (Modificado desde Lowe y Barr, 2007)
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En  c6lulas de  mamifero se  ha establecido ademas que  pl 15 tiene una funci6n

en  la fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi  durante  el  ciclo  celular.  Durante  la  interfase,

pl 15  une  las  membranas  del  Golgi  a trav6s  de  la pro{eina de  matriz de  Golgi  GM130.

En  el  inicio  de  [a  mi{osis,  el  complejo  Cdkl/ciclina  8  fosfori]a  a  GM130  esto  impide  la

interacci6n   entre  GM130  y  pll5  y,  en  consecuencia,   Ia  uni6n  de  esta     altima    al

aparato     de     Golgi.     La     perdida     de     pll5  en  estas  membranas  prevendria  la

asociaci6n,   y   por   lo   tanto,   la   fusi6n   de   las   vesfculas   tipo   COPII,   facilitando   la

vesjculaci6n del aparato de Golgi  (Lowe y col.,1998).

2.1.4.   P6rdida   de   la  funci6n   de   las   golginas  y   sus   efectos   respecto   a   la

formaci6n del huso mit6tico.

Al  depletar  las  celulas  de  Grasp65  a trav6s  de  RNA  de  interferencia  en  lineas

celulares   de   mamffero   (HeLa),   el   ndmero   de   cisternas   se   reduce,   sin   afectar  el

transporte  anter6grado y las celulas son capaces de entrar en mitosis,  sin embargo se

acumulan  en  metafase  con  la  cromatina  condensada,  generandose  mtiltiples  husos

mit6ticos  (detectados  a  traves  de  lF  contra  y-tubulina),   no  obstante  solo  2  poseen

centrina-2 y las  c6lulas eventualmente  mueren  (Sutterlin y col.,  2005).  Esto  revela otra

funci6n de Grasp65,  relacionada a la formaci6n del  huso  mit6tico.  Efec{os similares se

encuentran   utilizando   interferentes  contra  GM130   (Kodani  y  col.,   2008)   en   c6Iulas

HeLa,  los  cuales  reducen  la  asociaci6n  de  Grasp65  a  las  membranas  del  aparato de

Golgi.  En estas c6lulas se observa un incremento del fndice mit6tico, sugiriendo que las

c6lulas    se    arrestan    en    mitosis    y    donde    la    mayoria    posee    husos    mit6ticos

desorganizados  (determinado  mediante  lF  contra  a-tubulina  y  centrina-2).  Al  repetir

estos   experimentos   en   lfneas   celulares   p53   positivas   (HeLa   es   una   linea   celular

defjcjente en p53) se observ6 una disminuci6n, de la tasa de proliferaci6n,  retardo en la

transici6n  G2/M  y no  se  detect6  el fenotipo  del  huso  mit6tico.  Los fenotipos  en  el  huso

no dependen de la uni6n de Grasp65 a GM130, ya que a! sobreexpresar en  las c6lulas

depletadas de GM130  el dominio C-ter de 6ste,  que es el que media la interacci6n con

Grasp65  y  la  asociaci6n  a  Golgi  de  GM130  (Nakamura  y col.,1997;  Barr y col.,1998)

se  siguen  observando  husos  aberrantes  en  las  mismas  proporciones  que  al  reducir

solo  los  niveles  de  GM130.   Por  ot.ra  parte,  al  bloquear  [a  muerte  celular  con  ZVAD
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(inhibidor   pan-caspasa),   se   incrementa   mas   ann   el   fndice   mit6tico   del   las   celulas

depletadas de GM130.

Becientemente fueron  descritc)s  los  fenotipos  de  huso  mit6tico  de  pl 15,  en  los

que se observ6 la existencia de mdltiples husos mit6ticos y defectos en la citoquinesis.

Esto estaria mediado  por una interacci6n directa entre  pl 15 y y-tubulina  (determinada

por co-inmunoprecipitaci6n)  (Radulescu y col., 2011).

2.2.       El aparato de Golgi en DrosapA/./a.

En   Orosaph/./a  principalmente  dos  grupos  de   investigaci6n:  el  de  Catherine

Babouille  (Holanda)  y  el  de  Vivek  Malhotra  (EEUU,  actualmente  en  Espafia)  son  los

que  han  contribuido  a  entender  la  morfologia y comportamiento  del  aparato  de  Golgi

en  este organismo,  con  pequeFias contribuciones tangenciales de otros grupos,  como

los que estudian glicosilaci6n de protefnas necesarias para la sefializaci6n y secreci6n

de   morf6genos   y   el   de   Thomas   Kaufman   (EEUU)   qui6n   estudja   el   ciclo   de   los

centrosomas durante la mitosis.

La  morfologfa  y  el  comportamiento  mit6tico  del  aparato  de  Golgi  es  variable,

dependiendo  de  las  proteinas  de  ot.s-Golgi  analizadas  y el  tipo  de  tejido  investigado.

Durante   la   embriog6nesis   sincicial   las   membranas   de   Golgi   provisionadas   por  la

madre estan distribuidas preferentemente en la corteza del embri6n y son reconocibles

como  una  multitud  de  estructuras  punteadas  que  se  mantienen  sin  cambios  durante

las  divisiones  nucleares  sinciciales  sincr6nicas  (Frescas  y  col„  2006;  Bipoche  y  col.,

1994; Stanley  y  col.,1997).  Asi  mismo,  el  reticulo  endoplasmico  esta  presente  en  la

corteza   organizado   como   una   red   de   membranas   interconectadas   a   trav6s   del

citoplasma del  ovocito  reci6n  fertilizado  (Bobinnec y col.,  2003).  Adicionalmente,  tanto

el  reticulo  como  el  Golgi  cortical  se  disponen  como  una  red  continua  en  embriones

preblastodermo sincicial,  la que se fragmenta a unidades  individuales  asociadas a los

nacleos  a  lo  largo  de  su   migraci6n   hacia  la  corteza  en  embriones  en  estado  de

blastodermo  sincicial  (Frescas y col.,  2006).  En  embriones  celularizados yen  c6lulas

en cultivo (S2) de Drosaph/./a el Golgi existe como unidades discretas en el citoplasma

durante   la  interfase,   las  cuales  se  rompen  y  dispersan   en   mitosis   (Stanley  y  col.,

1997).   Finalmente,   en   las   c6Iulas   de   los   discos   imaginales,   progenitores   de   las

estructuras  adultas del  animal,  el  aparato  de Golgi  se distribuye  en  mdltiples  unidades
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discretas  tdbulo-vesiculares  a  trav6s  de  los  tres  estadios  larvarios  y  solo  durante  la

pupaci6n   alcanza   su   organizaci6n   en   unjdades   discretas   formadas   por   mtlltiples

cisternas  apiladas,  las  cuales se originan  desde  las  unidades  de  Golgi  pre-existentes

(Kondylis  y col.,  2001).  Estas  unidades presentan  polaridad  durante todo el desarrollo,

sugiriendo   que   el   Golgi   de   Drosapht./a  tiene  distintos   compartimientos   funcionales

(Yano y col., 2005).

El  punto  de  control  dependiente  de  la  fragmentaci6n  del   aparato  de  Golgi,

tambi6n  ha sido sugerido en  Drosaph/./a en celulas S2, durante un analisis del ntlmero

de   unidades  de   Golgi   durante   la   mitosis,   encontrandose   que   estas   unidades   se

duplicaban    durante    esta    manteniendose    los    niveles    de    fluorescencia    totales,

sugiriendo  que  se  producia  una dMsi6n  de  estas,  en  vez  de  una formaci6n  de novo.

Encontraron  que  esto  dependia  de  citoesqueleto  de  actina,  ya  que  tratamjentos  con

citocalasina   D   o   latrinculina   8,   ambos   depolimerizantes   de   actina,   llevaba   a   la

duplicaci6n   en   ntlmero  de  las   unidades  de  tEP-Golgi.   Esto  era   independiente  del

transporte   anter6grado  y  era  originado   de   las   membranas   preexistentes,   ya  que

tratamjentos  con  BFA  junto  a  citocalasina  D  y  cicloheximida  (jnhibidor  de  la-sintesis

proteica),  mantenian  la  duplicaci6n  del  ndmero  de  unidades  de  Golgi.  Expresi6n  de

dominantes  negativos de  Cdc42  y  Placl,  provocan  tambien  la duplicaci6n  en  ntimero

de  las  unidades de tEFt-Golgi,  reguladores de Scar/WAVE y WASP,  los que  a su  vez

regulan al complejo Arp2/3,  generador de las ramificaciones de actina.  Esto los llev6 a

razonar  que  la  duplicaci6n  de  las  unidades  de  Golgi  en  G2,  antes  de  la  dispersi6n

mit6tica    podria    ser    esencial    para    la    entrada    a    mitosis.    Para    probar    esto

sobreexpresaron   Abi   (Abe/son   !.nferacf/.ng  prole/.n,   protef na   capaz   de   Jacoplar   la

fosforilaci6n  en  tirosina  con  la  dinamica  de  citoesqueleto,  regulando  la  formaci6n  de

actina filamentosa a trav6s de Scar/WAVE  (Kunda y col.,  2003) y modulando  ademas

la    actividad    de    Abl,    Abe/sor}    tyros/.ne    A/.r)ass)    impidiendo    de    esta    forma    la

despolimerizaci6n  de  actina,  inhibiendo  la fragmentaci6n  de[  Golgi  y la  progresi6n Tdel

ciclo  celular  al  dismjnuir  el  ndmero  de  figuras  mit6ticas  observadas  (Kondylis  y  col.,

2007).
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Flgura 2. Ftelaciones establecidas entre la fragmentaci6n mit6tica del Golgi y progresl6n
de la mltosls en c6lula§ de mamiferos.

El  esquema  muestra  los  componentes  y  las  interacciones  descritas  en  relaci6n  a  la
activaci6n  de  Cdkl  y  la  fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi  en  la  mitosis.  En  el  esquema  las
proteinas  de  matriz  de  Golgi,  sobre  las cuales acttla  Cdkl/ciclina  8,  esenciales  en  el  proceso,
esfan indicadas en verde.

Mytl,   inhibidor  de   Cdkl    se   localiza   en   el   aparato   de   Golgi.   Durante   la   transici6n
mitotica,    Mytl    es    inactivado    por    la   fosforilaci6n    por    Plkl    (polo    en    Orosaph/./a)    y   la
desfosforilaci6n   de   Cdkl    por   Cdc25rstring   resulta   en   la   activaci6n   de   Cdkl.   GPIASP65
fosforilado  recluta  a  Plkl  al  Golgi,  promoviendo  la  inactivaci6n  de  Mytl   y  en  consecuencia  la
activaci6n  de  Cdkl/ciclina  a,  la  que  fosforila  a  GPASP65  produciendo  una  retroalimentaci6n
positiva.    La   fosforilaci6n   de   GRASP65   impide   su   oligomerizaci6n,    lo   cual    promueve   la
fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgj.  Por otro  lado  se  ha  visto que  Cdkl/ciclina  a  es  capaz  de
fosforilar a GM130,  lo cual  bloquea la interacci6n  con  pl 15 promoviendo de esta forma tambi6n
la fragmentaci6n del aparato de Golgi.

Los  ndmeros  indican  las  referencias  bibliograticas  de  cada  uno  de  los  procesos:  (1)
Preisinger  y col.,  2005;  (2);  (3)  Lowe  y col.,  1998;  Lowe  y  col.,  2000  (4)  Dirac-Svejstrup  y  col,
2000 (5) Sutterlin y col.,  2001 ;  (6) Sohda y col.,  2005 (7) Shorter y col„  1998.
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2.2.1.   Biog6nesis  del  aparato  de   Golgi  en   los  discos  imaginales  durante  el

desarrollo en D/osoph/./a.

Durante el desarrollo de los discos imaginales de Drosaph/./a el aparato de Golgi

se encuentra fragmentado con una estructura tdbulo-vesicular hasta el estadio de pupa

blanca,   adquiriendo   durante   este   periodo   la   conocida   estructuraci6n   en   cisternas

(Kondylis y col.,  2001).  Esta transici6n en  la estructura del  aparato de Golgi es gatillada

por el  primer alza de  ecdisona que  ocurre previo  a la  pupaci6n.  Experimentalmente  el

fen6meno  puede  ser  inhibido  en  condiciones  de  falta  de  NSF  (factor  sensible  a  N-

etilmaleimida),  la que es  una ATpasa necesaria para la fusi6n de vesfcula§ de Golgi /.n

vt.fro,  o  bien  estimulada  a  temperaturas  mas  altas  (incubaci6n  a  30°C),  a  traves  de  la

sobreexpresi6n  de  NSF  (hsp70>dIVSF7)  o  mediante  la  adici6n  de  ecdisona  ex6gena

(Kondylis y col.,  2001)  (Figura 3).

Como  ya  se  mencion6  la  estructuraci6n  en  cisternas  ocurre  por  el  incremento

en  los niveles_de ecdisona.  Larvas homocigotas para unamutaci6n termosensible en el

gen  ecdysone/ess (ecd'),  un elemento necesario para la sefializaci6n por esta hormona

esteroidal, no' entran en pupaci6n y son capaces de mantenerse hasta 3 semanas en el

tercer estadio  larvario  (Garoia y col.,  2000),  manteniendo  la estructura ttibulo-vesicular

del aparato de Golgi,  incluso al incubarlas a 30°C.

Dentro de los efectos del aumento de los niveles de ecdisona esta el incremento

en  la expresi6n del complejo transcripcional  Broad-Oomp/ex (Dunne y col.,  2002).  Este

complejo   promueve   la   expresi6n   de   una   variedad   de   genes   relacionados   con   la

transici6n del estado larval al de pupa, entre los que se encuentran genes involucrados

con   la-generaci6n   de   vesfculas   tipo   Copll   (a   trav6s   del   aumento   de   Sec23),

importantes   para   el   transporte   anter6grado,   y  genes   que   favorecen   la  fusion   de

vesiculas  (NSF y SNAP),  lo que conjuntamente explicaria la formaci6n y agrupamiento

de  las  cisternas  (Dunne  y  col„  2002).  Como  parte  de  esta  respues{a,  pll5  aumenta

sus   niveles  de   expresi6n   al   doble,   sugiriendo   que  podria   estar  participando  en   el

proceso  de  estructuraci6n  del  Golgi  en  su  configuraci6n  de  cisternas  (Dunne  y  col.,

2002).
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2.2.2.   Golginas en Drosaph/./a.

En      Drosaph/./a     varias     golginas     de     o/.s-Golgi     han     sido     investigadas

funcionalmente  en  c6lulas  S2  (GM130,  Grasp65,  pll5),  a  trav6s  de  transfecci6n  con

PNAs   doble  hebra,   encontrandose  efectos   principalmente   sobre   la  arquitec{ura  del

aparato de Golgi  (Kondylis y Babouille, 2003,  Kondylis y col., 2005).

En   el   caso   de   Grasp65,   se   determin6   que   6sta   se   localiza   en   los   sitios

transicionales  del  FIE  y  en  las  membranas  del  aparato  de  Golgi.  Al  ser depletada,  se

produce una conversi6n de las cisternas a ttibulos en un 30°/o de las c6lulas,  lo cual se

jncrementa  al  100%  de  las  celulas  en  condiciones  de  doble  depleci6n  de  Grasp65  y

GM130,  esto sin afectar el transporte anter6grado de proteinas (Kondylis y col.,  2005).

Posteriormente,  se  generaron  animales  mutantes  para  Grasp65  los  cuales  presentan

dos fenotipos distinguibles en ala: en el primero las capas dorsal y ventral del ala no se

aponen  correctamente   (generandose  burbujas  y  las  denominadas  "ampollas"  en  el

epitelio), debido a la fa[ta de la secreci6n  no  convencional  (sin  pasar por el  aparato de

Golgi)  de  la  integrina  apsl  y  el  segundo  es  que  el  ala  se  hace  aparentemente  mss

pequefia,  efecto que no. ha sido analizado en profundidad  (Sch6tman y col.,  2008).

Otra   golgina,    esta   vez    de    trans-Golgi,    analizada    experimentalmente    en

embr.iones   de   Drosophl.Ia  tue   centrosomin's   beautiful   sister  (Cbsly.   Esta  proteina

contiene  un  dominio  GPIP  57°/a  id6ntico  a  la  golgina-97  de  mamiferos.  Cbs  pasa  de

una distribuci6n citoplasmatica a asociarse a los cromosomas durante la mitosis por un

mecanismo  que  requiere  del  dominio  GPllp  y  la  GTpasa  pequeFia  Arll.  Cuando  los

niveles  de  Cbs  son  reducidos,  los  centrosomas fallan  en  su  maduraci6n  y cuando  se

sobreexpresa el dominio GPllp los centrosomas sufren hipertrofia (Eisman y col., 2006),

sugiriendo   la   participaci6n   del   aparato   de   Golgi   en   el   ciclo   de   duplicaci6n   de   los

centrosomas durante el ciclo celular.

2,2.3.   pll5 en Drosophila,

El  hom6logo  de  Drosaph/./a de  la  protefna  pl 15  se  encuentra  localizada  en  el

[ado  citos6lico  de  las  cisternas  del  aparato  de  Go[gi  y  en  los  sitios  transicionales  de]

reticulo endoplasmatico  (Kondylis y Pabouille,  2003).  El  analisis funcional  mediante su

depleci6n  por  PNA  de  interferencia en  celulas  S2  provoca fragmentaci6n  del  aparato

de  Golgj,  {ransformandose  en  grupos  de  vesicdlas  y  tdbulos,  afectando  ademas  la
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organizaci6n  de  los tEFl  (tEP,  por sus  siglas  en  ingles:  lrar]sitt.ona/ Ef] s;.fas)  (Kondylis

y  Babouille,  2003),   definidos  inicialmente  como  sitios  en  el  retfculo  endoplasmatico

libres  de  ribosomas  y  que  posteriormente  fueron  limitados  a  los  subdominios  del  F!E

donde   las   proteinas   destinadas   al   aparato   de   Golgj   son   empaquetadas   en   las

vesfculas de transporte cubiertas por COPIl  (Orci y col.,1991 ;  Barlowe y col.,  1994). A

pesar de lo  anterior,  el transporte anter6grado,  determinado  mediante el transporte de

la  protefna  membrana  Delta  no es  alterado,  sugiriendo  que  la  modificaci6n  de  los tEF}

y del aparato  de Golgi  en  estas  condiciones,  no afectarfa  la  ruta exocftica  (Kondylis y

F`abouille,   2003).   De   acuerdo   a   esto,   pll5   no  fue   identificada   en   una   bdsqueda

generalizada de proteinas,  mediante una estrategia de falta de funci6n,  que afectan  la

secreci6n de  HF!P  (Bj6rklund y col.,  2006).

En  Drosaph/./a,  el  gen  p775  (CG1422)  se  localiza  en  el  cromosoma  X  en  la

posici6n citol6gica 7C2.  Posee una organizaci6n simple,  con solo un  ex6n y pequefias

regiones  U"  predichas.  La predicci6n sefiala un  tinico transcrito codificante,de 2751

nt y un  polip6ptido de 836 aa (http://www.flybase.net/reoorts/FBgn0040087.html).

Como aproximaci6n genetico-molecular para abordar el  analisis funcional i.n v7.vo

de  este  gen  en  Drosaph/./a,  se obtuvieron  dos  cepas  que expresan  de forma  inducible

mediante   el   sistema   Gal4/UAS   (Brand   y   Perrimon,   1993)   RNAs   de   doble   hebra

(dsFINA,  double  Strand E!A!A!)  contra  pl 15 (Vienna  Drosophila  FINAi  Center,  VDRC) y

se  gener6  ademas  una cepa transg6nica  con  una construcci6n  inducible de  pl 15  que

.permite  sobreexpresar  una versi6n  de  esta  proteina fusionada  a  un  epitopo  utilizando

el-  sistema   Gal4/UAS.   Los   resultados   obtenidos   con   estas   cepas  son   los  que   se

presentan en esta tesis.

Los  antecedentes  bibliograficos  discutidos  sugieren  que  existe  una  relaci6n

entre la arquitectura del Golgi determinada por las golginas y las proteinas asociadas a

este  organelo  con  la  activaci6n  del  complejo  Cdkl/ciclina  8  y  la transici6n  G2/M  del

ciclo   celular.   En   consecuencia,   siendo   pll5  .una   golgina   capaz   de   modificar   la

arquitectura   del    Golgi,    podria   tener   influencias   en    la    activaci6n    del   complejo

Cdkl/ciclina 8 y en la transici6n G2/M.
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Figura  3.  BIog6nesls  del  aparato  de  Golgl  en  Drosophwa y  los  poslbles  efectos  de  la
deplecl6n de niveles de pl 15.

El   aparato  de   Golgi   se   encuentra  fragmentado  en   una  estructura  tdbulo-vesicular
durante los estadios larvarios de  Drosapht./a,  siendo funcional en  este estado.  Durante el  inicio
de la pupaci6n se produce una alza en los niveles de ecdisona (recuadro naranja), que produce
la  expresi6n  de  genes  relacionados  con  la tusi6n  de  las  vesiculas  y tdbulos,  induci6ndose  la
estructura en cisternas mdltiples apiladas (stacks) de este organelo.  Esto tambi6n es posible de
ser  inducido  en  estadios  larvarios  al  crecer  las  larvas  a  mayor temperatura,  al  sobreexpresar

g[::u:aa:na::::rnt:Csdt'::::s::::b:::p:raafNu§'f|#a,:°srGmia:'6encdtseo::S(GC;Sdt/:ronnaes/G::;adasse
La  depleci6n  de  pll5  produce  un  fen6meno  similar  a  lo  que  se  produce  cuando  la

fusion   es   bloqueada   en   el   aparato   de   Golgi   en   c6lulas   S2   (Kondylis   y   Plabouille,   2003),
suponiendo que el  aparato de Golgi es incapaz de {usionarse en  respuesta al alza de ecdisona
en el  inicio de la pupaci6n,  pero a diferencia de lo que ocurre con la depleci6n de NSF  1  o 2 no
tiene efectos notorios sobre la secreci6n (Stewart y col., 2001 ).
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La  existencia de  un  mecanismo  de  control  del  ciclo  celular dependiente  de  la

fragmentaci6n del Golgi es especialmente IIamativa en el tejido imaginal de Drosophila

ya  que  aqui  el  aparato  de  Golgi  posee  una  arquitectura  tdbulo-vesicular (F'igura a),

distinta  a  la  organjzaci6n  en  cisternas  descrita  en  c6lulas  de  mamifero  y  para  las

cuales este tipo de control de ciolo ha sido demostrado.

6tesis

Existe un mecanismo de control de la transici6n G2/M en la§ c6Iulas de los

discos imaginales de DrosapA/./a dependiente de [a pre§encia de pl 15.

Objetivo general

Determinar a trav6s de la falta de funci6n de pl 15 si existe algan efecto sobre la

transici6n G2/M en Drosaph/./a e investigar los mecanismos implicados en 6sta.

ecfficos

Ob_/.ef/.vo  es_oeo/f/'oo  |' Establecer  los  efectos  de  la  falta  de  funci6n  de  pl 15  sobre  la

proliferaci6n celular y la transici6n G2/M.

Ob/eJ/vo  esoeo/nto  2..  Determinar  si  lus  efectos  sobre  la  progresi6n  del  ciclo  celular

dependen  de  la  presencia  de  pll5,  defectos  en  exocitosis/secreci6n  o  estado  de

fragmentaci6n del Golei.

Ob./.ef/.vo    es_oeo/7/.co    3..    Determinar    las    interacciones    funcionales    de    pll5    con

componentes  de  ciclo  celular,  principalmente  respecto  a  la  activaci6n  del  complejo

Cdkl/ciclina 8.
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lvIATEF1]ALES Y METODOS

1.    DROSOPHILA COIVIO  MODELO GENETICO

Drosaph/./a,  como  modelo  de  estudio,  posee  el  potencial  de  poder  combinar

aproximaciones   gen6ticas   y   moleculares   para   responder   preguntas   acerca   de   la

expresi6n   y   funci6n   de   genes,   de   biologfa   celular,   biologia   del   desarrollo   y   de

neurobjologia,

Dentro   de   sus   ventajas   estan   su   corto   ciclo   de   vida,   el   bajo   costo   de

mantenci6n,  Ia posibilidad  de obtener una progenie  numerosa y que su  desarrollo  sea

externo y altamente estereotipado,  lo cual hace que cualquier diferencia fenotfpica sea

facilmente  reconocible.  Su  genoma se  encuentra secuenciado  y  muy  bien  anotado,  Io

que  evidenci6  que  muchos  de  los  genes  presentes  en  Drosapfr/./a  estan  conservados

en  vertebrados,  permitiendo  estudiar  genes  relacionados  con  fen6menos  celulares  y

del   desarrollo,   y   extrapolar   los   hallazgos   a   otros   organismos.   Ademas,   existe   la

posibilidad  de generar facilmente transgenicos y mutantes  (jnsercionales y puntuales),

y   combinarlos   con   herramientas   gen6ticas,   dentro   de   las   cuales   se   encuentra   el

sistema UAS/Gal4,  utilizado en esta tesis.

1.1.       Cromosomas.
'Drosaphi./a posee 4 pares de cromosomas.  Un par sexual, X e Y y 3 somaticos,

2, 3 y 4.

Hembra

Xo

I)

2L2R
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L  se  ref iere  al  brazo  izquierdo  y  P  al  derecho.   El  cromosoma  X  y  el  cuarto

cromosoma tienen  un  brazo  izquierdo  muy grande  y casi  no  tienen  brazo derecho.  EI

cromosoma 4 es alrededor de 1/5 del largo,  respecto a los otros.

La   determinaci6n   del   sexo   en   Drosaph/./a   depende   de   la   raz6n   de   los

cromosomas   X   a   los   grupos   autosomales.   En   los   machos,   un   X   con   2   grupos

autosomales  (11  y  Ill)  da  una  raz6n  de  0,5,  mientras  las  hembras  tienen  una  raz6n  de

1,0.  EI  cromosoma  Y contiene pocos genes  y no  es  requerido  para  la  mayor parte de

los aspectos del desarrollo del macho,  siendo necesario solo para el  movimiento de los

espermatozoides.

Algo   importante  para  trabajar  en  gen6tica  de  mosca  y  poder  mantener  las

mutaciones    o    transgenes    por    generaciones,    es    que    los    machos    no    sufren

recombinaci6n mei6tica y en  el caso de  las hembras, que si son capaces de realizarla,

es   posible   evitar   las   consecuencias   de   esta,   mediante   el   uso   de   cromosomas

balanceadores.  Los  cromosomas  balanceadores  son  cromosomas  cuya  secuencia

esta tan  reordenada  (por inversiones y translocaciones),  que  el  resultado de cualquier

recombinaci6n  mei6tica que  ocurra durante  la ovog6nesis  no  es viable,  asegurando  la

transmisi6n   del   cromosoma   hom6logo   intacto   a   la   siguiente   generaci6n.   Ademas,

tienen  un  marcador dominante facilmente reconocible.  Existen  balanceadores para  los

cromosomas X, 2 y 3.

Otros    rearreglos   que    pueden    poseer   los   cromosomas   son:   inversiones,

translocaciones,   cromosomas  compuestos   (dos  brazos  del   mismo  tipo   unido  a   un

centr6mero)r  deficiencias  (tambi6n  llamadas  deleciones,  en  el  cual  dos  quiebres  de

doble hebra ocurren en el mismo cromosoma y el evento de reparaci6n excluye el trozo

escindido)  y duplicaciones.

Los   cromosomas   polit6nicos   de   las  glandulas   salivales   tienen   patrones  de

bandeo  distintivos.  Esto  hizo  posible,  en  los  inicios,  poder correlacionar  las  posiciones

de los genes con  marcas ffsicas del cromosoma y determinar los puntos de quiebre de

los  rearreglos.  A  partir del  bandeo establecido en  las glandulas salivales,  cada uno de

los  brazos  de  los  cromosomas  fue  dividido  en  20  segmentos:  1-20  para  el  X,  21-40

para 2L,  41-60  para 2B,  61-80  para el  3L y  81-100  para el  3Fl.  El  cromosoma  4  esta
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dMdido   en   las   regiones   101-104.   Cada   regi6n   esta   subdividida   en   regiones   mas

pequefias, denominadas con letras (A,  8, C,  D,  E) (Greenspan, 2004).

1.2.       SistemaGal4ruAS.

El   sistema   Gal4/UAS,   usa   el   factor   de   transcripci6n   Gal4   para   dirigir   la

expresi6n  de  los  constructos  que  estan  acoplados  a  la  secuencia  activadora  UAS

(±rtysrfeam 4cfi.var/.ng Sequence)  (Brand  y  Perrimon,  1993).  Moscas  que  contienen  la

mayoria  de  los  constructos  mencionados  estan  disponibles  como  recursos  para  la

comunidad  a trav6s de distintos centros de  stocks localizados en  mamples  lugares del

murido  (BDSC,  BIoomington  Drosophila Stock Center; VF3DC, Vienna  RNAi  Drosophila

Center).

1.3.       Nomenclatura.

Po§iblemente la forma mas facil de entender la nomenclatura de  Drosapht./a es

con  un ejemplo (el ejemplo es utilizando el sistema UAS/Gal4).

yw +             hh-gal4,UAS -mcD8 .... GFP
w  'UAS-pll5£'                    HAS-p35

-        Tenemos  los cromosomas x; 2; 3,  Ia lfnea horizontal separa a lo§ cromosomas

-         -hom6logos.  El signo  (+) se refiere a que ese cromosoma es silvestre.  )res la mutaci6n

recesiva  ye//ow,  que  produce  que  la  cuticula  del  animal  tenga  un  color  amarillo.   w

corresponde   a  la  mutaci6n   recesiva   wh/'te,   que  produce   moscas  de  ojos  blancos.

Mucho§  de  los transg6nicos  realizados  en  Drosophila  llevan  como  marcador  un  in/`n/.-

wh/.fe,  que da distintos tonos de ojos dependiendo del  lugar de inserci6n.  En este caso

Ah-ga/4   localizado    en    el    cromosoma   3,    produce    la   expresi6n    de   Gal4   en    el

compartimiento  posterior del ala,  el cual va a activar la transcripci6n  de lo que esta  rio

debajo   de   los   UAS:   el   F}NA   interferente   contra   pll5,   Ia   protefna  fluorescente   de

membrana CD8::GFP y la proteina inhibidora de la apoptosis p35 en estas c6lulas.
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2.    MATERIALES  BIOLOGICOS.

2.1.       Animalesysu mantenci6n.

A  25°C   el  ciclo  de  vida  de   la   mosca  del  vinagre   (D.   me/anogasfeo   tarda

aproximadamente  10  dias  (Figura  4).  La  embriog6nesis  y  los  primeros  dos  estadios

larvarios  demoran  un  dfa  cada  uno;  el  tercer estadio  larvario,  dos  dias;  y  los  estadios

pupales de 4 a 5 dfas. A los dos dias de la eclosi6n,  las hembras adultas comjenzan a

poner  huevos  fertilizados.   Las  cepas  se  mantienen  a   17°C  en  viales  plasticos  con

medio  de  cultivo  s6lido  preparado  con  50  g/L  harina,100  g/L  levadura  fresca,11   g/L

agar-agar, 80 g/L azdcar (dextrosa monohidratada),  6 mL/L acido propi6nico y 1,56 g/L

nipagin  (bactericida).  Todos  los  experimentos  se  realizaron  a  25°C,  a  meno§  que  se

indique de otra forma.

2.2.       Cepas de Drosophila melanogaster.

Se  utilizaron   animales  adultos  y  larvas  de  tercer  estadio  (L3)  de  Drosoph/./a

me/anogasfer de la cepa ye//ow wh/te (yw) y de otras cepas transg6nicas (Tabla 1 ).

Tabla 1. Cepas UAS de D. me/anogasfer usadas en la presente tesis.

UAS-HA::pl 1 5`

•-.. I..: .....      :``         ..    .      :....

UAS-Cdkl ::myc (Ill)

Transg6nico      creado
en el laboratorio

(esta tesis)

VPIDC #103350

BDSC #6638
Jrfle,       i       r.±"rs

Sobre-expresi6n  de  pl 15,  fusionado  con
el      epitopo      HA.      Inserclpnes      en      el
cromosoma  [1  v  Ill.

``     `..    .`.    ..            `        .:  .... ``.`..`..``

P6rdida   de   funci6n   de   pll5`  mediante
RNAiLde hdrquilla.  Inserci6\n-Ietal.

Sobre-expresi6n  gel cdkt,  fusionado  cc>n
el epitopo 6xmyc.  (Mayer y col:,.2000`)

t/.1S-I.35 t///,                                BDS5 I Erl-,.3                            Exiirl  §Ion.i]era.   pro-Iiina   ae.I)acEilEFv,--uS
I..`5,  ]n lID'dnr  `11.  apDr.tus.s    .

UAS-dcr (X) BDSC #24648
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Tabla 2. Cepas Gal4 de a. me/anogasfer usadas en la presente tesis.

£={=:#?:Ngi±g;i!}§`i!i:i',._gj`lt.i-i'}r:i=i±=`i;+£fafifti!id*L{.,th.:,isfch':+:`;=ii±;zan;--i.{Fjfa={ifeiifeS&;€
Expresi6n  de  Gal4  en  el  compartimiento  posterior  del  discoengrailed-Gal4 (en-Gal4)

Cg25C-Gal4 (Cg-gal4)

daugtherless-Gal4 (da-Gal4)

_i:__`-_-_=^
Glass       Multimer      F3eporter

.IIL±±±=!J±XJiE'±I:±±:::a:Lv±s±L-:r`^-`J;=.i±:±±=:±£i¢:Lifir£L
hemocitos y cuerpo graso (zonas dondeExpresi6n de Gal4 en

Expresi6n de Gal4 ubicua

Expre§i6n de

L`+=,`:-;`,i;;f`ir:`;=r`;=iTi.i;`'i_`.-.TTF],

--,`L>. f±=±-
Gal4 en !os fotorreceptores

='      i-ffi"E

G    [I.-rar`,    n  I]t;  t,  IIdis  nl.I`-,f]Ico*  Out;  t-xr.' .,.-.]`n  Ga'4  `  `  ntr   llad!+

[`    II[Ir.`m`,[n    l]al..Iiiimedla.,tli   ,.ne§Ffi''.oL'.'         ..            .

Tabla-3. Cepas obtenidas por recombinaci6n mei6tica realizadas en la presente tesls

;fr;fr7-5-/K --                             E::treer;:6rndde?I :Pst::e:r;:i:n::, PuTt|,:z:goK)pea:ae', ac°bE:::I:#:e ndt:

supresores  e  incrementadores del  fenotipo  del  interferente de
pl 1 5.

Tabla  4.  Cepas  obtenida§  par  segregaci6n  de  cromosomas  rea]izadas  en  la  presente
tesi§

eyeless-FLP   (ey-FLP)   lcyo;
Act>CD2>Gal4lTM6b  ~ -

TF`:T7}3:;^rm±E=H7F3<KS.:FTRERE=X=:7r"r`7r\`{%fK

Expresi6n   de   la   flipasa   en   toda   la   cabeza   del   insecto
induciendo  la  activaci6n  de  Gal4  a  traves  de  la  escisi6n` de
CD2_,r==p*ut..FIT i?¥ae!F_TratRE`j=-'_¥¢i:ieiii:5ii\.q*fr_try:FL`T{TRE

`e_a_ejp||P.`t`_t`J`;:;5:1i;.li::-±,i:il=iiifii!
mys/     Co-expresi6n de cdkl ::myc e jnterferente de pl 15 (KK).

`?``S`;;±`;;;:)iLP   ``t`````-:    cD`S`-GFi.`

Cyo; Act>CD2>Gal4/+
la    flipasa    en Tnaffia;

•_. _iil`._ \_.Ji=. i
por    calor    (37°C)

activando  la  expresi6n  de  Gal4  a  trav6s  de  la  escisi6n  de
CD2
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C'lvaje
Bfa8utermo

8lncIcla'

C-_.T=-'3

wiEfz-
1 ®r Eat.dLo brwh

F[gura 4. C]clo de vida de OrosopA//a me/anogasle/.

Hay cuatro  estadios  en  el  ciclo  de  vida  de  la  mosca  del  vinagre:  huevo,  larva,  pupa  y  adulto.
Entre  cada  estadio   larvario  ocurren   periodos  de   muda.   En  el   pupario  es  donde  ocurre   la
metamorfosis. A 25°C,  D.  me/anogasler producira nuevos adultos en aproximadamente 10 dias.
La vida de la mosca puede durar varias semanas. (Wolpert y cols.,  1998).
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Tab[a 5. Otras cepas de D. me/anogaster usadas en la presente te§ls

vG//ow iwhi[G                                                 Marcadores  recesivos  ye//ow (cuerpo)  y  wh/.fe (ojos).   ___ __ ____ ____  ____Marcador•.':.:i,'...:|.i.,i.,.....!`,,,.`.t..:...._-`_..;-....i....i,?,-rllQ::.I-,.I
•`.`.         -``       .                 ```.          `-```-.:

I.:`i.!::``:`.;:```:.:'`.:}.i :-: ;.., `;``.`-`.  `. :`-``: `.            `.  ;:`i-l`c.. l`;  :I::.ri`..se.;"I..`.::I   i;  `:.:j`l``i`...I;..``p i``15`: ,t``;`; ..,. ;|;!``..-`lr```:`,t`:l-.``c`c```bi``:.i; `:Alelo P presente en el 5'U" de pl 15, promoter-trap acoplado
gtexpie±fud£

3.    REACTIVOS, SOLUCIONES Y OTROS MATERIALES.

3.1.       Reactivos.

De    Abcam    (Cambridge.     Massachusetts,     EEUU).    Anti-GM130    policlonal    conejo

(ab30637).

De Alpha DNA (Montreal. Canada). Partidores 3' BGm y 3' myc.

De  Becton  Dickinson  and  Co.  (Franklin  Lakes,  New  Jersey.  EEUU).  Peptona,  bacto-

triptona, extracto de bacto-levadilra.

De   Calbiochem   (Darmstadt,   Alemania}   Anti-conejo-HF]P   (DC03L)   Anti-rat6n   -HBP

(DC02L), Anti-KDEL monoclonal rat6n  (10C3)  (420400), Tween-20

De   Cell   Signaling   Technology   (Danvers,    Massachusetts.    EEUU\.   Anti-Caspasa   3

clivada policlonal  conejo  (9661). Anti-Cdkl  fosforilado  (Y15)  policlonal  c.onejo  (9111).

De Corn  Products /Santiago. Chile).  Dextrosa monohidratada.

De  Dako (Glostrup.  Dinamarca) Anti-Bromodeoxiuridina monoclonal  rat6n  (M0744)

De   Fermentas   /Glen   Burnie.   Maryland.   EEUU).   dNTP,   Mgc12,   marcador   de   peso

pretefiido    para   proteinas   "Page    F}uler    Plus"    (SM1811),    agarosa   grado    analrtico,

enzimas de restricci6n  (Sacll,  Pvul).

De  Developmental Studies  Hybridoma Bank (Iowa City.  Iowa.  EEUU). Anti-E-Cadherina

monoclonal rat6n  (5D3).

De  lnsumos Qufmicos  Nacionales (Santiago.  Chile\.  Nipagin

De   lnvitrogen   (Carlsbad,   California.   EEuU\.   DNA   polimerasa   Taq   Platinum®   (alta

fidelidad),  Anti-rat6n  488  (A11001),  Anti-rat6n  568  (A11004),  Anti-rat6n  647  (A21235),

Anti-conejo 488  (A11008), Anti-conejo 568  (A11011), Anti-conejo  633  (A21086), Topro-

3 iodide 642  (T3605).
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De   lnvitrogen   (Sao   Paulo.   BrasilL   DNA   poHmerasa  Taq,   partidores   (M13F,   M13R,

PUAS-s,  PUAS-a).  Pleactivos  para  el  sistema  Gateway®  de  clenamiento:  LPl  clenasa,

pENTF}-TOPO

De  Lefersa (Santiago,  Chile).  Levadura fresca.

De  Merck  (Darmstaclt,  Alemania).  Bromuro  de  etidio,  glicerol,  isopropanol,  Tween-20,

paraformaldehido, acido acetico,  EDTA.

De Millipore (Billerica.  Massachusetts,  USA) Anti Cdkl  policlonal conejo

De Mont Blanc (Victoria.  Chile).  Harina sin polvos de homear.

.De Omega Bioiek  (Norcross.  Georgia.  EEUU).  Set para mini preparaciones "E.Z.NA.".

De  Pierce  (Pockford.   Illinois,   EEU±±}  lnhibidor  Halt  de  proteasas  y  fosfatasas.  Super

West Pico ECL tenhanced fhemi|umjniscence)

De  Promega (Madison`  Wisconsin.  EEUU).  Wizard  SV Gel and  PCF}  Clean-up  (A1330),

PT-PCPl  lmprom  11  (A3800).

.De   Poche  (Indianapolis.   Incliana.   EEUU).   In   situ   Cell   Death   Detection   Kit,   TMF}   red

(12156792910).

De Sanclerson  (Santiago.  Chile). Agua bidestilada libre de nucleasas.

De Santa Cruz  Anti actina monoclonal rat6n, Anti HA monoclonal rat6n

De  Sigma  (S{  Louis.  Missouri,  EEUUL Aceite  Halocarbon  700,  Triton  X-100,  Faloidina-

TTFHTC  (P1951),  anticuerpo  HA conejo,  bolitas de  agarosa acopladas  a anticuerpo myc

conejo, kanamicina, persulfato de amonio.

De TCL (Santiago.  Chile). Algod6n hidrof6bico.

Pe Quality Biological (Gaithersburg.  Maryland,  EEUU).`Tamp6n de carga para DNA 5*.

De  UDstate. Anti fosfohistona H3 policlenal conejo

De  Vector  Labs  (Burlingame.  California.  EEuU).  Medie  de  montaje  para  fluerescencia
`Ivectashieid".

De Watt's (Santiago, Chile).  Nectar de manzana.

De  Winkler  /Santiago.  Chile).  Cloroformo:  alcohol  isoamnico  24:1,  marcador  de  peso

moleoular   para   DNA   IKb,   Nac[,   Cache   ampjcilina.   AcrHamida/Bisacrilamida   29:1,

Albtimina de suero  bovine  (BSA), TEMED.
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32.       Soluciones.

321.   Soluciones para m6todos de biologia molecular.

-Medio  Luria-Bertani  (bacto-triptona  10  gfl_,  extracto  de  bacto-Ievadura  5  gtl„  Nacl  5

gEL)

-Agar Luria (medio  LB mas agar-agar 15 g/L)

-TAE 50X (242 g/L Tris; 57,1  mL/L acido ac6tico concentrado; 200 mL/L EDTA 0,5M)

-EDTA 0,5  M  pH 8

3.2.2.   Soluciones para otros m6todos.
-      PBS  lox (Nacl  1,3 M,  Na2HP040,07 M,  NaH2P04,  0,03  M  PH 7)

-      Tamp6n delisis ITris-HC150 mM  PH 6,8,  SDS2%, glicerol  l0%)

-      Peactivo  de   Bradford   (Ccomasie  Blue  G   0,5   mg/mL,   metanol   25%,   H3P04

42,5%)

-      Tamp6n  de  Carga  para  proteinas  5X  ITris-Hcl  pH  6,8  0,312  M,  SDS  10%,  b-

mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05%)

-      TrisHcllMPH8,8ypH6,8

-      Tamp6n decorrida ITris HC125 mM  PH8,8,  Glicin'a 192  mM,  0,1% SDS)

-      Tamp6n de transferencia ITris-Hcl 48 mM pH 7,4, glicina 39 mM, metanol 20%)

-      TBS10XITris-Hclo,5MPH7,4,  NacI1,5M)

-      TTBS 0,1% Tween-20 (TBS IX, 0,1% Tween-20)

-      Persulfatodeamonio  l0%

32€.   Otros materiales.

De A.  Dumont & Fils Switzerland= Pinzas N°5  no magneticas.

De   BioBad.   Vidrios   y   sistema   para   separaci6n   por   electroforesis   de   proteinas   e

inmunoblot.

De.Delta Lab (Barcelona,  EspaFia).  Porta objetos 26x76mm  1 mm de espesor.

De    Harvard    Apparatus    (Holliston.     Massachusetts.     EEUU).    Capilares    de    vidrio

boro§ilicato  1,00 mm O.D. x 0,78 mm  I.D.

De Orange Scientific.  Placas pldsticas de 96 pocillos.

De  Fuii Film.  Pelfculas Bayos-X Super HFl-U  100 NIF.

De Marienfeld  (Lauda-K6nigshofen. Alemania). Cubreobjetos 24x24mm.
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De  Maybelline  (New York,  EEUU).  Esmalte de ufias transparente.

4.    IVIETODOS  DE BIOLOGiA IvloLECULAR BACTERIANA.

4.1.       Ivledios y condiciones de cultivo bacteriano.

Las bacterias XL-1  quimiocompetentes se cultivaron  a 37 °C  en forma aer6bica

en  medio  Luria-Bertani  (LB).  Tambi6n  se  realizaron  cultivos  en  agar  Luria  (AL).   Los

antibi6ticos  se  utilizaron  en  los  medios  de  selecci6n  a  las  siguientes  concentraciones

finales: ampicilina (Amp)  100 pg/mL y kanamicina (Kan)  504/g/mL.

4.2.       Transformaci6n bacteriana.

A 30 pL de  bacterias quimiocompetentes descongeladas en  hielo se  agregaron

270 pL de Cac121 M,  y se  utilizaron  100 pL de  esta  mezcla  para cada transformaci6n.

Se  afiadieron  0,2  -1  Hg  de  DNA  plasmidial,  se  incub6  30  minutos  en  hielo  y..Iuego  se

realiz6 un  shock t6rmico a 42°C durante 45 segundos.  Las bacterias se recuperaron en

medio   LB   a   37°C   durante   30   minutos   con   agitaci6n,    luego   se   centrifugaron   y

plaquearon en AL con antibi6tico.  Se incubaron O/N  a 37°C.

4.3.       PCR de colonias.

Para  corroborar  la  transformaci6n  bacteriana  y  ademas  conocer  el  s?ntido  de

orientaci6n del  inserto clonado, se realiz6  una reacci6n de polimerasa en cadena (PCF},

po/j/merase fha/'n react/.on) de colonias con el siguiente protocolo:

H20d
Tamp6n  1 0x
Mgc12 (25  mM)
dNTP  (10 mM)
Partidor 1  (loo mM)
Partidor 2  (100  mM)

olimerasa Ta
Volumen total

Los voldmenes corresponden a una reacci6n,  se  realiz6 al menos  una reacci6n

por  colonia  y  un  control  negativo.  Los  partidores  utilizados  para  estas  reacciones  se
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encuentran en  la tabla 4.  Para agregar el  DNA templado a estos  10 4/L totales,  se pic6

una colonia directamente desde la placa de AL. A la vez  se  prepar6  una replica de las

colonias  en  otra  placa  de  AL  con  el  antibi6tico  de  selecci6n  que  se  cultiv6  a  37°C

durante 6  horas.  Los productos de  PCP se analizaron mediante electroforesis en geles

de agarosa al  1 o/a.

Tabla 6. Partldores utlllzados en PCFls y/o secuenciac!6n de las construcciones.
r~~=zr.|±i---  ` ` ._`ii,-I+q-¥.t-i±::irT.` -.-.-. =`1.f3 , _.F*7T`=:T^-f`n'T=Ki.ffiEri=t%-jil?.-l'''~`.

GCCAGGGTITTCCCAGTCACGAC
±!±LVL±±±±1±:±:rJt=:~L:a::a::±r+I:?rr..~La=i;;;i:=2±:=a\
T|seApse:±s±±AA:EAiAA±!±£9se±£££££iS£TG/

•. ::`;.8.;.ST::.:.                      . :`::
==b=:::=*-====±= .  ` -::J===:===;S===4Zi,==Z==.=±I -   _

CAGCTATATCCAGCGATTGTCGCG1422slF

4.4.       Extracci6n de DNA plasmidial.

Para la extracci6n de plasmidos se utiliz6 el sistema comercial E.Z.IV.A.  P/asm/.d

M/.n/.prep de  Omega  Bio-Tek,  siguiendo  el  protocolo  de  los  fabricantes.  En  breve,  se

centrifug6  un  cultivo  de  5  mL  crecido  a  37°C  O/N  en  LB  con  antibi6tico,  el  cual  se

resuspendi6 en 250 pL de soluci6n de resuspensi6n cm  F}NAsa A,  Iuego se aFiadieron

250 pL de  la soluci6n  de  lisis y,  seguido  de  una  breve  jncubaci6n  a TA,  se  afiadieron

350  pL  de  soluci6n  neutralizadora  y  se  centrifug6  durante  10  minutos  a  TA.  El  lisado

clarificado se transfiri6 a una columna equilibrada con  100 pL de tamp6n  de equilibrio y

se centrifug6 durante  1  minuto.  Se  lav6  la columna con  500 pL de tamp6n  HB  y luego

con  700 pL d-e tamp6n  de  lavado  de  DNA  diluido  en  etanol  70°/a.  Fjnalmente,  el  DNA

plasmidial se eluy6 con 50 pL de agua destilada y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

4.5.       Electroforesis de DNA y RNA en geles de agarosa.

Se  prepararon  geles  de  agarosa  al   1°/a  para  visualizar  DNA  o  al  2°/o  para

visualizar   PINA   en   tamp6n   TAE   IX   con   bromuro   de   etidio   (0,25   -   1   pg/mL).   Las

muestras de interes se mezclaron con el tamp6n de carga y luego se cargaron en el gel

en paralelo con  un  marcador de peso  molecular de  1  Kb.  La electroforesis se realiz6 a

100  V  durante   15  -45  minutos.   Las  bandas  de  DNA  o  F!NA  se  visualizaron  y  se

fotografiaron en un transiluminador UV.
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4.6. Digesti6n con enzimas de restricci6n.

Para realjzar cortes enzimaticos se usaron  0,5 -3 pg de DNA plasmidial,  0,5 -2

pL  de  enzima(s)  de  restricci6n  y  la  cantidad  adecuada  (10%  del  volumen  total)  de

tamp6n   correspondiente   a   la(s)   enzima(s)   en   un   volumen   total   de   20   -   30   pL

completados con agua destilada.  La reacci6n se incub6 a 37°C durante 2 horas.  Luego,

se confirm6 la digestion mediante electroforesis de DNA en geles de agarosa.

4.7.      Construcci6n de p"W-HA::pll5 (ganancia de funci6n).

Para  la  generaci6n  de  la  construcci6n  para  realizar  la  ganancia  de  funci6n  de

pl 15,  se  utiliz6  el  sistema  de  recombinaci6n  Gateway.  Este  se  basa  en  el  uso  de  la

integrasa  de  fago  lambda  para  recombinar  el  marco  de  lectura  abierto  del  gen  de

inter6s, flanqueado por los sitios de recombinaci6n attLl  y attL2 en el vector de entrada

con  los  sitios  attPll   y  attp2  del  vector  de  destino.  EI  resultado  es  un  intercambio  del

marco de lectura abierto del gen de  inter6§  con  el  casete que contiene el gen  ccdB (el

producto  de  este  gen  es  t6xico  para  E.  oo//. estandar  de  laboratorio)  en  el  vector  de

destino.     Los     clones     de     expresi6n     exitosamente     recombinados     pueden     ser

seleccionados en  base  a su  resistencia a ampicilina y la falta de toxicidad  a  las cepas

de E.  oo/i. estandar de laboratorio.

En  Drosaph/./a  existe  una  libreria  de  vectores  PUAST  (y  otros)  con  diferentes

epitopos y proteinas fluorescentes para generar fusiones en  el  N-terminal y C-terminal

de  la  protefna  de  interes,  utilizando  este  sistema.  En  este  caso,  se  utiliz6  un  PUAST

con  el epitopo  HA en  el  N-terminal  (PTHW)  para generar una ganancia de funci6n de la

protefna   pll5,   el   cual   fue   amplificado   en   cepas   de   E.coli   DB   3.1    (resistentes   al

producto del gen  oocJB)

Para   la  creaci6n   del   clon   de   entrada:   PENTB/D-TOPO   pll5,   se   disefiaron

partidores   para   amplificar   la   secuencia   codificante   de   CG1422   a   partir  .de   DNA

gen6mico.   El   partidor   GW1422F   posee   la   secuencia   CACC   para   su   clonamiento

orientado   en   el   vector   pEN"/D-TOPO,   esta   secuencia   tambi6n   funciona   como

secuencia kosak para el inicio de la traducci6n (Tabla 7).
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Tabla  7.  Partidores  disefiados  para  la  construcci6n  de  la  ganancla  de  funci6n  (PTHW
HA::pll5).

`Nomb.ra``      `              .          S`ecu6ncia(5'`-3.')```````.         ``       `.`      ``      ``

GW1422 F                         _CL4£LCIATG GAGTTCCTGAAGAGTG G C

ffG=REma2.¥EEj¥L;i;ir*~¥=

La amplificaci6n de la secuencia codificadora se realiz6 segdn la siguiente  PCPl:

Tamp6n  lox con  Mgc12          2,5
dNTP  (10  mM)
Partidor  1  (100  mM)
Partidor 2 (loo mM)
DNA templado
(minipreparaci6n  1 :50)
H20d

de alta fidelidad

0,5
0,75
0,75
1

19

0,5
Volumen total

El programa de amplificaci6n fue el siguiente:

OCt

25

Desnaturaci6n        94o      3

Amplificaci6n

Elongaci6n final
Termino

9401

500      0,67

7201
7207
160-

30
repeticiones

EI  producto  amplificado  fue  ligado  a  PENTB/D-TOPO  segtin  las  instrucciones

del fabricante.

La  orientaci6n  del  inserto  fue  comprobada  mediante  PCB  de  colonia  y  cortes

con enzimas de restricci6n (Sacll y Pvul).

Para la reacci6n de recombinaci6n  con el vector de destino  (PTHW) se  utiliz6 el

kit Lf] C/onase P/us  // de  lnvitrogen.  En  un tubo de centrifuga de  1,5  mL.  se mezcl6  lo

siguiente:

Clonde entrada(pEN"/D-TOPo pll5)         10fmoles (1  /L)
Clon de destino  (PTHW)                                           20 fmoles (2 pL)
TE IX pH 8,0                                                                 Para completar 8 4jL
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Se  descongel6  la enzima clonasa  en  hielo.  Se  vortexe6  el  mix  de  enzima y se

afiadieron   2  4/L  sobre   la  mezcla  de  vector  entrada-destino.   La  reacci6n   se   incub6

durante  16  horas  a  25°C.  Posteriormente,  se  afiadi61  pL de  proteinasa  K,  la  cual  se

incub6  por  10  minutes  a  37°C.  Se  transformaron  4  4/L  de  la  reacci6n  en  bacterias

competentes comerciales (TOP10).

Se  comprob6  la correcta inserci6n y fusi6n  con  el  epitopo  HA de  pl 15  a trav6s

de cortes con enzima de restricci6n  (Hindlll) y secuenciaci6n.

Tabla 8. Plasmldos utillzados en esta te§is

ri¥asr=ri¥g,iv.T^¥4?:#=rn~iffaifaT,'{`TFi=!g!¥a.--

PTHW                                The
Vector
collection

`r..=l``l.i`l`i`.[`-Tcji`.o.   .      `    inJitr`::.}e:

Drosophila     Vector    PUAS-T    modificado    con    un    casete
Gateway     Gateway (sitios  attL-attPl)  y un  epitopo  HA en  el

N-terminal

4.8.       Secuenciaci6n de la construcci6n.

Se  realizaron  minipreparaciones  de  DNA  plasmidial  y se enviaron junta con  los

partidores  respectivos  (Tabla  6)  a  Macrogen  (Seal,  Corea)  para su  secuenciaci6n.  La

concentraci6n   de   las   minipreparaciones   se   estim6   utilizando   un   equipo   Nanodrop

(Nanophotometer,  lmplen).  La informaci6n de  las secuencias obtenidas se  analiz6 con

Serial  Cloner 2.1.

5.       PROTOCOLOS EXPERIMENTALES PAPA a. me/anogasfer.

5.1T-/--Extracci6n de DNA gen6mico a partir de individuos adultos.

Se  homogenizaron  15  moscas  adultas  en  un tubo  de  centrifuga de  1,5  mL con

400 pL de tamp6n de extracci6n (Tris Hcl 0,1 M  pH 7,5,  EDTA 0,1 M pH 8,0,  Nacl 0,1 M,

SDS 0,5°/o).  Se incub6 durante 30 minutos a 65°C.  Se afiadi6 800 pL de  Licl 4,2M/KAc

1,4M  -e   incub610   minutos   en   hielo.   Se   centrifug6  durante   15   min   a   13000   x  g   a

temperatura ambiente.  Se  reparti6  1  mL del  sobrenadante  en  dos tubos  de  centrifuga

de  1,5  mL nuevos  (500 pL cada  uno),  al  cual  se  le  afiadi6  400 pL de  isopropanol.  Se

centrifug6  a 13000 x g durante  10  minutos,  y se e]imin6 el sobrenadante.  El  precipitado
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se lav6 con 500 pL de etanol 70°/o frio. Se centrifug6 5 minutos a 13000 x g y se elimin6

el sobrenadante.  Los tubos se dejan secar y se resuspenden en 50 pL de agua.  EI DNA

fue  almacenado  a  -20°C  hasta  su  uso  en  la  amplificaci6n  de  la  regi6n  codificante  de

pl 1 5.

5.2.       Extracci6n de F}NA total de ]arvas.

Se  homogeneizaron  5  larvas  de estadio 3  en tubos  de  centrifuga de  1,5  mL en

loo  rL  Trizol   en   hielo.   Se  centrifug6  a   13.670  x  g   durante   10  minutos  a  4°C.  Se

transfiri6  el  sobrenadante  a  un  tubo  nuevo  y  se  incub6  a  TA  durante  20  minutos.  Se

afiadieron  20  4/L  de  cloroformo,  se  agit6  vigorosamente  durante   15  segundos  y  se

incub6 a TA durante 2 minutos.  Se centrifug6 a 9.500 x g durante  15 minutos a 4°C,  se

transfjri6  Ia  fase  acuosa  a  un  tubo  nuevo,  se  adicionaron  50  pL  de  isopropanol  y  se

incub6  en  hielo  durante  20  minutos.  Se  centrifug6  a  9.500  x  g  durante  10  minutos  a

4°C,  luego se  lav6 el precipitado con  100 pL etanol 75°/o,  se dej6 secar a TA y el  PNA

se  resuspendi6  en  10 pL de  agua  libre de  PINAsa.  EI  PINA  almacen6.a.-80°C  hasta su

USO.

5.3.       Sintesis de CDNA y pcF! semi-cuantitativa.

Se utiliz6 el sistema comercial  PT-PCB  Improm  11 de Promega y se siguieron  las

recomendaciones de  los fabrjcantes.  En  resumen,  se realiz6  una mezcla que con±enia

2 pg de F}NA total,  1  pL partidores al azar y agua libre de nucleasas para completar un

volumen final de 5 4/L.  Esta mezcla se incub6 durante 5 minutos a 70°C y luego durante

5 minutos en hielo. Se realiz6 una mezcla de reacci6n de F`T (reverse jranscr/.pf/.or]) que

contenia  4HL  tamp6n  de  reacci6n  5X,  3  pL  Mgc12,1  pL  dNTPs,1  pL  ENAsin,  1 /L

transcriptasa reversa y agua libre de nucleasas para completar un volumen total de  15

pL.  Se  agregaron  estos  15  pL  de  mezcla  de  F]T  a  los  5  pL  de  mezcla  de  RNA  con

partidores y se realiz6 el siguiente programa:

Alineaci6n
Extensi6n
lnactivaci6n



La PCPl se realiz6 siguiendo el siguiente protocolo:

H20d
Tamp6n  lox con Mgc12
dNTP  (10 mM)
Partidor  1  (100  mM)
Partidor 2 (loo mM)
CDNA templado

olimerasa Ta 0,5
Volumen total 27,5

Se  extrajeron  muestras  de  5  /L  en  los  ciclos  ntlmero  20,  23,  26,  30  y  35,  y

fueron  analizadas  mediante  electroforesis en  geles  de  agarosa.  En  paralelo  se  realiz6

la misma  PCPl sin  F}T (con  BNA como templado) como control  negativo.

Tabla 9. Partidoi.es utilizado§ para la§ PCR semi-cuantitativas

lN.gin.b.ra:..   `.        ```-``
CG1422F-FIT

=====-..`,=j.--.`=:±=¢ii:zha±*r±z:::ha
GGAGITCCTGAAGAGTGG

'``_-.          `..      `      .....`         `.:

i_===                                                              T£_¥=ng¥ffi

5.4.       Extracci6n de proteina total de larvas y discos imaginales.

Se colectaron  5  larvas en  PBS  IX frio  (en  hielo)  y luego  se  homogenizaron  en

200 pL de tamp6n de lisis con  inhibidores de proteasas y fosfatasas  (Pierce,  USA).  Se

incubaron  10  min  a  4°C  y  se  centrifugaron  a  14000  x  g  durante  10  minutos  a  4°C.  EI

sobrenadante fue  colectado  en  un  segundo tubo  de  microcentrifuga y almacenado  a -

80°C.  Para  la  obtenci6n  de  proteinas  desde  discos  imaginales,  quince  larvas  de  los

djferentes  genotipos  fueron  disectadas  en  PBS   IX  extrayendo  los  discos  (30  para

inmunoblot  -400   en   grupos  de   a   100   para   la  inmunoprecipitaci6n).   Estos  fueron

transferidos  a un tube  con 50 4L de tamp6n de  lisis  (F3IPA  para  la  inmunoprecipitaci6n)

con  inhibidores de proteasa y fosfatasa,  incubados  10  min  en  hielo y almacenados a -

80OC.

Se  determinaron  las  concentraciones  de  protefnas  por el  metodo  colorim6trico

de  Bradford,  utilizando  albumina de  suero  bovino  (BSA)  como  estandar  para  la  curva

de calibraci6n.
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5.5.       Inmunopre?ipitaci6n de extractos proteicos

Extractos    proteicos    provenientes   de   400   discos    imaginales   de    genotipo:

638>HA::pll5,      Cdkl::myc      y     638>      HA::pll5,      GFP      como      control,      fueron

inmunoprecipitados  utilizando  bolitas  de  agarosa  acopladas  a  anticuerpo  contra  myc

(Sigma).   Para  esto  50  4/L  de  bolitas  fueron  lavadas  cuatro  veces  con   PBS   IX  con

inhibidores  de  proteasa  (Thermo)  trio,   para  luego  ser  incubadas  con   los  extractos

proteicos  a 4°C durante toda  la noche con  agitaci6n.  El sobrenadante fue  almacenado

para realizar el input de la inmunoprecipitac'i6n.  Las bolitas junto a lo inmunoprecipitado

fueron   lavadas   5   veces   con   PBS   IX   con   inhibidores   de   proteasa   (Thermo)   frio,

incubadas en 40 4/L de buffer de carga 2X a 95°C por 5 minutos y cargadas en un SDS-

PAGE para §u ana[isis a traves de inmunoblot.

-5.6.       Analisis de extractos proteicos mediante inmunoblot.

Los    extractos    proteicos    fueron    preparados    en    tamp6n    de rtycarga    para

electroforesis  de  proteinas  a  una concentraci6n  final de  2 pg/HL,  se  incubaron  a  95°C

durante 5 minutos y mantuvieron en hielo hasta cargar el gel.

Se  prepararon  geles  SDS-PAGE  a diferentes  concentraciones  dependiendo  de

la proteina a analizar, siguiendo las indicaciones de Mellick y F}odgers,  2002=
-        Secargaron entre 10 -40pg de protefnay3pLde marcadorde peso molecular

(Fermentas,  PageF}uler  Prestained  Molecular Weight  Marker  Plus  SM1811).  EI  gel -fue

sometido  a electroforesis durante  15  minutos a 70V y durante 2  horas  a  100V.    Luego

se  re-alizo  la  transferencia  a  400  rnA  durante  2  horas  en  tamp6n  de  transferencia

utilizando    membranas   de   nitrocelulosa   0,45   pin   de   poro    (Whatman,    USA).    La

membrana se tifi6 con  rojo  Ponceau  (rojo  Ponceau 0,1°/o  (Sigma),  acido .ac6tico glacial

5°/o),  para  confirmar  la  ausencia  de  burbujas  y  que  la  transferencia  de  las  protefnas

ocurri6  de forma adecuada.  Las  membranas  se  lavaron 3  veces  con  TTBS  0,1%  (500

mL TBS  IX,  500 pL Tween-20).  EI  bloqueo  se  realizo  con  5°/o  a  7°/a  leche  o  BSA  en

TTBS  0,1°/o  durante  1   hora  a temperatura  ambiente  (TA)  o  toda  la  noche  a  4°C  con

agitaci6n  constante.  La membrana se incub6  con  el  anticuerpo deseado diluido en  1°/a

a 5°/a  leche o  BSA en TTBS 0,1 a/o durante 2 -3  horas a TA a toda la noche a 4°C con

agitaci6n constante.  Se  lav6 3 veces con TTBS 0,1°/a con  agitaci6n  y se incub6  con  el

anticuerpo secundario diluido en  1°/a a 5°/a leche o BSA en lTBS 0,1°/a durante 2 -3 a
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TA   con   agitaci6n   constante,   para   finalmente   lavar   3   veces   con   TTBS   0,1°/o   con

agjtaci6n.  Las membranas se almacenaron en TBS  IX a 4°C hasta su revelado.

Para el revelado, se incub6 Ia membrana con partes iguales de los reactivos A y

8 del kit de ECL (Pierce, Super West Pico ECL (£nhanced fhemi|uminiscence)) durante

1   minuto.  Luego  se  elimin6  el  exceso  de  reactivo  de  la  membrana,  y se  coloca  entre

plastico.   Las  peliculas  para  rayos  X  se  expusieron  entre   1   -15   minutos  y  fueron

reveladas utilizando maquina para revelado (AGFA).

Tabla 10. Antlcuerpo§ primarios usados en inmunoblot.

i::i;:":,I.f:.`;-?";.:`,     `3

Anti   epitopo   HA   (F-7)   (sc-7392,   Santa   Cruz):
rat6n, monoc[onal

ffiifeiffiiifeiincrfu:€,:±==Lfrs=,ih:i:±=:i,is£:

ffi*a.fiELrfr
5°/a leche en TTBS 0,1°/a           1 :1000

11ip5're);:€go*j58HB6.fi!ffETsng  rizRERE7    RERERE

Anti    cdc2-P    (Tyrl5)    (9111;    Cell    Signaling):     5°/oBSAenTTBSo,1°/o              1:5oo

ELFagELifeaig6Lffiz:iT€iLai3'.fi€L+arlclt+a=EFTseTEiffiFif2sng#ffifeTdi52RELZRE
Anti-pll5   (NN7)   (regalo  del   Dr.   Martin   Lowe)     50/a leche en lTBS O,1%           1:1000'
conejo policlonal

Tabla 11. Antlcuerpos secundario§ usados en inmunoblot.

9.3:;`,T3r#"ii#iREZ7:+ann=^`}€|a;iTh¥h';ri;fiir|:Ttf'T~¥,:r',,,F----tT.{''¥-,¥+ir.iiT|iT
1 :1000

Hffirfe°±E*6erfuH£P#cBifiaifeLEL1§£±L=±ffasTREmm=asaeRERE

5.7.       Inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Para  cada  experimento,  se  disectaron  bajo  lupa  10-15  larvas  de  estadio  tres

(que aun est6n en  la comida)  en  PBS  IX  utilizando pinzas,  tardando como  maximo 30

minutos y manteniendo  las carcasas en  hielo.  Luego las carcasas se fijaron en  500 ¢L

de  PFA  (paraiormaldehfdo)  4°/o  en  PBS  durante  20  minutos  a TA,  se  lavaron  3  veces

durante 5  minutos con soluci6n de lavado (PBS  IX,  0,3°/a Triton X-100),  se bloquearon

por al menos  1  hora en soluci6n de bloqueo  (PBS  IX,1 °/o BSA,  0,3°/o Triton X-100) y se

incubaron con  anticuerpo  primario  (Tabla  11)  diluido en  soluci6n  de  bloqueo  a 4°C  O/N

sin  agitaci6n.  Se  lavaron  4  veces  durante  20  minutos  cada  una,  se  bloquearon  una

hora  y  se   incubaron   con   anticuerpo   secundario   (Tabla   12)   diluido   en   soluci6n   de

bloqueo durante 2 horas  a TA con  agitaci6n.  En  algunos casos se  realizaron tinciones
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de  F-actina con  Faloidina-TPITC  (Sigma)  para visualizar el  citoesqueleto de  actina y de

DNA  con  Topro-3  (lnvitrogen)  para  visualizar  los  ndcleos  (Tabla  13).  Finalmente  se

lavaron  3 veces durante  15  minutos con  soluci6n  de  lavado.  Los discos  imaginales de

ala  y  las  glandulas  salivales  se  montaron  con  medio  de  montaje  Vectashield  (Vector

Laboratories),   y  se  sellaron   con   esmalte  de   ufias  transparente.   Las   muestras   se

guardaron a 4°C para su posterior analisis mediante microscopia con focal.

Las   imagenes   confocales   se   capturaron   utilizando   un   microscopio   con focal

Zeiss  LSM  510  Meta con objetivo 20x  para discos  imaginales de ala y aumento  digital

de  0.7  para glandulas  saljvales.  Para observar las  celulas  presentes  en  los discos,  se

utiliz6   un   aumento   de  63X  y  aumento  digital   de  3.9.   Se   analizaron   u{ilizando   LSM

Image Browser Versi6n 4.2.0.121,  ImageJ y Adobe  Photoshop Versi6n CS5.

Tabla 12. Anticuerpos primarios utlllzados en inmunofluorescencia.

Anti-E-cadherina: rata, monoc[onal                             DSHB 1 :100

iq.9.r'£t§E€`n!,.i

3 clivada: conejo,  policlonal gj¥j9hTnta#giiFr:rae
Abcam                             1 :1000

;`:::.:;.i:;:.,::{:i..::,.i;i,:..I.:.;,:'(.,I,i.:,,I:i.:.:;:i.,,:i,:::.I,>-"...`.;...  "..                         .!:;;i;::;i.:.... "I ........  :.;;i:;:i:::', -: ............................... : ....... :,.........-..I
Anti-eDitoDO  HA: coneio.  Doliclonal                                Siama                                1 :500

Anti-v-tubulina; rat6n,  monoclonal                               Sigma                              1 :100

Tabla 13. Anticuerpo§ §ecundarlos utilizados en inmunofluorescencia.

J                               ..".`        `                                     .i.           ``.                  `.
`..::.:.........:

Anti-rat6n AlexaFluor 488 (A11001,  lnvitrogen)
iLa¥i±:±±±±:±±±;xi±:i:±:6ciir=:±=;I:±:=±::::':r;gr+:&J

1 :200

Anti-rat6n AlexaFluor 647 (A21235,  lnvitrogen)

!::;;:.S:ri.;I;.::..!!.::.:;1:.i`::::,::;::.;:i;.:`:::.:;:i:;.,`;i:.:::.::
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Tabla 14. Otros tintes

1 :200

Efffi?y¥g#8gEog:HT&org-eel:i±?p-giv==,:"t±iREg?|¥f¥fgi

5.8.       Detecci6n de la replicaci6n del DNA a trav6s de bromodeoxiuridina.

Se   disectaron   sejs   larvas   de   tercer   estadio   para   los   distintos   genotipos

analizados.  Estas se incubaron en un tubo de centrifuga de 1,5 mL en PBS  IX con 0,05

mM  de  bromodeoxiuridina  durante  40  minutos  a  temperatura  ambiente  con  agitaci6n.

Posteriormente   fueron   fijados  con   soluci6n   de   Carnoy   (Etanol   100°/o:Acido   acetico

glacial  3:1)  durante  15  minutos  y  lavados  4  veces  con  PBT  (PBS  IX,  0,3°/o  Triton  X-

100). Se denatur6 el DNA incubando con  Hcl 2N durante  1  hora a TA.  Para neutralizar

se  afiadi6  una  gota  de  tetraborato  de  sodio  loo  mM,  procedi6ndose  a  lavar  5  veces

con    PBTW    (PBS    IX,    0,1°/a   Tween-20)    y   se   incubaron    con    anticuerpo    contra

bromodeoxiuridina diluido en soluci6n de bloqueo  a 4°C O/N  sin agitaci6n. Se  lavaron 4

veces  durante   15   minutos  cada  una  en   soluci6n  de   bloqueo  y  se   incubaron   con

anticuerpo   secundario   diluido   en   soluci6n   de   bloqueo   durante   2   horas   a  TA   con

agitaci6n.  Finalmente  se  lavaron  3  veces  durante  15  minutes  con  soluci6n  de  lavado.

Los discos  imaginales de  ala y ojo  (como  control)  se  montaron  con  medio  de  montaje

Vectashield  (Vector Laboratories), y se sellaron con esmalte de ufias transparente.  Las

muestras se guardaron a 4°C para su posterior analisis mediante microscopfa confocal.

5.9.       Determinaci6n   de   la   muerte   celular   a   trav6s   de   TUNEL   (|erm/.na/

deoxynucleotidyl transferase d5[TP nick end !abelingn.

La t6cnica de TUNEL  es  un  m6todo  comdn  para  detectar  la fragmentaci6n  del

DNA  que  resulta  de  la  activaci6n  de  cascadas  de  sefiales  apopt6ticas.  Este  ensayo

detecta  la  presencia de  cortes  en  el  DNA,  los  cuales  pueden  ser  identificados  por  la

transferasa  de  deoxinucle6tidos  terminales,   una  enzima  que  cataliza  la   adici6n  de

duTPs  que  estan  secundariamente  marcados  en  este  caso  con  un  fluor6foro  (tetra-

metil-rodamina). Tambi6n puede marcar c6lulas que han sufrjdo daFio severo al  DNA.

Se   disectaron   ocho   larvas   del   tercer   estadio   temprano   de   los   genotipos

analizados.  Se fijaron en  PEA al 4°/a y lavadas posteriormente 3 veces con  PBS  IX.  Se
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permeabiliz6 el tejido  mediante una incubaci6n con  citrato de sodio 0,1°/a -Triton  X-100

0,3°/o  durante  30  minutos  a  65°C.  Se  lav6  3  veces  con  PBS  IX.  Para  la  reacci6n  de

TUNEL   se   ocup6   el    kit   "/r)   S/tu   Ce//   Death   Oeteof/.on   K/.f'   (Poche)   segtin    las

instrucciones del fabricante.  En es{e se mezclan  una parte de soluci6n de enzima en 9

partes de soluci6n de marcaje, usandose 50 pL de esta mezcla por cada genotipo.  Esto

se incub6 durante  1  hora a 37°C,  se lav6 tres veces con  PBS y se procedi6 al  paso de

bloqueo     de     inmunofluorescencia.     Como     control     positivo     se     usaron     larvas

Sa|P>Hepact/Cyo,  las  cuales  presentan  una muerte  celular masiva en  la regi6n  central

del   area  presuntiva  de   ala  y  como  control  negativo  se   afiadi6  s6lo  la  soluci6n  de

marcaje en larvas de este mismo genotipo.

5.10.     Citometrfa de flujo (Neufeld y col.1998).

Se   disectaron   quince   larvas   de  tercer  estadio   temprano   para   las   distintas

proteinas  e  interferentes expresados en  el compartimiento posterior del disco  imaginal

de ala junto a GFP,  Io cual nos permite separar la poblaci6n control (GFP negativo).

Se   desprendieron   con   pinzas   los   discos   imaginales   de   ala,    retirandose

cuidadosamente las traqueas y estos fueron transferidos a un tubo de centrifuga de 1,5

mL  con  500 pL  de  Tripsina/EDTA  lox  (Sigma)  y  10 pM  de  DPIAQ5  (Biostatus,  tinci6n

de  DNA  en  rojo  lejano,   1  pL).  La  disociaci6n  de  las  c6lulas  se  llevo  a  cabo  a  25°C

durante  2  horas  con  agitaci6n.  Para  detener  la  acci6n  de  la  Tripsina  se  afiade  suero

fetal  bovino  al  2%.  Las  celulas son  filtradas  a trav6s de  una  malla  Nythal de 0,35 Hm,

transferidas  a  un  tubo  de  cit6metro  y llevadas  inmediatamente  para su  analisis  en  un

cit6metro   FACscanto   (BD,   Laboratorio  de   lnmunologfa,   Universidad   de   Chile).   Se

recogieron  los  parametros  de _forward jLca#er/.ng  (FSC,  que  refleja  el  tamafio  celular),

side sQatterjng  (SSC,  que  refleja  la  rugosidad  ce]ular),  ademas  de  la f[uorescencia  en

los canales de GFP y Percp (rojo lejano, correspondiente al DNA).

Los     resultados    obtenidos    fueron     analizados     utilizando     la    herramjenta     de

comparaci6n   de   poblaciones  del   programa   FlowJo   (Treestar)   respecto   al   tamafio

celular  (ntlmero  de  c6lulas  vs.  FSC)  y  al  contenido  de  DNA  (ntlmero  de  c6lulas  vs.

Percp)
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5.11.     Obtenci6n de hemocitos larvarios.

Para  la  obtenci6n  de  hemocitos  larvarios,  estos  se  drenan  desde  las  larvas  con

genotipo de inter6s rompiendo la cutfcula con una pinza en  120 pL de medio Schneider

(Sigma)   sobre   un   cubreobje{os  de   12   mm  de  diametro.   Estos   se  dejan   adherir  al

cubreobjetos por  1  hora y 15  minutos.  Luego se fijan con  PFA 4% por 15  minutos y son

lavados  en  placas  de  24  pocillos  con  PBS  IX.  Para  permeabilizar  las  c6Iulas  se  usa

PBS   IX+Triton  X-100  0,1°/o  por  10  minutos  y  se  lavan  con   PBS   IX.   El  bloqueo  se

realiza  con  PBS  IX+BSA  1°/a  durante  minimo  una  hora.  El  anticuerpo  primario  (Tabla

14)  es  disuelto  en  PBS  IX+BSA  1°/o  incubandose  las  c6lulas  toda  la  noche.  Al  dia

siguiente,  se  lavan  1-3 veces con  PBS  IX durante 5  minutos.  El anticuerpo secundario

se  incuba  (1 :150)  en  PBS  IX+BSA  1°/o  durante  2  horas.  Posteriormente  para  marcar

los  nacleos  se  incuban  con  To-Pro3  (1:150)  durante  20  min  y  se  lavan  3  veces  con

PBS   durante    10   minutos.    Los   cubreobjetos   se   montan   con   Vectashield   en   el

portaobjetos  y se sellan  con  esmalte de  uFias.  Finalmente,  6stos  se  almacenan  a 4°C

hasta su visualizaci6n.

Tabla 15. Antlcuerpos utllizados en hemocito§

a:¥L+`I?;fjg{.i `...i.`..:         I.r.rT!Tl

Anti-GM 130: conejo,  policlonal

Anti-epitopo HA: rat6n, monoclonal

Abcam

Santa Cruz

5.12.    Analisis del tamafio celular en alas adultas.

Se  fijaron  hembras  adultas  con  el  genotipo  de  inter6s  durante  al  menos  dos

horas  en  etanol  96%.  Las  alas  izquierdas  se  disectaron  y  se  montaron  para  analisis

microsc6pico  en  portaobjetos  con  acido  lactico:  etanol  (1 :1 ).  En  ellas  se analizaron  dos

parametros:  tamafio  del  compartimiento  posterior  y  ndmero  de  c6lulas  en  un  area

definida (densidad celular)  (Figura 5).

Para  determinar  el  area  del  compartimiento  posterior,   las  alas  montadas  se

fotografiaron  utilizando  una  lupa  de  disecci6n  Olympus  MVXIO  a  2.5x  de  aumento  y

una  camara  digital   Leica  DFC300FX.   Las  imagenes  se  analizaron   utilizando  Adobe
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Photoshop    Extended   Versi6n   CS5.    Los   promedios   del   area   del   compartimiento

posterior  en  alas  experimentales  se  normalizaron  respecto  al  promedio  de  las  alas

control,  y se  grafic6  en  porcentajes  definiendo  el  control  igual  al  100°/a.  Se  gratic6  con

la desviaci6n estandar del cociente calculada con la siguiente f6rmula:

N,A')         \1;,

Siendo  A,  8,  C  Ios  promedios;  AA,  AB,  AC  Ias  desviaciones  estandar;  y  C  =

A/B.

Durante el desarrollo del  ala de Drosaph/./a,  cada c6lula forma un tricoma o pelo,  por lo

cual  se  puede  estimar  el  ntlmero  de  c6lulas  contando  los  tricomas  presentes.  Para

esto,  se  fotografiaron  las  alas  montadas  con  una  camara  digital  Leica    DFC300FX

usando   un   microscopio   Zeiss   lllps.   EI  namero   de   celulas   se determin6 contando

los tricomas en Adobe  Photoshop CS5 en  un  area de  124410 pixeles  (10 x  15 cm).  Se

graficaron los promedios y sus desviaciones estandar.

Para  ambos  parametros  cuantificados  se  realizaron  ANOVA.  Se  consider6  un

valor p<0,Ool  para la significancia.

6.    OBTENC16N Y ANALISIS DE IVIOSCAS TRANSGENICAS.

Para  realizar esta tesis fue  necesario  obtener animales  transgenicos  mediante

el  metodo  de transformaci6n  de  ]a lfnea germinal  (Spradling  y  F3ubin,1982)  para  poder

realizar determinar la especifjcidad de los fenotipos del jnterferente contra pl 15.

6.1.       Transg6nesis portransformaci6n de la linea germinal.

La  transg6nesis  es  una  tecnologia  que  permite  introducir  un  DNA  -  llamado

transgen  -  en  un  organismo.  La  transg6ne§is  en  insectos  se  lleva  a  cabo  mediante

transposones.  En  Drosaphi./a,  uno de los transposones  utilizados es  llamado  Elemento

P.   Este,  como  otros  elementos  transposones,  contiene  dos  repeticiones  terminales

necesarias  para  la  movilizaci6n.  Ademas  del  Elemento  P,  es  necesaria  una  enzima

llamada  Transposasa  P,  que  cataliza  la  transposici6n  a  trav6s  de  las  repeticiones

terminales.

El  sistema de transformaci6n  binario consiste en  dos  plasmidos  que deben  ser

co-inyectados.  Uno  codifica  la transposasa  P,  denominado  "pHelper",  y  el  otro  es  un
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PUAS-T que contiene el elemento P, el transgen y un marcador de selecci6n dominante

(Figura  6),  indispensable  para  identificar  los  eventos  de  transposici6n.  Este  genera  un

fenotipo  visible  que  no  afecta  la  viabilidad  de  las  moscas.  En  este  caso  se  utiliz6  el

marcador de color de ojos whr'te, ilno de los mss populares.

Las   etapas   tempranas   del   desarrollo   de   los   embriones   de   D.   me/anogaster  se

caracterjzan   por  divisiones   nucleares   rapidas   que  ocurren   sin   divisiones   celulares,

creando  un  sincicio  celular.  Antes  de  la  celularizaci6n,  se  forman  las  celulas  polares

que  se  ubican  en  la zona  posterior del  embri6n  y que  dan  origen  a  la  linea  germinal.

Para que  ocurra  la transmisi6n  del  transgen  en  la  linea germinal,  el  DNA  transg6nico

debe  ser  introducido  a  las  c6lulas  polares  que  estan   destinadas   a  convertirse  en

c6lulas  germinales.  Asi  el  transgen   integrado   en     las     c6lulas     polares   puede  ser

transmitido de una generaci6n (GO) a la siguiente (progenie G1 )  (Figura 7).

Cuando  se   usa  una  cepa  parental   mutante   whi.te- y  el   marcador   wh/.te,   las

moscas  transg6nicas  de  la  progenie  Gl  presentan  un  color  de  ojos  mss  oscuro,  a  la

cual   se   llama   w+  (whj.le  p/us).   LQs   eventos   transgenicos   son   identificados   por   la

expresi6n  del  color  de  los  ojos,  cuyo  rango  va  desde  amarillo  palido  a  rojo  intenso,

dependiendo de la dosis del gen y del efecto de la posici6n en un fondo mutante wh/.fe-.

6.2.       Preparaci6n del DNA y microinyecci6n.

Las mezcla de PTHW-pl 15 y pHelper a inyectar fue las siguiente:  1,5 pg pTHW-

pl 15 con 0,7 pg  pHelper.  Se  llev6 a  un volumen final  de 90 pL con  H20,  se afiadieron

10 pL acetato de  sodio 3M  pH 5.2 y 250 pL etanol.  La mezcla se  incub6  a -20°C  O/N

para permitir la precipitaci6n del  DNA.  Se cen{rjfug6 a  13.670 x g  durante  15  minutos y

luego  se  resuspendi6  en  20  pL  de  tamp6n  de  inyecci6n  (PBS  10  mM  pH  7,8,  Kcl  5

mM). Se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Los parametros  utilizados  para obtener las  agujas de  microinyecci6n fueron  los

siguientes:  Fl=  351,  H=  345,  P=  55,  V=  90,  T/D=  80  y  P=  500  en  un  pu//er  (Sutter

Instruments Co.,  Modelo  P-97).

Se  colectaron  embriones  de  la  lfnea ys//ow wh/.fe  (yw)  cada  40  minutos  desde

placas de puesta (pulpa de manzana Watt's 280 mL/L,  Nipagin  1,5 g/L,  glucosa 25 g/L,

agar  22,5  g/L)  y  se  descorionaron  en  50%  hipoclorito  de  sodio  comercjal  diluido  en

47



agua.  El  tiempo  de  desecado  fue  de  5  minutos.  Se  cubrieron  con  aceite  Halocarbon

700  y se microinyectaron en la zona posterior con la mezcla de plasmidos.

Los  adultos  generados  a  partir  de  los  embriones  inyectados  se  cruzaron  de

forma independiente con  la cepa yw.  De  los  insectos en  los cuales ocurri6  la inserci6n

del  transgen  en  la  linea germinal,  se  obtuvo  la  progenie  w+ (de  ojos  rojos,  naranjos  o

amarillos dependiendo del lugar de inserci6n).  Estos se cruzaron  nuevamente de forma

independiente  con  yw para  ampliar  el  cromosoma  con  la  inserci6n,  y  luego  entre  si

para  hacerlos  homocigotos.  El  cromosoma  donde  se  insert6  el  transgen  se  mape6

usando machos de la linea w,. ///Cj/O,. MKf?S#M6b y estrategias gen6ticas estandar.

6.3.       Mapeocromos6mico.

La    inserci6n    del    transgen    medjante    transposici6n    puede    ocurrir    en    los

cromosomas  X,   11  6  Ill  de  la  mosca.   La  probabilidad  que  ocurra  una  inserci6n  en  el

cromosoma  lv  es  muy  baja  debjdo  a  su  pequefia  longitud.  Para diferenciar  entre  los

cromosomas X se realiz6 el cruce:

€.w+   x  9pr

Si   s6lo   las   hembras   nacidas   de   este   cruce   son   w+   (de   ojos   coloreados),

entonces   la   inserci6n   esta   en   el   cromosoma   X,   ya   que   las   hembras   reciben   el

cromosoma X del  padre.  Si  machos  y hembras  nacidas  del  cruce son  w+,  entbnces  la

inserci6n ocurri6 en  el  6romosoma  11 o  Ill.

Para   diferenciar   entre   estos   cromosomas   se    utiliz6   la   lf nea    w,.   /r/Cyo,.

MKf?S#M6b.  Esta  lfnea  porta  2  cromosomas  balanceadores:  Oyo  y  7"6b  y  2  con

mutaciones  domjnantes  /I y  MKf3S.  Un  cromosoma  balanceador  es  una  herramienta

gen6tica    usada    para    prevenir    la    recombinaci6n    gen6tica    (cross/.ng-oveA    entre

cromosomas     hom6logos    durante    la    meiosis.     Estos    cromosomas    tienen    tres

propiedades  importantes:  (1 )  suprimen  la  recombinaci6n  exitosa  con  sus  hom6logos,

(2)  portan  marcadores  dominantes  facilmente  visibles  y  (3)  afectan  negativamente  la

capacidad reproductiva cuando son portados como homocigotos (Greenspan, 2004).

En el esquema de la Figura 8 se muestran  los cruces  realizados para el mapeo

cromos6mico.   Del   primer  cruce  nacen  animales  de  cuatro  genotipos  diferentes   (no

mostrado)  y  se  deben  seleccionar  aquellos  que  porten  el  transgen   (indicado  por  el
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marcador    w+)    y   balanceadores    para    los    cromosomas    11    y    Ill    (Cyo   y    7"6b,

respectivamente).  Para simpljficar el  esquema no  se .muestra el  cromosoma X.  Dentro

de  la  gama  de  geno{ipos  que  se  obtiene  con  el  segundo  cruce  (no  mostrado),  si  el

transgen   esta   en   el   cromosoma   11,   se   encontrafan   adultos   homocigotos   para   el

transgen  (w+/ w+,  de ojos  rojos)  mas el  balanceador del  cromosoma  Ill  (7"6b)  y.sin el

balanceador  del  cromosoma   11   (Oyo).   Por  el   contrario,   si   la  inserci6n  ocurri6  en  el

cromosoma  Ill,  se  encontraran  adultos  homocigotos  para  el  transgen  (w+/  w+,  de  ojos

rojos) mas el balanceador del cromosoma 11  (Oyo) y sin el balanceador del cromosoma

Ill  ( 7M6b).

6.4.       Expresi6n  I.egulada  de  I/AS-HA ....p775 y  I/AS-p775/.  mediante  el  si§tema

UAS/Gal4.

Se  utiliz6 el sistema UAS/Gal4 (Brand y Perrimon,  1993)  para dirigir la sobre-expresi6n

/.n  vt.vo de  HAS-HA ....p775,  asf  como  de  la  inducci6n  del  F}NA  interferente  contra  pl 15

(UAS-p7 75/).  Este sistema adaptado de levadura consta de un   factor  de  transcripci6n

llamado    Gal4    que    induce    la    expresi6n    rio  abajo    del  promotor  UAS.  Gal4  no  se

parece a otras proteinas de Orosaph/./a y s6lo se une a la secuencia UAS, por lo que no

afecta   la   expresi6n   de   otros   genes.   La   eficacia   del   sistema   es   dependiente   de

temperatura,   siendo   baja  a   18°C,   media  a  25°C  y  maxima  a  29°C.   Este  sistema

tambien  permite  la expresi6n de forma tejido y tiempo especificos.  Es tejido-especifica

segtln  el  promotor/enhancer que  utiljcemos  para  expresar Gal4,  y/o  tiempo-especifica

si  utjlizamos  un  sistema termosensible  o  activable  por shock t6rmico.  En  esta tesis  se

utilizaron   principalmente   promotores/enhancer   de   compartimiento   posterior   del   ala

(engrailed-Gal4  y  hedgehog-Gal4),   lo  cual   permite  tener  al   compartimiento  anterior

como control.
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Flgura 5. Anatoml'a del ala adulta de Drosoph//a me/anogasler.

Se  indican  las  cinco  venas  longitudinales  formadas  en  una  posici6n  precisa  a  lo  largo
del  eje  A-P  (numeradas  de  Ll  a  LV)  y las  dos  venas  transversales,  una  anterior  (acv,  anler/.or
a/ass  vei.n)  y una  posterior (pcv,  posfen.or a/ass  ve/.n).  En  letras verdes  se indican  los  sectores
presentes en el ala.  En  verde se encuentra indicada la zona considerada como compartimiento
posterior y el  rectangulo rojo corresponde al area en donde se cont6 el  ndmero de c6lulas para
calcular la densidad celular (sector D).
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Figura 6. Sl8tema de transformaci6n binario.

El  plasmido  pHelper  porta  la  transposasa  y  el  plasmido  PUAS-T  porta  el  transpos6n
(con  repeticiones  5'  y 3'),  el  marcador  dominante  y  el  transgen.  Luego  de  la  transposici6n  el
marcador y el transgen quedan insertos en un cromosoma.
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FIgura 7. Esquema representativo de la transg6nesls en D. mefanogasfer.

Los  parentales  son  )M/  (wh/.te-Awl/.te-/.   Los  embriones  de  la  generaci6n  GO  son  co-
inyectados  en  estado  sincicial,  antes  de  la  celularizaci6n,  con  una  mezcla  de  dos  plasmidos:
uno  que   porta  el   transgen  y  el  gen   wf}i're+  (representado   en   rojo)   y  otro   que  contiene   la
transposasa  y  que  no  puede  integrarse  en  el  genoma.  Dentro  de  la  generaci6n  G0  adulta  se
encontrafan inserciones exitosas que daran origen a adultos de ojos rojos (transformantes) en la
siguiente generaci6n,  G1. Tomado de Spradling y Pubin,1982.
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RESULTADOS

1.    ESTABLECER LOS EFECTOS DE LA FALTA DE FUNCI0N  DE pll5 SOBF}E LA

PROLIFERAC16N CELULAR Y LA TF}ANSIC16N G2/M.

1.1.       Evaluaci6n  de las  herramientas para la p6rdida y ganancia de funci6n de

pll5.

Para  establecer en  que procesos  celulares seria necesario  pl 15,  se  u{iliz6  una

estrategia de  p6rdida y ganancia  de  funci6n.  Para generar  la  condici6n  de  perdida de

funci6n  se  utilizaron  cepas  de  moscas  a  las  cuales  se  les  insert6  en  su  genoma,

secuencias  de  DNA  con  estructura de  invertidos  repetidos  separados  por un  intr6n.  AI

ser   transcritas,    estas   construcciones   generan    F}NAs   doble    hebra    (dsF}NA)    con

estructura  de  horquilla  contra  un  mensajero  especffico.  Estos  dspNAs  inducen  en  las

c6lulas el fen6meno de PNA de interferencia en  el cual se  utiliza parte de la maquinaria

de   procesamiento   de   los   micro-F}NA   produciendo   la   reducci6n   de   los   niveles   del

transcrito  blanco  y  como  consecuencia,  de  la  proteina.   Debido  a  que  las  horquillas

producidas  tienen  un  largo  de  aproximadamente  400  nucle6tidos  y  el  fen6meno  de

interferencia    se    produce    con   trozos   de   22    nucle6tidos,    hay   que   confjrmar   la

especificidad  (reducci6n especifica del transcrito se[eccjonado) y la eficacia (referente a

cuanto reduce del transcrito) de estas cepas para el transcrito seleccionado.

Para   producir   la   condici6n   de   ganancia   de   funci6n   se   gener6   una   cepa

transg6ni6a  con  una  construcci6n  del  CDNA  de  pl 15  fusionado  con  un  epitopo  de  la

hemaglutjnina  (HA)  en  N-terminal.  Esta  proteina  de  fusi6n  se  utiliz6  por  un  lado  para

confirmar la especificidad del dsBNA y por otra  parte  para ver si  la sobreexpresi6n  de

pl 15 tenia efectos sobre los tejidos en desarrollo.

11.i.1.   Eficacia y especificidad de los RNA interferentes contra pll5.

Para esta tesis se pjdieron dos cepas que permiten  expresar BNA interferentes

(FINAs  de  doble  hebra,  dsF{NA)  distintos  que  §e  encuentran  disponibles  en  el Jy/.ema

Qrosaphj./a  ErvAt. £er}ter  /Vof]O.  El  primero  de  ellos  corresponde  a  la  libreria  GD:

p||5iGD   (Diezl   y  col.,   2007,   descrito   en   el  Anexo   1)   (400   nucle6tidos  con   posibles

blancos inespecificos, definido como  19 nucle6tidos seguidos)  y el segundo a la libreria

KK:    pll5iKK    (la    cual    fue    disefiada    posterjormente    para    no    presentar    blancos
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jnespecfficos).    Los    interferentes   de    ambas    librerias    presentan    secuencias    UAS

(!psfream  4ofivaf/.or}  Sequences)   que   permiten   dirigir  su   expresi6n   utilizando     el

sistema  Gal4/UAS   (Brand   y   Perrimon,   1993).  En la Figura 9 se muestra la estructura

del locus pl 15 y la localizaci6n de los dsBNAs dentro de este.

1.1.2.    Fenotipos del interferente UAS-p| |5iKK.

Este  produce  una disminuci6n  del tamafio  del  tejido  y  aumento  de  la  densidad

celular  al  ser  expresado  mediante  el  controlador  gagra/./ec/-Gal4  (er}-Ga/4)  (comparar

en>  contra  en>p„5rK)   (Figura  10A).   El  controlador  engra/./ed-Ga/4  se  expresa  de

forma  temprana  y  continua  en  el  compartimiento  posterior,  con  una  banda  de  mayor

expresi6n  justo  anterior  al  limite  antero-posterior  (A-P)  durante  el  desarrollo  larvario

tardio  (BIair,1993).

Dentro  de  los  fenotipos  producidos  por  este  interferente  tambien  se  evaluaron

los   parametros   de   eficacia   a  trav6s   de   PT-PCPl   semicuantitativo,   expresando   el

interferente  ubicuamente  en  la  larva  (daughter/ess-Ga/4,  da-Ga/4)  y  comparando  los

niveles  de  transcrito  de  p7 75 con  larvas  controles,  encontrandose  que  estos  estaban

reducidos    en    la    condici6n   de    expresi6n    de    pll5iKK    (Fjgura    10A)    en    un    50%

(de{erminado a traves de densitometria con  lmageJ).  Con  este mismo fin se determin6

el   nivel  de   sobre-expresi6n  de   la  construcci6n   HA ....p775  de  forma   individual  o   en

combinaci6n  con  el  interferente,  a traves  de  inmunofluorescencia en  el  disco  imaginal

de ala expresando esta construcci6n en el compartimiento posterior del ala usando  en-

Ga/4.  Al  co-expresar  el  interferente  con  HA::pll5  podemos  ver  una  reducci6n  de  los

niveles de serial HA en el disco, indicandonos que el interferente es capaz de disminuir

los  niveles  de  la  proteina  de  fusi6n  pll5,  a  trav6s  de  un  efecto  sobre  el  ntlmero  de

transcritos (Figura loo).

Por otra parte,  la especificidad del fenotipo fue ensayada mediante la estrategia

gen6tica  anteriormente  descrita,  en  este  caso  la  expresi6n  del  BNA  interferente  se

combin6 en frans con un alelo mutante del 5'UTB de pl 15 (inserci6n de un elemento P,

de tipo promoter-trap con  P-galactosidasa  (w67C23 FJ(/acw} p7 75GcO°6/FM7c))  o  con  una

deficiencia  del  locus  pll5  (Df/7/cf7b7/B/.nsn).  En  ambos  casos  existi6  un  incremento

del  fenotipo  de  reducci6n  de[  tamaFio  del  ala.  Ademas,  ]a  co-expresi6n  del  interferente

con la construcci6n  HA ....p7 75 fue suficiente para revertir el fenotipo de ala (Figura 11 ).
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Flgura 9.  Estructura del locus pll5 y l]NAs doble hebra utilizados en esta tesls.

En este esquema se muestra la organizaci6n del gen  pl 15,  el cual esfa localizado en el
cromosoma  X   en   la   posici6n   cito16gica  7C2.   Los   ntlmeros  corresponden   a  la   localizaci6n
molecular dentro del genoma de Orosoph/./a. Ademas se indica la localizaci6n de los blancos de
ambos PNA de doble hebra utilizados durante el desarrollo de esta tesis. Ademas se muestra la

fg{'j::C;6anrae,na:'ro5t:i::Rp.%:,:&oa::d':s:n;3if:°cn#pdTeTjEfco;n£::¥:;;I:Puts:z°ap::gop::agreena,fzua:
el esquema provienen de Flybase (http:/fflybase.org/reports/FBgn0040087.html).
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La  construcci6n  de  ganancia  de  funci6n  HA::pll5  es  capaz  de  rescatar  los

efectos  observados  respecto  al  tamaFio  del  tejido  y  a  la  densidad  celular  (Figura  11).

Esto   sugiere   que   los   fenotipos   observados   de   reducci6n   del   tamafio   del   tejido   y

aumento en la densidad celular son causados especfficamente por la disminuci6n de la

funci6n del gen pl 15.

Los analisis geneticos y moleculares descritos arriba nos permitieron establecer

que  los  fenotipos  observados  por  expresi6n  del  dspNA:  UAS-p775rK,  a  diferencia de

los     producidos    por    UAS-p775/€D    (ANEXO1),     son    generados    y    corresponden

especificamente  a  la  disminuci6n  de  los  niveles  de  pll5.   Esta  cepa  se  utiliz6  para

determinar los fenotipos celulares y en  el tejido producidos por reducciones en  pl 15,  e

identmcar los procesos celulares y del de§arrollo en que pl 15 particjparia.

1.2.       Descripci6n de la localizaci6n subcelular de pll5.

Aprovechando  de  que  generamos  una  construccj6n  de  ganancia  de  funci6n

(HA::pl 15),  la  que  permite  expresar  una  proteina  de  fusi6n  que  podemos  detectar  a

trav6s del epitopo  HA,  determinamos si la localizaci6n subcelular de pl 15 coincide con

la descrita anteriormente en  el aparato de Golgi  (Kondylis y F3abouille,  2003).  Para esto

realizamos  inmunofluorescencias  en  distintos tejidos junto  a  los  marcadores  de  matriz

de  Golgi:  GM130  (ot.s-Golgi)  y Grasp65-GFP;  ambas  golginas  de  la  misma familia  que

pl 1 5.

Nuestros  resultados  indican  que,  al  igual  que  en  mamiferos,  pl 15  se  localiza

principalmente   en   el   aparato   de   Golgi   co-distribuyendo   con   los   otros   marcadores

analizados.    No    pudimos   analizar   su    co-distribuci6n    con    el    marcador   de   sitios

transicionales   del    F]E   por   no   disponer   de   un   anticuerpo   contra   Sec23    u   otro

componente del coat6mero (Copll) (Figura 12).

1.3.       Fenotipocelulardepll5.

El   fenotipo   celular  descrito   para   el   knockdown  de   pll5   en   c6lulas   S2   de

Drosaphi./a,  aparte  de  la  fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi,  es  una  desorganizaci6n

de  los  sitios  transicionales del  reticulo  (tEF})  (Kondylis y  F3abouille,  2003).  Desde  estos

sitios  salen  las  protefnas  cargo  desde  el  reticulo  endoplasmatico  hacia  el  aparato  de

Golgi  (Orci y col.,1991 ).  Para ver si estos fenotipos tambi6n se producen  con el dsFINA
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utilizado   por  nosotros,   se   plante6   utilizar  como   el   modelo   celular  a   los   hemocitos

embrionarios,   los   cuale§   son   c6lulas   similares   a   los   macr6fagos   presentes   en   la

hemolinfa de embriones y larvas.

Para  dirigir  la  expresi6n  de  dspNA  pll5iKK  en  los  hemocitos  y  colateralmente

en  cuerpo  graso  se   u{iliz6   el  controlador  Cg25C-Gal4,   que   recapitula  el  patr6n   de

expresi6n del colageno tipo IV (Cg-Ga/4) presente en ambos tipos celulares.

Sobre    estos    hemocitos    (Cg>p775rK)    se    realizaron    inmunofluorescencias

usando un  anticuerpo contra  KDEL (marcador de  EP) y GM130  (proteina de  matriz de

Golgi),  observandose fragmentaci6n del  EPl similar a lo descrjto en c6lulas S2  (Kondylis

y  Plabouille,  2003).  Esto  podria  se  consecuencia  de  la  desorganizaci6n  de  los  sitios

transicionales del  EP  (Figura  13).  Idealmente,  para  poder concluir esto  seria necesario

realizar inmunofluorescencias contra alguno de  los componentes del coat6mero  Copll

(por ejemplo, Sec23).

En  estos  experimentos,  observamos  que  los  hemocitos  no  parecen  tener  el

aparato de Golgi fragmentado  bajo  las condiciones de depleci6n de  pl 15,  lo  cual  si es

posible    de    observar    en     las    celulas    S2     con    este     m6todo,     a    trav6s    de

inmunofluorescencias  con   un  anticuerpo  contra  la  protefna  de   120  kDa  (Kondylis  y

Pabouille,    2003)).    Esto    podrfa   ser    una    consecuencia   de    poca    eficacia    en    el

silenciamiento que  hace que e[ fenotipo s6Io se  manifieste en  la estructura del  reticulo

endoplasmatico  o  que  debido  a  que  estas  c6lulas  son  incapaces  de  proliferar  (son

c6lulas  terminalmente  diferenciadas,   Evans  y  col.,   2003)   no  sea  visible  e[  fenotipo

descrito  (Figura  13).

1.4.      Fenotipos del interferente contra pll5 en diferentes tejidos de DrosapA//a

durante el desarrollo.

En  Drosaph/./a  existen  dos  tipos  de  tejidos  con  caracteristicas  de  crecimiento

especificas:   el  tejido   larvario  e   imagina[.   E[  tejido   larvario  crece   principalmente   por

endorreplicaci6n   del   DNA   (mecanismos   revisados   en    Lee   y   Orr-Weaver,   2003),

mjentras que  los discos  imaginales,  precursores de  las estructuras  del  adulto,  como el

ojo, el ala y del exoesqueleto en general, se desarro[lan desde primordios embrionarios

compuestos  por  alrededor  de  15  a  40  c6lulas  y  que  tipicamente  experimentan   un
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incremento   de   1000   veces   en   el   ntlmero  de   c6lulas   durante   el   desarrollo   larvario

mediante proliferaci6n  (Bryant,1984).

Al  escrutar  los  niveles  de  expresi6n  de  pl 15  en  las  bases  de  datos  (FlyBase),

observamos,  en  consistencia  con  una  funci6n  de  pl 15  en  secreci6n,  que  lo§  niveles

mas  altos  de  expresi6n  de  este  gen  durante  los  estadios  larvarios  se  alcanzan  en

glandulas salivales  larvarias,  tejido  netamente secretor.  Nosotros fuimos  incapaces de

observar   algtln   fenotipo   en   estos   tejidos,   sugiriendo   que   pll5   en   Drosaph/./a   no

participaria de este proceso  (Figura  14 A,  D).

Por otra parte,  cuando  la expresi6n del  PNA  interferente contra pll5 se realiza

de   forma   ubicua,   a   trav6s   del   controlador   daughfer/ess-Gal4  a 25°C,  Ias  moscas

s6Io  alcanzan  el  estadio  larva  11,  siendo  incapaces  de  pupar.  Si  se  reduce  la eficiencia

del sistema de expresi6n,  creciendo los animales a 22°C,  estos alcanzan  a pupar pero

no consiguen  llegar a la adultez.  Esto  indlca que pl 15  es esencial durante el  desarrollo

de  Drosophila.

Para saber si los fenotipos de disminuci6n del tamafio del tejido observados en

el   ala   se   presentaban   ademas   en   otros   6rganos   de   Drosaph/./a,   se   realjz6   un

experimento de  ///.p-our utilizando  una flipasa que  solo  se  expresa  en  los  progenitores

de  la  capsula  cefalica  (Ey>FLP;  UAS-CD8::GFP/UAS-pl 15i;  Act<CD2<Gal4/+),  lo  que

produce  la  expresi6n  de  Gal4  solamente  en  este  tejido.  No  se  obtuvieron  individuos

adultos  con  el  genotipo,  apropiado  lo  que  indica  que  la  reducci6n  de  los  niveles  de

pl 15 provocan letalidad.

Otro  analisis  realizado  fue  observar  en  individuos  adultos,  si  la  expresj6n  del

interferente   en   celulas   ya   diferenciadas   a  fotorreceptores   (Gmr-Ga/4)   ten fa   algdn

fenotipo respecto al  namero de c6lulas o secreci6n de algdn pigmento (Shoup,  1966; Li

y  col.,  2007)   (Figura   14  8,   E).  Al  expresar  el  interferente  bajo  este  controlador  no

observamos  ningdn  fenotipo,  indicando  que  las  celulas  una  vez  ya  diferenciadas  (no

proljferatjvas)  no  sufren  alteraciones  que  se  manifiesten  en  cambios  fenotipicos  del

tejido. Ademas probamos orto tejido proliferativo,  para lo cual expresamos el dsFINA en

el  notum,   la  parte  del  disco  imaginal  que  va  a  dar  orjgen  al  t6rax,   observandose

defectos   en   el   cierre   dorsal   de   este,   confirmando   los   defectos   en   proliferaci6n

observados en las alas adultas (Figura 14 C, F).
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Figura 10.   Eficacia de silenciamiento del segundo RNA doble hebra quAS-pll5]KK) sobre
los niveles de pl 1 5.

RET-#7#+Ta=!:::|#AqueirTRE+,##+###na*de:::::::::::o&?iyi:,#,.
"+,. da-Ga/4/+).  Se  utilie6  para  el  control  de carga  de  CDNA,  un  PIT-PCPl  semicuantitativo con
ppartidores  contra  actima  y  como  control  negati\ro  del  FIT-PCPl,  el  PINA  utllizado  para  haoer  el
CDNA  como  templado,  descarfandose  la  presencia  de  DNA  gen6mico  en  las  muestras.  (8)
Inmunoblot  usando  el  antiouerpo  contra  hemaglutinina  quA),  el  cual  reconoce  e§pecificamente
uuna proteina de loo kDa al sobreexpresar HA..p7 75 en toda la larva (da>HA..rot 75.. y wthr,. UAS-
HA..p7 75/+,.  de-Ga/4/+/,  EI  control  corresponde  al  mismo  genotipo  de  larvas  utilizadas  oomo
control  en  el  PT-PCPl:  y  w/w,.  "+,.  da-Gal4/+.  (C)  lnmunofluorescencia  contra  la  etiqueta  HA

3:#i::i:i:::i:*T,.palll5=:3::::3:#di#ulTE:mi%,es?::::::::L#nad£::;;:i::::#

E#;eL£##5,f£5####i,y,:;=#£#,wutw###%g
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F]gura  11.     Fenotlpos  del  FtNA  interferente  pll5iKK,  de  este  en  combinaci6n  con  los
alelos   y   deficiencias   disponibles   en   transheterocigosis,   y   en   el   rescate   con   la
construcc!6n HA::pl 15.

(A)   Fenotipos  observados  en  el  compartimiento  posterior  de  alas  provenientes  de  hembras
adultas de  los genotipos  indicados.  Observamos que  la expresi6n del  interferente  L/AS-pJ 75rK
e§  capaz  de  reducir  el  tamafio  del  tejido  y  que  esto  se  incrementa  cuando  se  expresa  el
interferente  en  presencia  del  alelo  insercional  en  la  regi6n  5'  UTPl  de  pl 15  a  la deficiencia  del
locus de  pl 15.  Este defecto se  revierte al co-expr?a.ar el  interferente y la construcci6n  HA::pl 15.

g#cXW#{,aecntSarop't.,.Sose£3#]J=Eaayra.uwks%-,%#4K#+AS.-P':#{-en%S:?Ela::

%#,ti3#;H%:-DG,a,'54.'UyAS=%;'5e:8a,;,u3Esg£:iR:k§ai:a_HWA#£„e5;-8Ba!4/cUuAas#th€:cP,::5d:,
tamafio   del   oompartimiento   posterior   normalizada   respecto   al   tamafio   del   compartimiento
pposterior  del  control  (gQ2)  para  todos  los  genotipos  presentes  en  (A).  (C)  Densidad  celular.
Cada c6luLa del  ala difei.encia  un  tlnico tricoma  (pelo),  asi  contando el  namero de  estos en  un
area  determinada  tindicado  con  un  rectangulo  rojo  en  el  sector  D)  podemos  establecer  la
densidad  celular  y  obtener  una  idea  del  tamafio  celular.  Podemos  observar  que  le  densidad

fiik#ar;:£::#R#+a:;::i;::::T£T#i%#grae;'esdeLjrgrp#5REig
(D)  Cuantificaci6n  de  la  densidad  celular.  (n=20)  El  analisis  estadistico  se  realizo  a  trav6s  de
ANOVA de una via (*p<0,05; "p>0,01 ; "p>0,001 ).
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F]gura   12.   Co-distrjbuci6n   de  pll5   con  aparato  de  Golgl   en   diferentes  tejldos  de
Drosophlla.

(A,   A',   A")    Inmunofluorescencia   contra   HA,   GM130   (marcador   de   a/.s-Golgi)   y   Topro   en
hemocitos que  sobreexpresan  HA::pl 15  (GenotiDo:  y wtw,. Cg-Ga/4WAS-HA ....p7 79.  (8,  8',  8")
Misma  inmunofluorescencia  en  glandula  salival  (GenotiDo:  y  w;  sa/P-Ga/4WAS-HA ....p7 75).  (C,
C' C")  lnmunofluorescencia contra HA en discos imaginales de ala que sobreexpresan Grasp65-
GFP   (GenotiDo:  y  MAi/,.  sa/-Ga/4,   UIAS-Grasp65...'GFf'JIHA ....p7 75).     La  co-distribuci6n   es  casi
completa   en   hemocitos   y  glandulas   salivales,   siendo   parcial   (78%   calculado   a   trav6s   de
correlaci6n de  Pearson) en discos imaginales.  Barra:  (A, A',  A")= 5 vm,  (8,  8',  a")=  15 vm,  (C,
C',  C„)=  15 „m.
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Figure  13.  Fenotlpos  de  la  deplecl6n  de  pll5  en  hemocitos  provenientes  de  larvae  de
Drosophila.

(A,  A',  A")  lnmunofluorescencia  contra  KDEL  (marcador  de  reticulo  endoplasmatico)  y  GM130
(marcador de  c/.s-Golgi)  y Topro  (nacleos)  en  hemocjtos controles  (Control:  Og-ga/4/+).  (8,  8',
8")   Misma   inmunofluorescencia   en   hemocitos   deficientes   para   pl 15   (pZ|££i.  Cg-ga/4WAS-
pJ75/).   Podemos  observar  un  cambio  en   la  apariencia  del   reticulo   endoplasmatjco   (mayor
fragmentaci6n),  pero no en el aparato de Golgi, el cual se ve muy similar en ambas condiciones.
Barra= 5 4m
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Figure 14.  Fenotipos observados en distlntos tejldos causados por la depleci6n de pl 15
a tra\/6s de Rl\lA interferente.

(A)-(E)  lnmunofluorescencia  de  glandula  salival  con  anticuerpos  contra  GM130  (marcador  de
cis€olgD,  faloidima  (Ph,  citoesqueleto  de  actima)  y Topro  (ntlcleos).  Genotipos  de  (A)  Control:
nub-Gal4NAS-dcr;  +/+.  (I)  638edcr,  pl 15i:  nub-Gal4/UAS-dcr;  UAS-pl 15W+  . Se observa que
la depleci6n  de  pl 15  ro tiene  efectos sobre  la forrnaci6n del  lumen  de  las glandula§  salivales.

(BHF)  La  depleci6n  en  de  pl 15  en  los  fotoreceptores  de  rnoscas  hembras  adultas  ro  causa
ningtin fenotipe visible, sugiriendo que las c6lulas ya diferencladas ro son sensibles a la falta de
funci6n  de  pl 15.  Genotipos  de  G)  Control:  Gin/LGa/4^/IAS-der;  /+.  (F)  GmDder.  o7 75/..  Gmr-
Ga/4rt/AS-der;  UASp7 75A/+.  (CHF)  La  depleci6n  en  el  notum  (t6rax)  produce  defectos  en  el
ccterre   dorsal   de   los   tejidos   de   6ste,   mostrando  que   pll5   es   requerido   en   otros  teiidos
proliferativos,  ro solamente en el ala. Genotipos de (C) Control:  UAsrdor/+,. rfuJ+,. Pr)r-Ga/4/+.  (F)
Pnr>dcr. pl 15i:   UAS-dcr/+; UAS-pl 15i/+; Pnr-Gal4/+. Barra= (A, D)-. so |im
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1.5. La depleci6n de pll5 produce defectos en proliferaci6n.

Existen  varias  posibilidades  para  explicar como  el  tamaFio  del  ala  adulta  puede

disminuir en  Drosaphi./a,  pudiendo ser una o  mas de estas opciones  las que  expliquen

el fen6meno observado en la condici6n de reducci6n de pl 15.

(1)  disminuci6n  del  tamafio  celular  (c6lulas  mss  pequeFias  -mayor  densidad

celular)

(2)  disminuci6n  del  ndmero  de  celulas  en  el  tejido  debido  a  un  enlentecimiento

de la proliferaci6n o por un aumento de la muerte celular.

Para     poder    discriminar    entre     estas    opciones,     nuestro     laboratorio     ha

implementado  una  variedad  de  herramientas:  a  trav6s  de  imagenes  y  citometrfa  de

flujo.

Como  ya  se   mencion6,   al   expresar  el   F}NA   interferente   contra   pll5   en   el

compartimiento  posterior  (er}>UAS-p7 75i)  se  produce  una disminuci6n  significativa  del

tamafio  del  tejido  correspondiente  al  28±5,9°/o.  Por  otra  parte,  al  estimar  la  densidad

celular a traves del  conteo de tricomas  (pelos), siendo cada tricoma producido por una

c6lula,  en  un  area  determinada  en  el  ala  adulta,  observamos  que  la  densidad  celular

aumenta  solo  un   16±9,2°/o   (Figura   11).   En   consecuencia,   la  reducci6n  del  tamafio

celular  par  si  sola  no  es  suficiente  para  explicar  la  reducci6n  de[  tamafio  del  tejido,

existiendo   un   diferencial   negativo   en   el    ndmero   total   de   c6lulas,    posiblemente

dependiente de mayor muerte celular y/o enlentecimiento de la proliferaci6n celular.

Este razonamiento nos llev6 a postular que la protefna pl 15  posee un  papel en

la proliferaci6n y/o sobrevida celular en Drosaph/./a.

1.5.1.   Efectos  sobl.e  el  ciclo  celular  del   interfel.ente  contra  pll5  durante  el

desarrollo del ala de Drosoph/./a.

Debido  a  que  los  fenotipos  observados  en  el  ala  adulta  de  Drosaph/./a son  un

ref lejo de los fen6menos ocurridos durante el desarrollo de esta, decidimos analizar los

discos  imaginales  de  ala,  los  cuales  dan  origen  al  notum  (t6rax)  y al  ala de  la  mosca

adulta  (Garcia-Bellido  y  col„  1973).  Aqui  evaluamos  si  al  reducir  los  nive[es  de  pll5

ocurria alguna modificaci6n en  los pafametros de proliferaci6n y/o muerte celular,  para

ello analizamos:
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(1)  La  replicaci6n  del  DNA  a  traves  de  la  incorporaci6n  de  bromodeoxiuridina

(Brdu).

(2)  Las c6lulas en  mitosis a trav6s de inmunofluorescencia con fosfohistona H3

(marcador de la condensaci6n del  DNA).

(3)  La   muerte   celular   a   traves   de   inmunofluorescencias   contra   caspasa   3

clivada  (activaci6n  de  las  caspasas  efectoras)  y a  trav6s  de  la  reacci6n  de

TUNEL (fragmentaci6n del  DNA).

Finalmente  utilizamos  citometria  de  flujo  utilizando  una  tinci6n  estequiometrica

para   DNA   (DPAQ5),   con   6sta   aproximaci6n   podemos   determinar  dos   parametros

relevantes:  el  tamafio  celular  a trav6s  del  parametro  de  forward sLca#er/.ng (FSC)  y  el

perfil de ciclo celular a trav6s del contenido de DNA de las c6Iulas.

Todos estos experimentos los realizamos usando el controlador hedgehog€al4

(M-Ga/4),  el  cual  al  igual  que  er]-Ga/4,  Produce  la  expresi6n  de  la  proteina Gal4  solo

en el compartimiento posterior de los discos imaginales.  Este controlador se encuentra

recombinado con  UAS-GFP,  lo que permite que  la zona donde se  realiza la expresi6n

de  Gal4 y el  interferente quede marcada ademas con GFP.  EI  compartimiento  anterior

sirve como  control de  la proliferaci6n y sobrevida de un disco con  niveles normales de

pl 15  (Neufeld  y col.,  1998).

Al  analizar discos  M>p7 75j. y  realizar  inmunofluorescencias  contra fosfohistona

H3,  marcador  de  mitosis  (Hendzel  y  col.,1997;  Goto  y  col.,1999),  encontramos  un

aumento en  el  ndmero de  mitosis en  la zona en  la cual se  expresa el  RNA interferente

(4oo/o±2,3o/o).  Ademas  podemos  observar  que  los  njveles  de  Wg  son  similares  en  el

limite dorso-ventral entre los limites antero-posterior,  sugiriendo que la secreci6n de Wg

no estaria relacionada con  la reducci6n del tamafio del tejido deficiente en pl 15  (Figura

5A).

A   trav6s   de   la   incorporaci6n   de   bromodeoxiuridina,    encontramos   que   el

porcentaje de  celulas  en  fase  S  aumenta  en  la zona donde  se  expresa el  interferente

(GFP   positiva),   observandose   replicaci6n   del   DNA   en   la   zona   de   no-proliferaci6n

celular  (ZNC).   Esta  es  una  zona  donde  normalmente  no  exis{e  replicaci6n  del  DNA

debido  a que  sus  c6lulas  se  encuentran  arrestadas  en  Gl  o  G2  en  el  compartimiento
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anterior y en Gl  en el compartimiento posterior (Johnston  y Edgar,1998)  (Figura  15 C y

C').

Plespecto  a  la  muerte  celular,  se  observan  c6lulas  positivas  para  caspasa  3

activada   repartidas   en   todo   el   compartimiento   posterior   del   disco   al   expresar   el

interferente  contra  pll5.  Este  fen6meno  no  se  observa  en  condiciones  normales  del

desarrollo del disco de ala (Milan y col.,1997)  (Figura 15  E y E').

Tomando en  considerando  los parametros y resultados antes descritos,  existen

varias  posibilidades que  los  explican  en  su  conjunto:  1)  las celulas  se  acumulan  en  los

estadios  S  y G2/M  del  ciclo  celular,  realizando  un  paso  mas  lento  por  6stos  antes  de

dMdirse.  Esto  induciria  muerte celular en  algunas de las  c6lulas,  2)  las  celulas  mueran

indistintamente  del  estadio  de ciclo  celular y por  este  hecho  se  produzca  proliferaci6n

compensatoria que se refleja en mayor ntlmero de mitosis y mayor replicaci6n del DNA

(Haynie y Bryant,1977; James y Bryant,1981 ;  Milan y col.,1997).

Previamente  ha  sido  descrito  en  c6lulas  de  mamifero  que  el   bloqueo  de  la

fragmentaci6n del aparato de Golgi hace que las c6Iulas no sean capaces de progresar

en  mitosis  (indicado,  al  igual  que  nuestros  resultado  de  acumulaci6n  fosfohistona  3

fosforilada)  y esto gatjHaria la muerte celular (Sutterlin y col.,  2002).  En  nuestro caso,  al

depletar   de   pll5   estariamos   provocando   el   fen6meno   opuesto,   que   las   c6lulas

tuviesen  su  aparato  de  Golgi  permanentemente  fragmentado  (Kondylis  y  col.,  2001).

Esto introdujo la pregunta si las c6lulas se estaban muriendo antes o durante la mitosis;

para     resolver     este     punto     se     realizaron     tinciones     dobles     de     TUNEL     y

jnmunofluorescencia  contra  PHS.  Observamos  que  el  porcentaje  de  c6lulas  positivas

para TUNEL y PH3  era muy bajo  (aproximadamente  1  a 2 c6lulas por disco  analizado

(n=4)),  lo que sugiere que  las celulas mueren  en  otros estadios del  6iclo celular (Figura

15 G,  G').

Para   djstinguir   que   estaba   ocurriendo    con    las   c6lulas   que    expresan    el

interferente contra pl 15 respecto a su contenido de DNA realizamos el analisis de 6ste

utilizando   citometria   de   flujo.   Para   esto   las   celulas   de  los  discos  (hh>gal.4,  UAS-

GFP)    fueron    disociadas    con   tripsina   y    marcadas    con    una   tinci6n    para    DNA,

distinguiendo las celulas control de las depletadas de pl 15, a traves de la fluorescencia

del GFP:  GFP(+),  c6lulas depletadas de pl 15 y GFP(-),  c6Iulas control.  Observamos a
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trav6s del  parametro de  FSC,  que  el tamafio  celular no  varia entre  c6lulas  controles y

experimentales  (Figura  15D),  sugiriendo  que  el  cambio  en  este  parametro  observado

en  las  alas  adultas se  produce posteriormente  en  el desarrollo  y que diferencias  en  el

tamafio celular no son las causantes de los fenotipos observados.

Al  analizar los  perfiles de ciclo celular observamos que existe  una poblaci6n de

c6lulas   sub-G1,   aneuploides,   correspondiente   posiblemente   a   celulas   apopt6ticas

(Chen y col.,  2007),  una disminuci6n del porcentaje de c6lulas en Gl  y un  aumento de

c6lulas  en  G2,  ademas  destaca  la  existencia  de  un  grupo  de  c6lulas  supra-G2  que

posiblemente corresponden a endorreplicaciones del DNA  (Figura 15E).

1.5.2.   Fenotipos de la ganancia de funci6n de pll5 durante el desarrollo del ala

de Drosophila.

A  pesar de  no  manifestar  un  fenotipo  macrosc6pico  evjdente,  analizamos  si  la

sobreexpresi6n de HA::pl 15 tenia algtln efecto en proliferaci6n y/o muerte celular.

EI  analisis  a  trav6s  de  inmunofluorescencja§  y  citometria  de  flujo  arroj6  que  la

sobreexpresi6n  de   pl 15   no   producia  ningdn  fenotipo  detectable.   Esto   nos  permite

pensar  que  pl 15  no  tiene  una funci6n  instructiva  sobre  el  ciclo  celular,  sino  mas  bjen

una funci6n permisiva sobre otros componentes de 6ste (Figura 16).

1.5.3.   Fenotipos de la co-expresi6n  del interferente de pll5 con el  inhibidor de

apoptosis p35.

Para  descartar que  fuese  la  muerte  celular  la  responsable  de  la  reducci6n  del

tejido  y  ademas que  los  efectos  de  la depleci6n  de  pl 15  sabre  el  ciclo  celular fuesen

consecuencia  de  proliferaci6n  compensatoria  provocada  por  la  muerte  celular  en  el

tejido,  co-expresamos  junto  con  el  interferente  de  pll5  un  inhibidor  de  la  apoptosis

mediada por las caspasas efectoras  (DrlcE),  la protefna de baculovirus p35 (Lannan y

col.,  2007;  Hay  y  col.,1994).  Bloquear  la  apoptosis  no  es  suficiente  para  rescatar  la

reducci6n del tamafio del ala,  sugiriendo que el fenotipo observado  en  condiciones de

expresi6n  del  BNA  interferente  no  se  debe  a  la  inducci6n  de  muerte  celular,  por  el

contrario el bloqueo de la muerte celular exacerba los fenotipos observados, ya sea en

tanto densidad celular o tamafio del tejido (Figura 17).
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En  este  caso,  a traves  de  jnmunofluorescencias  contra  PHS  se  revel6  que  las

celulas   en    mitosis   aumentan   en   el   compartimiento   donde   se   expresa   el    BNA

interferente  y  p35,  de  forma  similar a  lo  observado  en  la  condici6n  de  la  expresi6n  del

FINA  interferente  por  si  solo  (Figura  18A,  A').   Del  mismo  modo,  Ia  incorporaci6n  de

bromodeoxiuridina  revel6  la presencia de  una  mayor cantidad  de c6lulas  replicando  el

DNA,  siendo  esto  analogo  a  lo  producido  por  la  expresi6n  individual  de  pll5i  (Figura

15).  Finalmente,  al analizar la muerte celular vemos que p35  efectivamente bloquea la

muerte celular en el tejido.

La expresi6n  de  la  proteina p35  genera  una condici6n  de .`celulas  no-muertas"

/"undead" ce//s),  que son  incapaces de proliferar pero que son  capaces de generar un

aumento  de   los   niveles   en  factores  de   crecimiento,   por  ejemplo   w/.ng/ess,   el   cual

promueve  la  proliferaci6n  de  las  c6lulas  circundantes  (Huh  y col.,  2004;  Perez-Garijo y

col.,   2004;   Ryoo   y  col.,   2004).   No   fuimos   capaces   de  detectar   un   incremento   de

w/.ng/ess fuera de su patr6n normal de expresi6n  (limite dorsawentral y la zona que va

a dar origen  a la bisagra del ala)  (Figura 18A).

Al   analizar   los   efectos   sobre   ciclo   celular   a   trav6s   de   citometria   de   flujo,

observamos  que  las  c6lulas  p775/.+p35  alcanzan  un  mayor  tamafio  que  las  control

(c6lulas provenientes del compartimiento  anterior).  En tanto al  analizar por citometria el

contenido  de  DNA,  observamos que  las c6lulas  aneuploides desaparecen,  y existe  un

incremento  de  las  c6Iulas  retenidas  en  G2-M  junta  a  un  incremento  en  la  poblaci6n

supra-G2  (endorreplicaci6n  del  DNA),  lo  cual  podria  explicar  el  mayor  tamafio  celular

observado  por citometrfa  (Figura  18F).  Estos  parametros de  ciclo  celular son  similares

a  lo  observado  en  la  perdida  parcial  de  reguladores  positivos  de  la  transici6n  G2/M,

como son  Cdkl  o cdc25/string  (Weigmann y col.,1997;  Bj6rklund y col., 2006).
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FIgura  15.  Pafametroe de  prollferacl6n en dlsco8  lmaglnale8 de ala del tercer estadlo dopletado8
de pl 15 en el compartlmlento posterlor.

(A,   A',   C,   C',   E,   E',   G,   G')   Discos  imaginales  de  ala  que   presentan   una  depleci6n  de   pll5   en   el
compartimiento posterior indicado par la expresi6n de GFP (w;  HAS-p7 75/./+,. M>ga/4  UAS-GFP/+), lo cual
nos permite usar el compartimiento anterior como control de proliferaci6n.  Las imagenes presentadas son
proyecciones en Z de todos los planos del ala.  (A, A')  lnmunofluorescencia contra fostohistona H3 (PH3) y
wingless  (Wg).  En  (A')  se  observa claramenle  que  el  ntlmero de c6lulas  PH3  positivas  incrementa en  la
region depletada de pl 15. (8) Cuantificaci6n del incremento en el ndmero de c6lulas PHS (n=6) a trav6s de
la raz6n del ndmero de c6lulas PH3 positivas posterior/anterior determinada dentro del tejido presuntivo del
ala (regi6n circular que marca wingless).  Como test estadistico para determinar si existen diferencias entre
los genotipos,  se  aplic6 I.student  de  dos colas,  donde  "  indica  un  valor-PCO,01.    (C,  C')  lncorporaci6n  de
bromodeoxiuridina en discos  imagina[es de ala que presentan  una dep[eci6n de pl 15 en el compartimiento
posterior.  Podemos observar un aumento de esta en el compartimiento posterior,  lo que se hace atin mas
clara  en  el  rectangulo  blanco  que encierra  la  ZNC  (zone of nan-p/a/i./erafi.ng ce//s).  (D,  F)  Citometrias  de
flujo  realizadas  a  partir  de  celulas  de  discos  imaginales  tefiidas  con  DPIAQ5  (linci6n  estequiom6trica  de
DNA)  que  presentan  una  depleci6n  de  pl 15  en  el  compartimiento  posterior  indicado  par  la  expresi6n  de
GFP  (w;  UAS-p775//+,'  M>ga/4,  UAS-GFfy+),  lo  cual  nos  permite  usar  el  compartimiento  anterior coma
control de proliteraci6n  disociados  en tripsina.  (D)  Tamafio celular (FSC)  vs.  ntlmero de c6lulas.  Podemos
observar  que  la  poblaci6n  que  expresa  el  interferente  tiene   un  tamafio  celular  similar  al  control.   (F)
Contenido   de   DNA   (DFIAQ5)   vs.    namero   de   c6lulas.    Podemos   observar   la   presencia   de   c6lulas
aneuploides (supra-G1 ) y celulas que presentan cantidades de DNA mayores a G2 (super-G2),  las cuales
pueden ser debido a endorreplicaci6n,  explicando de esta forma el  incremento en  la tinci6n  por Brdu.  (E,
E',   G,   G')   Determinaci6n   de   la   existencia  de  muerte  celular  a  trav6s  de   inmunofluorescencia  contra
caspasa 3 clivada  (apoptosis)  (E,  E')  y TUNEL (fragmentaci6n  del  DNA) junto con  inmunofluorescencia de
fosfohistona H3,  sugiriendo que la muerte ocurre indistintamente del estadio de ciclo celular.
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TamaFlo celular  - Contenido de ADN -

Flgura  16.  Pafametros  de  proliferacj6n  en  discos  imaginales  de  ala  del  tercer  estadio
determinados  mediante  citometrra  de  flujo  de  discos  imaginales  que  sobreexpresan
pl 15 en el compartimiento posterlor.

Discos  imaginales  del  genotipo  (w,.  UIAS-HA ....pJJ5/+,.  M-Ga/4,  UAS-GFP/+)  fueron  disociados
con  tripsina y analizados  mediante  citometria de flujo correspondiendo  la  poblaci6n  GFP+  a  la
experimental  y la  GFP-a  la control.  (A) Tamafio celular  (FSC)  vs.  ntlmero  de celulas.  Podemos
observar que la poblaci6n que sobreexpresa pl 15 tiene un tamafio celular similar al control.  (8)
Contenido  de  DNA  (DPIAQ5)  vs.  ntlmero de c6lulas.  Se  muestra  un  histograma  representativo
(n=3) del experimento.  No se observaron diferencias significativas,  a pesar de que se observan
algunas en el histograma presentado.
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Densitfad colufar

Flgura  17.  La  reduccl6n  del  tamafro del tejldo causada  por  la  depleci6n  de  pll5  no es
dlebida a la existencia de muerte celular.

(A) A[[ibe; Alas hembra adultas que expresan le indicado en la fieura (ver genotipos).  Podemos
oobservar que  al  co-expresar  p35  tinhibidor de  las  caspasas  efectoras)  junto  a  la  depleci6n  de
pl 15,  los fenotipos de reducci6n del compartimiento posterior se incrementan, sugiriendo que la
reducci6n   del   tamaFio   del   tejido   ro   es   una   consecuencia   de   La   muerte   celular.   Abaigi
AAcercamiento a los tricomas,  mostrando los incrementos en la densidad celular al co-expresar el
PNA  de  doble  hebra  de  pl 15  junto  al  inhibidor  de  muerte  celular  p35.  (a)  Cuantificacich  del
tamafio   del   compartimiento   posterior,   para   los   distintos   genotipos   analizados   (n=20).   (C)
ctiantificaci6n  de  la  densidad  celular  en  los  mismos  genotipos  (n=20).  Como  test  estadistico
para  determinar  si  existen  diferencias  entre  los  genotipos,  se  aplic6  una  ANOVA  de  una  via,
dclonde  tt*  indica  un  valor-p<0,001,  observandose  que  las  diferencias  son  significativas  para
tamafio del tejido y densidad celular respecto a solo la qepleci6n de  pl 15.  (GenotiDo§. gq±;. y w,.uwiffE,uaeAns:&£al;;f§#AP§#:8AFs#apyw;;'
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C6lulas PH3{+)

FI9ura 18.   Pardmotros do prollleracl6n en dlscos lmaglnalos de ala do tercer ostadfo larvarlo qua
co.xprecan el RNA doble hebra contra pl 15 junto al lnl'ilbldor do la apoptosl8 p35.
(A,  A',  C,  C',  E,  E')  Discos imaginales de ala que presentan  una depleci6n de pl 15 junto a la expresi6n de
p35  en   el  compartimiento  posterior  indicado  por  la  expresi6n  de  GFP   (UAS-p775i./+,.  M>ga/4,   UAS-
GFP/t/AS-p35),  lo  cual  nos  permite  usar  el  compartimiento  anterior  como  control  de  proliteraci6n.   Las
imagenes  presentadas  son  proyecciones  en  Z  de  todos  los  planos  del  ala.  (A,  A')  lnmunofluorescencia
contra  fosfohistona  H3  (PH3)  y  wingless  (Wg).  En  (A')  se  observa  claramente  que  el  ndmero  de  c6lulas
PH3  positivas se  incrementa  en  el  lado  posterior del  disco  imaginal  de ala al  expresar el  PINA  interferente
contra  pl 15 + p35.  (8)  Cuantificaci6n del  incremenlo en el  ntlmero de c6lulas PHS  positivas  (n=6)  a trav6s
de  la  raz6n  posterior/anterior determinada dentro  del tejido  presuntivo de  ala  (region  circular demarcada
par  la  expresi6n  de  la  proteina  wingless).  Se  muestra  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar.  Coma  test
estadistico  para  determinar  si  existen  diterencias  entre  los  genotipos,  se  aplic6  t-student  de  dos  colas,
donde  "  indica  un  valor-PCO,01.  (C,  C')  lncorporaci6n de bromodeoxiuridina,  el  reclangulo blanco  encierra
la ZNC (zone a/ nan-pro//.feral/.ng ce//s), donde se observa claramente que los niveles de incorporaci6n de
Brdu    es   mayor   en    la   zona   donde   se   co-expresa   el    PNA   doble    hebra   junto   a    p35.    (E,    E')
lnmunofluorescencia contra caspasa 3 clivada.  Ia cual corresponde a una caspasa electoi.a indicadora de
la activaci6n  de  la muerte celular por apoptosis.  Observamos que caspasa 3  no se encuentra  activada  al
co-expresar el  inhibidor de  la apoptosis en  la zona posterior del ala.  (el sombreado ya ha sido observado
en la literatura,  Perez-Garijo y col.,  2004)  (D.  F) Citometrias de flujo realizadas a partir de c6lulas de discos
imaginales  tefiidas  con  DF`AQ5  (tinci6n  estequiomctrica  de  DNA)  que  presentan  una  depleci6n  de  pl 15

junta a la expresi6n de p35 en el compartimiento posterior indicado par la expresi6n de GFP (UAS-pJ J5/./+,.
M>ga/4,   UAS-GFPWAS-p35),   lo  cual   nos  permite   usar  el  compartimiento   anterior  coma  control  de
proliferaci6n disociados  en tripsina.  (D)  Citometria  para determinar el tamafio celular  (FSC)  vs.  ntlmero de
c6lulas.  Podemos observar que la poblaci6n que expresa el interferente tiene un tamafio celulai mayor a la
poblaci6n  control.  (F)  La  citometrfa  de  flujo  para  determinar  el  contenido  de  DNA  de  las  c6lulas  muestra
que las c6lulas son acumuladas en la fase G2 del ciclo celular y existen ademas c6lulas con un conlenido
mayor probablemente como resultado de eventos de endorreplicaci6n.
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2.    DETEF}MINAR    SI    LOS    EFECTOS    SOBRE    LA    PROGRESION    DEL    CICLO

CELULAR     DEPENDEN     DE    LA    PRESENCIA     DE     pll5,     DEFECTOS     EN

EXOCITOSIS/SECREC16N  0  ESTADO DE FRAGIVIENTAC16N  DEL GOLGI.

El  punto  de  partida  de  este  trabajo  fue  tratar  de  explicar  la  disminuci6n  del

tamafio  del  tejido  causada  al  disminuir  la  funci6n  de  pll5,  relacionando  esto  con  los

papeles  conocidos  de  pll5  en  la  dinamica  del  aparato  de  Golgi  y  el  ciclo  celular.  Si

consideramos  los  antecedentes  mencionados,  podemos  pensar  en  que  los  fenotipos

observados   al   depletar   pll5   sobre   la   progresi6n   celular   sean   causados   por   las

siguientes opciones:

(1 )  defectos en exocitosis/secreci6n.

(2)  defectos en la estructura del aparato de Golgi durante el desarrollo.

(3)  directamente por la ausencia de la proteina pl 15 y que esta posea un papel

sobre el ciclo celular.

2.1.       Defectos en la exocitosis/secreci6n.

Los   principales   fenotipos   celulares   descritos   para   reducciones   de   pll5   en

mamfferos  y  levaduras  son  defectos  en  la secreci6n  (Nakajima y cols,1991 ;  Sohda y

cols, 2005).  En  Orosoph/./a,  no se nan observado defectos en  la secreci6n relacionados

con   alteraciones  en   la  funci6n   de   esta  proteina   (Kondylis   y  Pabouille,   2003).   Sin

embargo  podria  ser  posible  que  la  reducci6n  del  tamafio  del  ala  y  el  aumento  de  la

densidad  celular en  este tejido  pudiesen  ser consecuencia  de  un  defecto en  el  tratico

de algan componente relevante para estos procesos.

Para  descartar  que  este  tipo  de  alteraciones  globales  en  secreci6n  pudiesen

tener  importancia  en  nuestro  analisis,  comparamos  los  fenotipos  generados  por  la

reducci6n   de   la  funci6n   de   pll5   con   los   descritos   para   las   faltas   de  funci6n   de

protefnas  que  son  exocitadas  a  traves  de  los  dis{intos  tipos  de  unidades  de  Golgi

presentes en  D/osoph/./a, cada una de las cuales tiene cargos especificos (Yano y col.,

2005).

Yano  y  col.   (2005)  defini6   al  menos  la  existencia  de  tres  tipos  distintos  de

unidades   de   Golgi   en   Drosaph/./a  capaces   de   glicosilar  especificamente   a   ciertos

cargos,  a trav6s  de  la  presencia de solo  ciertas  glicosiltransferasas:  rr/.nge conneof/.on
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/Ff3C/,  whombo/.d /f]HO/ y su/fate/ess /SFL/,  las cuales son  requeridas para glicosilar a

rvofch  (protefna transmembrana  que  sirve  coma receptor de  sefiales  extracelulares  y

que  participa  en  varias  rutas  de  sefializaci6n  durante  el  desarrollo  animal,  controlando

los   destinos    celulares    mediante    la   amplificaci6n    y   consolidaci6n    de   diferencias

entre celulas adyacentes),  spitz (ligando  de  EGF-F})  y  proteoglicanos,  respectivamente

(Yano y col.,  2005; Goto y col., 2001 ; Selva y col.,  2001 ).

Cuando  observamos  los  fenotipos  producidos  por  reducci6n  de  cada  una  de

esta rutas de trafico en  el  ala adulta,  podemos decir que  ninguno  es similar al fenotipo

producido   por  la   depleci6n   de   pll5   (Figura   19A),   sugiriendo   que   pll5   no   afecta

ninguna  de   estas   rutas  de   exocitosis.     Ademas   no   observamos   efectos   sobre  el

pa#em/.ng  del   ala   adulta,   la  cual   para   su   formaci6n   depende   de   la   secreci6n   y

endocitosis de los diferentes morf6genos.

Para  confirmar  que  la  exocitosis  no  estuviese  alterada  en  reducciones  de  los

niveles de la protefna pl 15 durante el desarrollo del ala,  al menos macrosc6picamente,

realizamos  la  depleci6n  en  el  compartimiento  posterior  del  disco  de  ala  y  usamos  el

compartimiento  anterior  como  control.  Observamos  a  trav6s  de  inmunofluorescencia

que  la  localizaci6n  y  niveles  de  E-cadherina,  una  proteina  transmembrana  requerida

para  la adhesi6n  celular,  no varlan  (Figura  19C y C').  Esta  proteina  es  N-(revisado  en

Niessen  y  col.,  2011)  y  O-glicosilada  (Zhu  y  col.,  2001)  durante  su  paso  por  la  ruta

exocitica.   Este   resultado   sugiere   que,   al   igual   a   lo   observado   en   c6lulas   S2,   la

depleci6n  de   pll5   no   produce  defectos   evidentes   sobre   la  exocitosis   (Kondylis  y

F}abouille,  2003).

Cuando se bloquea la secreci6n de proteinas en los tejidos grasos de la mosca,

por   ejemplo   a   trav6s   de   la   reducci6n   de   NSF1,   A!-ef/./rna/e/.in/.c/a   fo/ub/e  factor   7

(Cg>rvsF7i),  se  produce  una  acumulaci6n  de  proteinas  en  el  retfculo  endoplasmatico

que  produce  una  sobrecarga  del  sistema  y  se  activa  la  respuesta  a  protef nas    mal

plegadas   (unto/c/ed  frofe/.n  Eesponse,  UPO  (revisado en  Moore y Hollien, 2012).  Es

posible  detectar  la  activaci6n  de  la  UPP  a  trav6s  de  la  acumulaci6n  nuclear  de  una

versi6n  de  xbpl  fusionada a  la  proteina fluorescente  verde  (UAS-xbp7.'..OFF),  que  se

genera solo  cuando  el  mensajero  es  procesado  por  el  sensor de  UPFl  lrela  (Ryoo  y

col,   2007).   No  fuimos  capaces  de  observar  GFP  al  co-expresar  xbpl::GFP  con  el
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interferente  de  pl 15  (Og>der,. xbp7 .... GFP,  p7 75r.)  (Alvaro  Glavic,  datos  no  mostrados),

sugiriendo que la depleci6n de pl 15 en las c6lulas del cuerpo graso no afecta de forma

considerable la secreci6n.

Toda  esta  evidencia  sugiere  que  los  fenotipos  observados  al  depletar  pl 15

sobre la progresi6n celular no son causados por defectos en la secreci6n/exocitosis.

2.2.       Defectos en la estructuraci6n del aparato de Golgi.

Como  se  seFial6  en  la  introducci6n,  la  sefializaci6n  por  ecdisona  es  requerida

para  la  formaci6n   de   las   cisternas  del   aparato   de   Golgi.   Esto   es   mediado   por  el

aumento de expresi6n de proteinas requeridas para la fusi6n de las vesfculas. Ademas

los   niveles   de   ecdisona   son   capaces   de   regular   el   ciclo   celular   a   trav6s   de   la

seFializaci6n  a trav6s de Wingless  (Wg)  (Mitchell y col.,  2008).  La sefializaci6n  por Wg

es capaz de reprimir la actividad de String, que participa en la transici6n G2"  (Edgar y

Datar,1996)  y del  hom6logo  en  Drosophila del  factor de  transcripci6n  Myc:  cJ/.in/.nufi.ve

(din),  quien  dirige  el  crecimiento celular y la progresi6n  del  paso G1/S  (Johnston y col.,

1999).

La  falta  de  componentes  rio  debajo  de  la  Ecdisona  como  orookecJ-/egs  quien

reprime los niveles de  w/.ng/ess tienen fenotipos en el ala adulta muy similares a la falta

de  pl 15  (en  cuanto  a  la  reducci6n  del  tamafio  del  tejido)  (Mitchell  y col„  2008).  Como

Wg  es  una  protefna  secretada  existe  la  posibilidad  de  que  los  procesos  de  fusion

vesicular dependiente de  pl 15 y la regulaci6n  del  ciclo  celular por Wg  est6n  acoplados

y que  la reducci6n del tamaFio del tejido pueda estar directamente  relacionado con  las

consecuencias de la no-formaci6n de las cisternas.

Para  analizar  esta  posibilidad   sobreexpresamos   NSF  1   y  2   (IV-ef//.rna/e/.in/.da

so/ub/e /aofor, cepas donadas por Barry Ganesky y Bichard Ordway,  respectivamente),

componentes  que  sabemos  estan  relacionados  con  el  proceso  de  la  formaci6n  de

cisternas  (Kondylis  y  col.  (2001),  Figura  11).  Al  realizar  la  sobreexpresi6n  de  ellos  de

forma individual no se obtuvo ningdn fenotipo evidente.

Por otra  parte,  al  coexpresarlos  con  el  interferente  contra  pl 15,  el  fenotipo  de

este   dltimo   no  se  modific6.   De  esta  forma,   podemos  sugerir  que   la  reducci6n  del

tamafio  del  tejido  no  es  consecuencia  de  un  cambio  en  la  capacjdad  de  organizaci6n

en cisternas del apar.ato de Golgi (Figura 20A,  a,  C,  D,  I).
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Como  experimentos  complementarios  intentamos  bloquear  la  sefializaci6n  por

ecdisona,  a trav6s de la sobreexpresi6n de un dominante negativo para su receptor, en

el   progenitor   del   ala   de   Orosaph/./a.   Sin   embargo,   esta   sobreexpresi6n   produce

letalidad,  impidi6ndonos  observar  los  fenotipos  de  la  interacci6n  (por  lo  cual  debemos

realizarla  en  mosaicos).  AI  expresar  una  versi6n  dominante  negativa  del  receptor  de

ecdisona  en  clones,  se  produce  un  aumento  en  los  niveles  de  Wg  y  disminuye  la

proliferaci6n en los clones (Mitchell y col.,  2008).

Posteriormente,    al   realizar   los   analisis   del   ciclo   celular   sobre   los   discos

depletados de pl 15 en el compartimiento posterior, pudimos observar que,  a diferencia

de las reducciones de sefializaci6n de ecdisona,  los marcadores se comportan como si

existiese   un   aumento   de   la   proliferaci6n    (incremento   del   ndmero   de   mitosis   e

incorporaci6n de Brdu) y no se detecta un incremento en los niveles de Wg (Figura 15),

sugiriendo   que   la   sefializaci6n    por   Ecdisona   y   Wg    no   estan    implicadas   en    la

disminuci6n del tamafio del tejido adulto causada por la depleci6n de pl 15.

Ademas  redujimos  la funci6n  de las golginas Grasp65 y GM130,  a trav6s  de  la

expresi6n  de  sus  respectivos dsF`NAs  para determinar si tenfan  algdn  efecto  sobre  la

reducci6n del tamafio.  Grasp65 es una proteina que ha sido  relacionada en  Drosaph/./a

con  otro  proceso  celular,  denominado  secreci6n  no  convencional,  que  es  un  tipo  de

secreci6n  que  ocurre  directamente  entre  el  reticulo  endoplasmatico  y  la  membrana

celular   (Sch6tman   y   col.,   2008).    En   mamiferos,   Ios   fenotipos   producidos   por   la

depleci6n  de Grasp65,  GM130 y pl 15 son  similares y consistentes en  la formaci6n  de

husos  multipolares  (St]tterlin y col.,  2005;  Kodani y col.,  2008;  Padulescu y col.,  2011 ),

lo  cual  sugiere  de  que  estas  golginas  son  requeridas  en  el  mismo  proceso.  Nuestro

analisis  evidenci6  que  la  depleci6n  parcial  de  Grasp65  a  traves  de  FINA  doble  hebra

co-expresado   con   pll5i   (Figura   20F)   tenia   efectos   sobre   el   tamafio   del   tejido,

sugiriendo  que  ambas  proteinas  funcionan  sobre  el  mismo  proceso  celular,   lo  cual

coincide con  los antecedentes mencionados. Sin embargo la reducci6n de Grasp65 par

si sola a trav6s de este  interferente,  no  modifica el crecimiento del  ala,  ni  presenta los

fenotipos  descritos  en  Drosapht./a  para  las  mutantes  de  Grasp65  (falta  de  adhesi6n

entre  los  epitelios  dorsal  y  ventral,  reducci6n  del  tamafio  del  tejido)  (Sch6tman  y  col.,
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2008),  sugiriendo  que  esta  no  es  capaz  de  disminuir  los   niveles  de   la  protefna  lo

suficiente como para observar los fenotipos de los alelos nulos de Grasp65.

Nuestras observaeiones sug.Ieren que los fenotipos observados al deplctar pl 15 sobre

la progresi6n celular son causados directamente par la ausencia de 6sta prcteina y la

posibilidad que esta posea un papel sobre el ciclo celular.
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Figure  19.   La  deplecl6n  de  pll5  no  atecta  la  secrecl6n  a  trav68  de  las  dlferentes
unldades de Golgi especializadas presente8 en Dnosoph/./a.

(A)   Se   ha   propuesto   la   existencia   de  dilerentes   unidades   de   Golgi,   especializada§   en   la
glicosilaci6n  particular de  difei.entes  proteinas  (Yano y col.,  2005).  En  el  esquema  se  muestran
los tres  casos  identificados,  unidades  de  Golgi  enriquecidas  en  /r/.nge  connGcf/.on  /rro/  para  la
glicosilaci6n   de   Notch,   en   whombe/.d  (rho)   para   Spi.fa  (spi)   o   en   su//ale/ees   /s///   para   la
glicosilaci6n  de   la   proteina   base  de  los  glucosaminoglicanos   (GAG).   En   mamiferos   se   ha

g:o:uueesst,:aq:i,:ond.:isp:sdt::af:na::osn::,:::ic:::i::a:::aan,ceasb:ep,or;:,or:oNPu,:,a,Pyaar::o,d:.i:296.o5,|Ea|
(b)  se  muestra  el  fenotipo  de alas  mutantes  para  who (Goto y col.,  2001 )  y en  (c)  se  muestran
clones  homocigotos  mutantes  (indicados  con  las  flechas  negras)  para  s/y (Silva  y col.,  2001).
(Podemos comparar los fenotipos observados con los de la depleci6n de pl 15 (Figura  18) en el
compartimiento posterior y ver que no es similar a ninguno de estos).
(8)   Utilizando   el   controlador   Hhngal4,   es   posible   expresar  el   PNA   de  doble   hebra   en   el
compartimiento  posterior  del  disco  imaginal  de  ala  (Uns-p"5t),  marcando  al  mismo tiempo  a
trav6§ de la expresi6n de GFP esta zona (UAS-OFF).
(C,  C')  Experiments  realizado  para ver si  la  secreci6n  §e  encuentra afectada al  depletar pl 15.
Se   realiz6   una   inmunofluoi.escencia   contra   E-cadherina   en   discos   que   poseian   el   marco
experimental   de§crito   en   (8)   Si   hubiesen   defectos   en   la   secreci6n   se   espera   observar
acumulaciones de  E-cadherina en  el  interior de  las c6lulas  y  una  menor  intensidad  de  6sta en
las  membranas  plasmaticas,  lo cual  no se observa.  (Genotipo:  w;  HAS-p775//+,. M-ga/4,  UAS-
GFP/+)
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Figura  20.   Efectos  de  modificadores  de  la  dlnam]ca  del  aparato  de  Golgi  sabre  la
depleci6n de pl 15.

(A-J)  Alas de moscas adultas hembras que expresan en el compartimiento posterior lo indicado
en cada una de las figuras. (K) Cuantificaci6n del area del compartimiento posterior de cada una
de los genotipos mostrados.  Se presenta el  promedio ± desviaci6n estandar (n= 20).  Como test
estadistico para determinar si existen diferencias entre  los genotipos,  se aplic6  una ANOVA de
una via,  donde `**  indica un valor-p<0,OO1.  De esta forma encontramos que solo la depleci6n de
Grasp65   es   capaz   de   moditicar   los   fenotipos,   incrementandolos,   sugiriendo   que   ambas
proteinas  participan  del  mismo  proceso en  el  establecimiento del  tamafio del  tejido.  (Genotipo§:
(AI)  y wiv; en-Gal4/UAS-NSF1  (8)  y wiv; en-Gal4,  UAS-pl 15iNAS-NSF1  (C) y wlw: en-Gal4/+;
UAS-NSF2l+  (D)   y   w/w;   en-Gal4,   UAS-pn5i/+;   UAS-NSF2/+  (E)   y  wlw;   en-Gal4/+;   UAS-
Grasp65i  ITRip)/+  (F)  y  wlw;  en-Gal4,  UAS-pl l5i/+;  UAS-Grasp65i  (TFlip)/+  (a)  y  wtw;  en-
Gal4NAS-Grasp65::GFP   (H)   y   wiv;   en-Gal4,   UAS-pn5iNAS-Grasp65::GFP   (I)   w   UAS-
GM130ly w; en-Gal4/+ (J)  UAS-GM130/+; enJ3al4,  UAS-pl 15i/+)
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3.    DETERMINAR      LAS      INTEBACCIONES      FUNCIONALES      DE      pll5      CON

COMPONENTES  DE  CICLO  CELULAF},  PRINCIPALMENTE   RESPECTO  A  LA

ACTIVAC16N DEL COIVIPLEJO CDK1/CICLINA 8.

Hemos    establecimos  que  el  fenotipo  generado  por  el  PINA  in{erferente  contra

pll5    es    una    reducci6n    en    el    tamafio    del    tejido,    principalmente    debido    a    un

enlentecimiento   del   ciclo   celular,   con   celulas   retenidas   en   G2-M   y  fen6menos   de

endorreplicaci6n  del  DNA  de  ellas.   Esto  junto  con  los  antecedentes  que  poseiamos

sobre  la  relaci6n  entre   la  fragmentaci6n  del  aparato  de  Golgi  y  el  ciclo  celular  en

mamfferos,  nos llev6 a analizar si la modmcaci6n de los niveles de proteinas requeridas

para   la   progresi6n   del   ciclo   celular   ten fan   algdn   efecto   sobre   los   fenotipos   del

interferente contra pl 15.

3.1.       Activaci6n de la progresi6n G2/M.

La   transici6n   G2/M   depende   principalmente   de   la   regulaci6n   del   complejo

CycB/Cdkl.    Dentro    de    las    estrategias    para    activar    a    Cdkl     disponemos    de

construcciones  que   nos   permiten   realizar  la  sobreexpresi6n   de   la  fosfatasa  sfr/.ng

(cdc25),  el  silenciamiento  de  la  quinasa  Mytl   (UAS-Mytli),  y  una  cepa  que  permite

realizar  la  sobreexpresi6n  de  una  versi6n  etiquetada  de    Cdkl   (Cdkl::my6)  y  de  la

ciclina  81.  Para  analizar  si  alguna  de  estas  construcciones  era  capaz  de  modificar el

fenotipo de  la depleci6n  de  pl 15,  se  co-expresaron  en  el  compartimiento  posterior del

ala junto al dsF}NA de pl 15.

En   general,    se    encontr6   que    la   mayoria   de    las    modificaciones   de   los

reguladores  positivos de Cdkl  no  muestran  fenotipo  por §i solas.  Plespecto  a esto,  se

ha  mostrado  que  se  debe  a  una  compensaci6n  en  los tiempos  de  residencia  en  Gl  y

G2.  Si  una de  las  etapas del  ciclo  se  alarga,  la otra se  acorta,  manteniendo  el  tiempo

de duplicaci6n celular constante (Neufeld y col.,  1998).

Al co-expresarlas con el interferente de pl 15, se encontr6 que la disminuci6n de

Mytl   (quinasa  necesaria  para  inactivar  a  Cdkl   localizada  en  el  aparato  de  Golgi)  es

capaz  de  rescatar  parcialmente  el  fenotipo  de  crecimiento  del  ala  (Fjgura  218),  asi

tambien  la  sobreexpresi6n  de  Cdkl::myc  (Figura  21H),  sugiriendo  la  participaci6n  de
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pl 15  en  la transici6n  G2/M,  pero  no  asf  otros  activadores  de  la  actividad  quinasa  de

Cdkl  ensayados como Cdc25/String.

3.2.       Efectos de la co-expre§i6n de cdkl  con el interferente de pll5.

Ya  sabemos  que  la  falta  de  funci6n  de  pll5  es  posible  de  ser  rescatada  a

trav6s de  la  sobreexpresi6n  de Cdkl .  Ahora  la pregunta  es  6c6mo  Cdkl  es  capaz  de

hacer esto?  dEs capaz de devolver a los parametros de progresi6n de ciclo celular a su

normalidad?.

Para     analizar     esto     co-expresamos     pll5i     junto     a     Cdkl::myc     en     el

compartimiento posterior del disco de ala,  siempre  utilizando el  compar{imiento anterior

como control del experimento.

A  traves  del  indicador de  celulas  en  mitosis  fosfohistona  H3  encontramos  que

en  la condici6n de co-expresi6n ya no se observa un aumento en  el  ntimero de  mitosis

en  la  zona  en  la  cual  6sta  se  realiza  (Figura  22A  y  A').  Por  otra  parte,  mediante  la

incorporaci6n de  bromodeoxiuridina,  observamos  que el  porcentaje de celulas  en  fase

S en la zona donde se realiz6 la co-expresi6n (GFP positiva) tambi6n se reduce, siendo

mas  evidente en el ZNC  (Figura 22C y C').  Por tlltimo,  respecto a la muerte celular,  se

observan  una clara reducci6n del ndmero de celulas positivas para caspasa 3  activada

y  s6lo  son  evidentes  en  el  limite  del  compartimiento  posterior  del  disco  (Figura  32E  y

E,).

AI   analizar   los   efectos   sobre   ciclo   celular   a   traves   de   citometria   de   flujo,

observamos  que  las  celulas  provenientes  del  compartimiento  anterior  y  posterior  son

del  mismo tamafio  (Figura 22D).  El analisis por citometria del contenido de  DNA mostr6

que  las  c6lulas  aneuploides  aparecen  en  menor  cantidad,  y  que  los  perfjles  de  ciclo

celular     son     similares     entre     las     c6lulas     p775/.+Cc/k7 ,... myc     (provenientes     del

compartimiento   posterior)   y   las   c6lulas   control    (provenientes   del   compartimiento

anterior)  (Figura 22F).

Podemos  concluir  que  la  sobreexpresi6n  de  Cdkl::myc  es  capaz  de  revertir

completamente  la  mayoria  de  los  fenotipos  observados  al  expresar  el  interferente  de

pl 15, exceptuando la muerte celular, la cual se rescata solo parcialmente (Fjgura 22E y

E').
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Figura  21.  Efectos  de  la  modificaci6n  en  loo  nlveles  de  reguladores  posltlvos  de  la
activacj6n  de  Cdkl  (transici6n  G2/M)  y  sue  efectos  sobre  el  tamafio  del  tejido  en  alas
adulta§ depletadas de pl 15 en el compartlmiento posterior

A[[iba; Esquema de la activaci6n de Cdkl  durante la mitosis en la cual se encuentran  indicadas
los  activadores  e  inhibidores  de  esta.   (A-H)   Alas  de  moscas  hembras  que  expresan  en  el
compartimiento    posterior    lo    indicado    en    cada    una    de    las    figuras.    (ver    genotipos)    (I)
Cuantificaci6n  del  area del  compartimiento  posterior de cada  una de  los  genotipos  mostrados.
Se  presenta el  promedio  ± desviaci6n  estandar (n= 20).  Como test estadistico  para determinar
si  existen  diferencias entre  los genotipos,  se aplic6  una ANOVA de  una via,  donde ***  indica un
valor-p<0,001  y  "  p<O,01.  Podemos  ver que  la  reducoi6n  de  los  niveles  de  Mytl  es  capaz  de
rescatar   parcialmente   los   fenotipos,   en   cambio   la   sobreexpresi6n   de   Cdkl   es   capaz   de
rescatarlos  completamente.   La  sobreexpresj6n  de  cdc25/string   (stg)   no  tiene  ningtln  efecto
sobre  los fenotipos.  La sobreexpresi6n de una versi6n constitutivamente activa (CA) de polo es
letal  sobre ambos fondos geneticos.  (Genotipos:  (A) y wlA/,. en-Ga/4WAS-Myf7i. (8)  w,. en-Ga/4,
UAS-pl 15i/UAS-Mytli (C)  y  w/w;  en-Gal4NAS-CycB1  (D)  w;  en-Gal4,  UAS-pll5iNAS-CydB1
(E)  y  w/w;  en-Gal4/UAS-stg  (F)  w;  en-Gal4,  UAS-pl l5i/UAS-stg  (a)  y  wiw;  en-Gal4/+;  UAS-
Cdkl ::myc (H) w; en-Gal4,  UAS-pl 15iluAS-Cdkl ::myc).
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a         CelulaspH3(+)

Tamafto celular

Contenido de DNA

Flgura 22.   Pafametros de prollforacl6n en dlscos lmag]na[es de ala de tercer estadlo larvarlo que
co¢xprocan el  F`NA doble hobra contra pl 15 Junto a la sobreexpres]6n do una vors]6n etlquotada
de Cdkl .

(A,   A',   C,   C',   E,   E')   Discos   imaginales   de   ala   que   presentan   una   depleci6n   de   pll5   junto   a   la
sobreexpresi6n  de  Cdkl ::myc  en  el  compartimiento  posterior  indicado  par  la  expresi6n  de  GFP  (w,.  UAS-
p7 75i./+,.  Mi7a/4,   HAS-GFE4/AS-OdkJ .... myc/,  lo  cual  nos  permite  usar  el  compartimiento  anterior  como
control  de  proliferaci6n.  Las  imagenes  presentadas  son  proyecciones  en  Z.  (A,  A')  lnmunofluorescencia
contra fostohistona H3  (PH3) y wingless (Wg).  En (A') se observa que el numero de c6lulas en  milosis es
parejo en ambos casos (8) Cuantificaci6n del ntlmero de c6lulas PHS positivas (n=6) a traves de  la raz6n
posterior/anterior  determinada   dentro   del   lejido   presuntivo   de   ala   (region   circular  demarcada   pot   la
expresi6n de la proteina wingless).  Se muestra el promedio ± desviaci6n estandar.  Las diferencias no son
significativas.  (C,  C')  lncorporaci6n  de  bromodeoxiuridina,  el  rectangulo  blanco  encierra  la  ZNC  (zone  of
nor-pro/t.ferati.ng  ce//s),   donde   se   observa  que  esta   contintla  en   el   compartimiento   posterior.   (E,   E')
lnmunofluorescencia  contra  caspasa  3  clivada,  de  tipo  efectora  que  indica  la  activaci6n  de  la  muerte
celular por apoptosis.  (D,  F) Citometrias de flujo realizadas a partir de c6Iulas de discos imaginales tefiidas
con  DPIAQ5  (tinci6n  estequiom6trica  de  DNA)  que  presentan  una  depleci6n  de  pl 15 junto  a  la  expresi6n
de p35 en  el compartimiento  posterior indicado par la expresi6n de GFP  (w,. Uns-p7 75//+,. AA-ga/4  UIAS-
GFP/UIAS-Odk7 .... myc),  lo  cual  nos  permite  usar  el  compartimjento  anterior  como  control  cle  proliferaci6n,
disociados  en  tripsina.  (D)  Citometria  para  determinar el  tamafio  celular  (FSC)  vs.  ndmero  de  celulas,  el
cual  no  varia.  (F)  La  citometria de  flujo  para determinar el  contenido  de  DNA  de  las  c6lulas  muestra  que
las c6lulas se dejan de acumular en la fase G2 del ciclo celular y progresan por este de forma similar a las
c6lulas controles.
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3.2.1.   6C6mo   la   sobreexpresi6n   de   Cdkl::myc   es   capaz   de   rescatar   los

fenotipos de falta de pl 15?

AI  razonar sobre el  c6mo  Cdkl  es capaz de  revertir los efectos  producidos por

la reducci6n de pl 15 podemos plantearnos 2 hip6tesis o la suma de ambas:

(1)    Bajo  las  condiciones  de  expresi6n  del  interferente,  los  niveles  de  activaci6n

de   Cdkl  bajan  y esto  produce  los fenotipos  previamente  descritos  en  el  ciclo

celular  y  la  acumulaci6n  de  c6lulas  en  G2"  y  su  posterior  endorreplicaci6n

(similar a perdidas parciales de Cdkl )  (Weigmann y col.,1997.).

(2)    La  reducci6n  de  los  niveles  de  pll5  produciria  un  defecto  en  la  localizaci6n

de  Cdkl ,  Io  cual  producirfa la disminuci6n  en  su  activaci6n  y de esta forma los

efectos anteriormente sefialados.

3.2.1.1.  Niveles de activaci6n de Cdkl  en la condici6n de reducci6n de pll5.

Bajo  la  premisa  de  la  primera  hip6tesis  podemos  predecir  que  al  reducir  los

niveles de pl 15 en  las celula§,  los  niveles de Cdkl  activado,  cuantificados a traves de

inmunoblot,  deberian disminuir.  No  asi  los  niveles totales de  Cdkl ,  los  cuales deberfan

permanecer  constantes.  Para  poder  cuantificar  esto  se  utilizaron  los  datos  obtenidos

mediante  wesfem b/of utilizando dos anticuerpos especfficos,  uno capaz de detectar la

fosforilaci6n  de  Cdkl  en  la Tyr-15,  indicador del  estado  inactivo  de  Cdkl  y el  otro  que

mos   permite   revelar   los   niveles   totales   de   Cdkl.   A   partir   de   estos   resultados

cuantificamos  de  forma   normalizada  que  cantidad   de  Cdkl   esta  activa  usando  la

expresi6n:   1-   [Cdkl-P/Cdkl].   Para   la   preparaci6n   de   las   muestras   utilizamos   el

controlador nubb/.n-Gal4 (638>), el cual se expresa en todo el tejido que va a dar origen

al  ala.

Los analisis descritos muestran que la cantidad de Cdkl  activa disminuye en la

condici6n  defjciente  en  pll5,  siendo  esta  reducci6n   no  significativa  en  el  caso  de

p775/.+p35  (inhibidor  de  la  muerte  celular).   Esta  situaci6n  se  hace  mas  evidente  al

reducir de manera mas eficiente los niveles de pl 15 al co-expresar el  PNA interferente

junto  a  la  PNAasa  Ill  Dicer 2,  De  esta  manera  los  fenotipos  asociados  al  ciclo  celular

evidenciados mediante citometria de flujo e inmunohistoquimica pueden ser explicados

por una reducci6n en los niveles de Cdkl  activo. Ademas la expresi6n de Cdkl ::myc en

la condici6n  defjciente de pl 15  recupera  los  niveles de  activaci6n  de  Cdkl  (Figura 33),
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siendo  esto  consisten{e con  los parametros de ciclo  celular observados  al  co-expresar

ambos en el disco de ala.

Esta  observaci6n  es  incapaz  de  explicar  por si  sola  porque  incrementos  en  la

activaci6n de  Cdkl ,  a trav6s de otros  mecanismos  como  la sobreexpresi6n de  sfr/.ng o

ciclina  81  son  incapaces  de  rescatar  los  fenotipos,  proponi6ndose  que  la  insuficiente

activaci6n  de  Cdkl  se deberfa a problemas en su  localizaci6n.  Asf se decidi6  analizar

que  ocilrre con  la formaci6n  de los  husos  mit6ticos  en  presencia y cuando  los  niveles

de pl 15 se encuentran disminuidos

3.2.2.   pll5 no es necesaria para la foi.maci6n del huso mit6tico en Drosoph/./a,

En  btlsqueda  de  fenotipos  de  husos  mul{ipolares  similares  a  los  descritos  en

mamiferos   para   la   depleci6n   de   pll5   (Fladulescu   y   col.,   2011),   al   igual   que   los

observados  en   la  disminuci6n  indirecta  de  la  activaci6n   de  Cdkl   (Morris  y  Jalinot,

2005),   se  analiz6   la  estructura  de   los   husos   mit6ticos  en  depleci6n   de   pll5  co-

expresado con  Dicer 2, o al depletar Cdkl  mediante un  interferente contra 6ste (BSDC)

a  trav6s  de  inmunofluorescencias  con  a-tubulina  y  tubulina  junto  a  fosfohistona  H3.

Pespecto  a  esto,  no  se  observ6  ningan  fenotipo  evidente  sobre  la formaci6n  del  huso

mit6tico   en   los   discos   jmaginales   de   Drosapft/./a   con   alguna   de   las   depleciones

realizadas, sugiriendo que pl 15 no participa de la formaci6n de estos durante la mitosis

(Figura 24).

3.2.3.   Distribuci6n  de  las  unidades  de  Golgi  en  la  condici6n  de  I.educci6n  de

pll5.

Pesultados  recientes obtenidos en  lineas celulas de mamiferos en las cuales al

disminuir   los   niveles   de   pll5   mediante   RNA   interferentes   se   producen   celulas

multipolares  y fallas  en  la  citoquinesis  debjdo  a  que  pll5  seria  capaz  de  interactuar

con v-tubulina,  uno de los componentes de los centrosomas  (Padulescu y col.,  2011).

Por otro  lado,  se encontr6 que Cdkl  interactaa con  los centrosomas durante la mitosis

a  traves  de   la  proteina  Cep63   (no  existe   hom6Iogo   en   Drosapht./a),   decidiendose

estudiar  si  exist fa  co-distribuci6n  de  Cdkl  y  pll5  en  los  centrosomas,  pudiendo  una

posible interacci6n explicar el efecto de activaci6n de Cdkl ,  analizamos en condiciones

silvestres  y  en  condiciones  donde  estuviese  depletado  pll5  si  el  aparato  de  Golgi
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colocalizaba  con  los  centrosomas  durante  la  mitosis  en  Drosaph/./a.  No  encontramos

ningtln  defecto  en  distribuci6n,   incluso  el  aparato  de  Golgi   no   co-distribuye  con   los

centrosomas  (marcados  con  v-tubulina),  algo  que  normalmente  ocurre  en  mamiferos

(Figura 25).

.En     principio,     para    determinar    la    localizaci6n     de     Cdkl     utilizamos    en

inmunofluorescencias  el  anticuerpo  usado  anteriormente  en   western  b/ofs.   Este  es

capaz  de  reconocer  la sobreexpresi6n  o  la  reducci6n  en  los  niveles  de  Cdkl   (Cdkli),

pero lamentablemente no es capaz de darnos resoluci6n subcelular para determinar la

localizaci6n de Cdkl ,  por lo cual se escogi6 una estrategia alternativa para ver si  pl 15

era capaz de interactuar con Cdkl ,  mediante la determinaci6n de la interacci6n ffsica a

trav6s de la inmunoprecipitaci6n de Cdkl .

3.2.4.   Existencia de la interacci6n fisica entre Cdkl y pll5.

Ya  que  poseemos  versiones  etiquetadas  de  Cdkl   y  pll5,   con   myc  y  HA,

respectivamente,   se   realiz6   una   inmunoprecipitaci6n   a  partir  de   discos  que  sobre-

expresan  ambas  proteinas,  usando  como  control.extractos  proteicos  provenientes  de

larvas  que  s6lo  sobre-expresan   HA::pll5.   Mediante  esta  t6cnica  se  encontr6   una

interacci6n  fisica  entre  ambas  proteinas,  contribuyendo  a  la  posibilidad  de  que  pll5

sea necesario para el secuestro de Cdkl  en  algon organelo  (posiblemente Golgi o  PE)

o en  el  centrosoma para su  activaci6n,  explicando de  esta forma por que  incrementos

en  la  activaci6n  de  Cdkl,  a  trav6s  de` otros  mecanismos  como  la  sobreexpresi6n  de

sir/.ng o ciclina 81  serian incapaces de rescatar los fenotipos.
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Figura   23.      Determinaci6n   de   la   abundancia   de  forma   active   de   Cdkl   en   dlscos
imaglnales controles y depletados de pl 15 a traves de inmunoblot.
(A)  Inmuroblot representativo en el cual se rnuestran todas les proteinas cargadas en el gel.  La
presencia  de  uno  doble  banda  en   las  muestras  que  sobreexpresan  Cdkl:rmyc  muestra  el
cambio  en  la  movilidad  electrofor6tica causada  por  la  etiqueta  (siendo  la  de  menor tamafio,  la
Cdkl   end6gena).   La  cuantificaci6n  se  realiz6  considerando  la  suma  de  ambas   bandas.   El
anticuerpo  Cdkl-P  nos  permite  reconocer  la tosforilaci6n  de  la   tirosina  15,  La  cual  es  la  tiltima
en   ser  desfosforiLada  durante  la  activaci6n   de  Cdkl,   permiti6ndonos  de  esta  forma   poder
ccalcular los niveles de Cdkl  activa para cada uno de los genotipos.  Los tres anticuerpos fueron
revelados desde la misma membrana. (8) Niveles relativos de Cdkl  respecto a actina,  podemos
ver  que  los  niveles  de  Cdkl   aumentan  al  sobreexpresar  6ste.  Se  muestran  los  promedios
dclesviaci6n  estandar  a  partir  de  los  datos  obtenidos  por  densitometria  utilizando  el  programa
lmageJ de 4 inmunoblots distintos.  (C) Calcule de la abundancia I.elativa de la forma activada de
Cdkl  a partir de las densitometrias obtenidas  corno 1-(Cdkl-Prodkl  total). (CienatiDos. 638>yw:
w nub-Gal4/y w, 638>pl 15i: w nub-Gal4/w; UAS-pl 15i/+, 638>dcr: pl 15i: w nub-Gal4/UAS-dcr;
UAS-pll5i/+     638apll5i:     Cdkl::mvc:     w     nub-Gal4/w;     UAS-pll5i/+;     UAS-Cdkl::myc/+,
638>Cdkl ::mvc:  w  nub-Gal4tw;  +/+:  UAS-Cdkl::myc/+,  638>D115i:  p35:  w  nub-Gal4iv;  UAS-
pl 15i/+; UAS-p35/+, 638ap35: w nub-Gal4iv; +/+; UAS-p35/+).
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Flgura 24.  La deplecl6n de pll5 a Cdkl  en E}rosophife no p       uce camblos ol)servables
Lil la formaci6n de los husos mit6ticos.

Inmunofluorescencia   oontra   ci-tubulina   (marcador   de   microt`:ibulos)   (a,   a',   a)   o   vrfubulina
(marcador de  los  centrosomas)  ro,  b',  b|  y fosfohistona  H3  (marcador de  celulas  en  mitosis).
(8)  Podemos  ver en  (a,  a',  a| que  los  husos  mitoticos  se  mantienen  normales y en  (b,  b',  b')
que no existen mas de dos centrosomas por c6lula independiente al genotipo analizado .   Barra:
5  |im.  (Ger\chiDos..  Control:  w  nub-Gal4/y  w  (A),  638>dcr:  pl l5i:  w  nub-Gal4/UAS-dcr;  UAS-
pl 15i/+ (8) 638sodkl i: w nub-Gal4/+; UAS-Cdkl i /+ (C))
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Figura 25.  Dlstrlbucl6n de las unidades de Golgl en la condiei6n de reducci6n de pll5 y
exlstencla     de      interaccj6n      directa      entre     Cdkl      y      pll5      determlnada      por
lnmunoprecipitaci6n.

(A)    Distribuci6n    de    las    unidades    de    Golgi    en    la    condici6n    de    reducci6n    de    pll5.
Inmunofluorescencia  contra  v-tubulina  (marcador  de  los  centrosomas),  GM130  (marcador  de
mrnatriz  de  Golgi)  y  Topro  (rnarcador  de  DNA,  ndcleos).  Podemos  ver  que  ro  existe  una  claraa
codistribuci6n  entre  los  centrosomas  y  las  unidades  de  Golgi   en   los  discos  irnaginales  de
DrosqpMa en condiciones control  o experimentales.  Barra = 5 //in.  (GenotiDo§: Control: w 638-
Gal4ly w,  638>clcr.  D1151: w 638-Gal4/UAS-dcr;  UAS-pl 15i/+)

(a)  Existencia  de  interacci6n  directa  entre  Cdkl  y  pl 15  determinada  por  inmunoprecipitaci6n.
Inmunoblct  obtenido  a  partir  de  extractos  proteicos  inmunoprecipitados  que  sabre-expresan
HA::pl 15  o  co-expresan  HA:pll5 junto  a  Cdkl:rmyc  usando  bolitas  de  agarosa  acopladas  a
myc.   Se  observa  una  interacci6n  especifica  entre  Cdkl   y  pll5.   (GenotiDos:  638>HA::D115.
GEE±  w  638-Gal4/+;  UAS-HA::pl 15/+;  UAS-mcD8::GFP/+,  638>LIA::D115.  Cidkl ::mvc:  w  638-
Gal4/+ ;  UAS-llA:pl 15i/+;  UAS-Cdkl ::myc/+)
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DISCUSION

En esta tesis se propuso entender los mecanismos por los cuales las golginas o

tambi6n  denominadas  proteinas  de  matriz de  Golgi,  en  particular  a traves  del  estudio

de  la proteina pl 15,  son  requeridas  para la progresi6n  del ciclo celular en  Drosaph/./a.

Este organismo  es  altamente  accesible  a  la manipulaci6n  experimental,  Io  que junto a

las   cualidades   geneticas,   y  tecnicas   moleculares   disponibles,   lo   convierten   en   un

modelo  muy atractivo para obtener evidencias de c6mo proteinas que normalmente  ha

sido   estudiadas    en    el   contexto   de   lfneas   celulares    u    organismos    unicelulares

(levaduras),  pueden  tener  efectos  sobre  la  proliferaci6n  celular  y  el  desarrollo  de  un

organismo.

Las diferencias de  la estructuras  del  aparato  de  Golgi  entre  OrosopA/./a,  la cual

presenta  mtiltiples  unidades  de  Golgi,  }/  mamfferos,  en  cuyas  c6lulas  el  aparato  de

Golgi   forma   s6lo   un   organelo   conectado   y   localizado   de   forma   perinuclear,   nos

presenta   una  oportunidad   dnica   de   poder  observar  si   los   mecanismos   sobre   los

procesos  en  que  participan  en  la estructuraci6n  de  aparato de  Golgi  en  las  celulas  de

mamiferos y las de Drosapht./a, estan conservados y hasta/que nivel.

La 'transici6n  de  las  unidades  de  Golgi  en  Drosaph/./a  desde  una  estructura

tdbulo-vesicular durante  los  estadios  larvarios  hacia  la formaci6n  de  cisternas  durante

la  pupaci6n  en  el  desarrollo  de  los  discos  imaginales  (Kondylis  y  col.,  2001),  permiti6

ver   si    esta   transici6n    ten fa   consecuencias   sobre    la   proliferaci6n,    mediante    la

modificaci6n  de  los  niveles  de  las  proteinas  que  favorecen  o  inhiben  este  proceso,

dentro   de   las   cuales   se   encuentra   pll5,   la   cual   su   silenciamiento   es   capaz   de

mantener un estado fragmentado de las unidades de Golgi.

En  la  primera  parte  de  esta  tesis,  se  establecieron  las  herramientas  para  el

estudio  de  la  funci6n   de   la  proteina  pll5:  generar  las  condiciones  de  ganancia  y

p6rdida  de  funci6n  de  6sta  para  analizar  sus  efectos  sobre  el  desarrollo  del  tejido.

Estas  herramientas  se  usaron  para  resolver  cual  es  el  papel  que  cumple  la  protelna

pl 15 en  las c6lulas imaginales de  Drosaph/./a,  encontrandose que es requerida para la

progresi6n del ciclo  celular,  principalmente durante la transici6n G2".    En  la segunda

parte se estableci6 los fenotipos en ciclo celular observados eran causados por la falta

de  funci6n  de  pl 15,  y  no  por otros  procesos  en  las  que  pudiese  participar esta  como
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son la exocitosis/secreci6n o por la generaci6n de defectos en  la estructura del aparato

de  GO'gi.

En  la  tercera  parte  se  buscaron  los  posibles  mecanismos  del  control  del  ciclo

celular sobre  los  cuales esta proteina acttla,  determinando que ejerce su funci6n  en  el

proceso  de  activaci6n  de  Cdkl,   evento  esencial  para  la  correcta  progresi6n  de  la

mitosis.

El   antecedente   obtenido   respecto   la  activaci6n   de  Cdkl   podria  explicar  los

fen6menos   observados   en   celulas   de   mamiferos   con   perdida   de   la   funci6n   de

cualquiera de las  proteinas de matriz de Golgi: como formaci6n de  husos multipolares,

detenci6n  de  la mitosis y apoptosis como consecuencia de 6sta  (Stltterlin y col.,  2005;

Kodani  y  col.,  2008;  Eisman  y col.,  2006;  Padulescu  y  col.,  2011),  sugiriendo  que  los

mecanismos  implicados  en  la desestructuraci6n  del  aparato  de  Golgi  durante  el  ciclo

celular  en  mamiferos  (donde  se  incluye  como  componente  requerido  la  activaci6n  de

Cdkl),  estarian  tambien  relacionados  con  la  transici6n  G2/M  y  con  su  re-formaci6n

posterior   a   la   dMsj6n   celular,   indicando   ademas  que   estos   mecanismos   estarfan

conservados ancestralmente.

En   la   cuarta   parte,   analizamos   la   formaci6n   de   husos   multipolares   y   la

localizaci6n  del  aparato  de  Golgi  durante  la mitosis en  Orosaph/./a,  en  la  bdsqueda de

antecedentes  que  pudiesen  explicar  la  interacci6n  entre  Cdkl   y  el  aparato  de  Golgi.

Nuestro   punto   de   partida   en   este   analisis   fueron   los   antecedentes   acerca   de   la

interacci6n   de   pll5   con   y-tubulina   en   mamfferos   (F}adulescu   y   col.,   2011)   y   la

localizaci6n  de  Cdkl  durante  la mitosis  (Loffler y col.,  2011),  encontfandose finalmente

la  existencia  de   una  interacci6n  fisica  entre  Cdkl   y  pll5,   que   podria  explicar  los

fenotipos.

1.    EFECTOS  DE  LA  FALTA  DE  FUNC16N  DE  pll5  S0BI]E  LA  PROLIFERAC16N

CELULAR Y LA TF}ANSIC16N  G2/M.

1.1.       Depleci6n de pll5 y su relaci6n con la proliferaci6n celular.

A trav6s de la herramienta UAS-pl 15iKK fuimos capaces de establecer que pl 15

es   requerido   para   establecer  el   correcto   ritmo   de   proliferaci6n   celular   durante   el

crecimiento del disco imaginal de ala de Drosaph/./a.  La primera evidencia de esto fue la
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disminuci6n  de  tamafio  del  tejido  en  el  adulto,  que  no  es  posible  explicar  por  muerte

celular o reducci6n del tamafio celular.

En  las  alas  adultas  queda  sugerido  que  pll5  pueda  tener  algdn  efecto  en  la

transici6n de  la forma celular desde c6lulas con 3 vertices  (pentagonos y cuadrados)  a

celulas   con   4  vertices   (hexag6nos)   en   el   ala   de   Drosapht./a  durante   la   pupaci6n

(Classen  y  col.,  2005),  por  el  menor  tamafio  de  estas  celulas  observado  en  el  tejido

final, a pesar que 6stas a trav6s de citometria de flujo se observan del mismo tamafio o

de  mayor tamaFio  (Figuras  15 y  18),  Esto se  ha  mostrado que esta relacionado  con  la

exocitosis  y  el  reciclaje  de  ciertos  componentes  de  la  membrana  entre  los  cuales  se

reconoce a la E-cadherina,  lo cual permitiria asignarle un  papel a pl 15 en los procesos

de secreci6n/exocitosis.

1.2.1.   Deficiencias y alelos.

El  analisis  de  la  deficiencia que  contiene  al  locus  pl 15:  Df(1)ct4bl  que  elimina

en teoria  el  fragmento  de  cromosoma  contenido  entre  la  regi6n  citol6gica  782  y 7C4,

pero que no ha sido definida molecularmente,  arroj6 una leve interacci6n positiva con el

interferente  contra  pll5.  Se  observ6  una  mayor  disminuci6n  en  el  tamafio  del  tejido

adulto  y  un   aumento  de  la  densidad   celular  respecto   al   resultado  obtenido  con  el

interferente  solo,  sugiriendo  que  estos  fenotipos  son  producidos  especmcamente  por

reducciones en pl 15 y que la deficiencia Df(1 )ct4bl  incluye a pl 15.

Desgraciadamente,  y  como  se  mencion6  anteriormente  no  existe  en  el  A/.I de

deficiencias de  BDSC,  los que si  estan definidos  molecularmente,  una deficiencia de  la

regi6n gen6mica del locus pl 15.

Por otra  parte,  Ia interacci6n  positiva entre  el  PNA  de  interferencia y el  alelo  de

pl 15 disponible,  generado por inserci6n  de  un  elemento  P  en  la  regi6n  5'U" de este

gen,  confirm6 tambien  la especificidad  de] segundo  interferente.  Similar a [o  observado

con  la deficiencia se produce  una disminuci6n  leve del tamafio del tejjdo y un aumento

de   la   densidad   celular,    sugiriendo   que   el   interferente   es   efjciente   en   disminuir

especificamente los niveles de la proteina pl 15.
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1.2.2.   I]escate por la ganancia de funci6n  HA::pll5.

Ademas  de  la  interacciones  positivas  del  PNA  de  interferencia  con  deficiencias

y el alelo mutante de pl 15, fuimos capaces de rescatar el fenotipo de la falta de funci6n

de   pll5  con   la  sobreexpresi6n   del   mismo.   Esto  junto   a   las  interacciones  con   las

mutaciones y deficiencias antes mencionadas confirman  la noci6n que los fenotipos del

interferente son causados especificamente por la depleci6n de la proteina pl 15.

La condici6n  de ganancia de funci6n,  generada  mediante  la sobreexpresi6n  de

la  proteina  de  fusi6n  HA::pll5,  no  posee  por  si  sola  fenotipos  evidentes  durante  el

desarrollo  del  disco  imaginal  de  ala  o  en  alas  adultas,  sugiriendo  que  esta  proteina

tendrfa    un    papel    permisivo    mas    que    instructivo    en    la    proliferaci6n    celular    y

particularmente sobre la progresi6n de la mitosis.

2.    PROCESOS EN LOS QUE PUDIERA ESTAR INVOLUCRADO pll5.

2.1.       Exocitosis y cambios en la estructura del aparato de Golgi.

La  relaci6n  entre  pl 15  y el fen6meno  de  secreci6n/exocitosis  ha  sido  sugerido

extensivamente en  otros tipos celulares y/o organismos  (Nakajima y col.,1991 ;  Sohda

y  col.,  2005).  A  pesar  de  las  mtlltiples  aproximaciones  utilizadas,  no  se  encontraron

evidencias  que  pl 15  pudiese  estar  relacionada  con  la  secreci6n/exocitosis,  lo  cual  se

traduciria  en  defectos  en   la  formaci6n   del   lumen   (Figura   14A  y  C)  y  polaridad  de

marcadores apicales y/o basolaterales en las glandulas salivales (Szul y col., 2011), asi

como defectos  en  el  pa#em/.ng (reflejado  en  defectos en  la venaci6n)  de tejidos  como

el  ala adulta  (Figura  11 ).

Determinamos   que    modificaciones    a   la   estructura   del    aparato   de   Golgi

generadas mediante la sobreexpresi6n  de NSFl  o  NSF2,  que promueven  la formaci6n

de cisternas a trav6s de sus efectos sobre la fusi6n vesicular (Kondylis y col., 2001 ),  no

fueron capaces de modificar los fenotipos observados,  sugiriendo que los efectos de la

depleci6n  de  la  protefna pl 15  sobre  la  proliferaci6n  no  guardan  relaci6n  directa con  la

posible  sobrefragmentaci6n  de  la  estructura  del  aparato  de  Golgi  causada  por  esta

condici6n.  En  este sentido,  cabe destacar que la sobreexpresi6n de  NSFl  o  NSF2 por

si  solas,  siendo  estas  capaces  de  llevar  a  las  unjdades  de  Golgi  a  una  estructura  de
u                   L-`h/L      :Eiqu+.`
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cisterna   (Kondylis   y   col.,   2001),   no   poseen   ningtln   efecto   sobre   el   tamaFio   del

compartimiento  posterior,  sugiriendo  que  la  promoci6n  de  la fusi6n  vesicular  no  posee

efectos sobre la proliferaci6n celular,

Por  otro   lado,   intentamos  generar  una  condici6n   sostenida  del   Golgi  en   su

estado  tdbulo-vesicular  a  traves  de  la  sobreexpresi6n  de  un  dominante  negativo  del

receptor  de  la  hormona  ecdisona  (EcPDN).  La  idea  fue  generar  c6lulas  insensibles  al

inductor de  la estructuraci6n  en  cisternas del  aparato  de  Golgi.  Esta  aproximaci6n  fue

letal.   Podemos  proponer  aproximaciones  alternativas  para  analizar  esto,  una  opci6n

seria  a  trav6s  de  clones  FLP-out  para  ECPIDN.  Esto  ya  fue  hecho  por  Mitchell  y  col.,

2008,   observandose  una  reducci6n  del   ntlmero  de  c6lulas  fosfohistona  H3  y  Brdu

positivas en los clones,  insinuando que la falta de sefializaci6n por ecdisona reducen la

proliferaci6n,  e  incrementandose  ademas  los  niveles de  la  protefna Wg  en  las  c6lulas

que se encuentran en el  interior del clon,  sugiriendo que a trav6s de la sefializaci6n de

esta  proteina  serfa  el  mecanismo  implicado  para  la  regulaci6n  de  la  proliferaci6n.    EI

esquema propuesto acerca de este mecanismo es que ecdisona serfa capaz de reducir

los  niveles de  Wg  reduciendo  la  represi6n transcripcional  que 6ste  ejerce sobre  sir/.ng

(G2/M)  y dM)/a,  a traves de  la regulaci6n  de  E2F1  (G1/S).  Por lo tanto,  ecdisona serfa

un  promoter de  la  proliferaci6n,  al  incrementar  los  niveles  de  String  y dMyc  (Mitchell y

col„  2008).

Nuestros  resultados  sugieren  que  este  mecanismo  no  esta  implicado  en   la

relaci6n  que tiene pl 15 con  la progresi6n del ciclo celular,  debido a que  los parametros

de   ciclo   celular   obtenidos   en   ausencia   de   pll5   son   diferentes   (incremento   de

PH3/Brdu/muerte) y ademas no se observaron variaciones en los niveles de la proteina

Wg en el compartimiento posterior de los discos imaginales depletados de pl 15.

Si buscamos otros organismos multicelulares donde se haya analizado el  papel

de la protefna pl 15, solo encontramos reportes de los efectos de su depleci6n a trav6s

de  mutaciones  nulas  en  A.  tha//.ana  y  mediante  PINA  interferente  en   C.  e/egar]s.   En

Arab/.Oaps/.s  se  obtienen  plantas  viables,  pero  enanas  (Takahashi  y  col.,  2010)  y  se

mostr6  que  era  requerido  para  un  eficiente  transporte  anter6grado.  En  cambio,  en  C.

e/egans,   se   mostr6   que   pll5   seria   requerido   en   la   secreci6n   de   ciertos   cargos

especificos,   causando  la  acumulaci6n  de  la  protefna  soluble  del  vitelo  de   170  kDa
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(YP170)  en  la  cavidad  del  cuerpo  y  la  retenci6n  de  receptor  del  vitelo  F}ME-2  en  el

Golgi  y  reticulo  endoplasmatico  (Grabski  y  col.,  2012).   Atin   no  esta  claro  el  porqu6

algunos cargos son afectados por la depleci6n de esta proteina y otros no.

Para  el  caso  de  Drosaph/./a,  pudimos  detectar  que  esta  proteina  es  esencial

para el desarrollo del organismo.

2.2.       Otrasgolginas: GM130yGrasp65.

En esta tesis no se pudo evaluar la funci6n de otras golginas,  sobre los efectos

de pl 15  o independientemente.  Quedaron  pendientes como  proteinas  interesantes  de

analizar   debido   a   su   relaci6n   con   pll5,   sus   efectos   en   fragmentaci6n   del   Golgi

(Kondylis  y  col.,  2005)  y  los  fenotipos  relacionados  con  mdltiples  husos  mit6ticos  en

lineas  celulares  de  mamiferos.   De  C"130,   ademas  se  ha  descrito  su  papel  en  la

formaci6n  del  huso  mei6tico  duran{e  las  divisiones  asimetricas  en  la  ovog6nesis  de

rat6n   (Zhang  y  col„   2011).  Ambos  fenotipos  celulares  podrian   relacionarse  con   el

reciente  hallazgo  que  relaciona  a  GM130  y  el  citoesqueleto  de  actina  a  traves  de

Cdc42 (Kodani y col., 2009).  No observamos que los fenotipos producido por depleci6n

de pl 15 se  incrementaran al combinar la expresi6n de este interferente con  uno contra

GM130   (VDRC).   Acerca   de   Grasp65   qued6   pendiente  .poder   mirar   si   presentaba

defectos  en  el  ciclo  celular como  pl 15,  que  pudiesen  expljcar  la  reducci6n  del  tamafio

final   de   las   alas   adultas,   aparte   de   su   papel   en   la   secreci6n   no   convencional

(independiente de Golgi) ya establecida (Sch6tman y col.,  2008)

3.    pii5 y LA TRANslcioN G2/n/I.

El   centro   experimental  de   esta  tesis  fue  tratar  de  explicar  la  reducci6n  del

tamafio  del  tejido  causado  por  el  interferente  de  pll5.  Los  hallazgos  generados  por

nuestra  experimentaci6n  fueron  complementados  con  los  antecedentes  generados  en

levadura y lineas celulares de mamiferos.

La  aproximaci6n  ut"izada debido  a que  la  reducci6n  del  tamafio  del  tejido  no

era equivalente a la disminuci6n del tamafio celular, lo que sugeria una menor cantidad

de  c6lulas  finales  en  el  tejido,  fue  analizar  el  ciclo  celular  de  estas  c6lulas.   Esto  §e

realiz6  a traves  de  inmunofluorescencias y citometria de flujo para obtener .e]  perfil  de
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los    contenidos    de    DNA    de    las    poblaciones    analizadas.    Encontramos    que    en

condiciones de depleci6n de pll5,  se produjeron cambios en  los perfiles de  citometria

consistentes con  los resultados obtenidos mediante los analisis inmunocitoqufmicos de

los distintos parametros de ciclo celular analizados: incremento en el namero de celulas

positivas   para   fosfohistona   H3   y  bromodeoxiuridina,   no   obstante   obteni6ndose   un

namero  final  de  c6Iulas  menor  en  las  alas  adultas,   indicandonos  que  posiblemente

estaban  quedando retenidas en alguna etapa del ciclo celular: mitosis o  replicaci6n del

DNA.  Lo  anterior  se  evidenci6  en  los  estudios  de  citometria  de  flujo,  donde  pudimos

definir   que   las   c6lulas   estaban   quedando   retenidas   en   G2/M   y   entrando   en   re-

replicaciones del DNA, situaci6n que se observa como poblaciones super-G2.

Dentro  de  los  analisis  de  ciclo  celular,  la  preocupaci6n  mss  grande  fue  poder

establecer   que    los    fenotipos    observados    a    traves    de    inmunofluorescencias   y

citometrias   de   flujo   no   fueran   consecuencia   de   proliferaci6n   compensatoria   en   el

compartimiento  posterior  causado  por  la  muerte  celular  (Perez-Garijo  y  col.,   2004).

Esto  fue  descartado  mediante  la  expresi6n  del  inhibidor  de  la  apoptosis  p35  en  la

condici6n  de  depleci6n  de  pll5.   El  hecho  que  los  fenotipos  se  intensifiquen  con  el

inhibidor de la apoptosis  revela los efectos reales de la depleci6n de pl 15,  excluyendo

los potenciales efectos  de proliferaci6n  compensatoria causados por la muerte  celular.

Se observ6  asi un  aumento en el tamaFio celular a traves de  la citometria de flujo y la

acumulaci6n de  la mayoria de las celulas en  los estadios G2 -supraG2 del  ciclo.  Esto

es  similar  a  lo  descrjto   en   clones  mutantes  de  componentes  del  ciclo  celular,   por

ejemplo   slr/.ng   (Neufeld   y   col,    1998)   o   con   versiones   termosensibles   de   Cdkl

(Weigmann y col.,1997),  lo que  nos sugiri6 que el  proceso en  el cual  particjparia pl 15

es la transici6n  G2/M  del  ciclo celular.  De esta forma nuestro siguiente paso fue  poder

confirmar  el  requerimiento  de  pll5  en   este  proceso  a  trav6s  de   la  bdsqueda  de

modificadores  del  fenotipo  de  tamafio  dentro  de  los  genes  que  participan  en  el  ciclo

celular en sus distintas etapas.
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4.    MODIFICADORES   DEL   FENOTIPO   DE   pll5:   PROIVIOTORES   DEL   ESTADO

ACTIVO  DE CDK1.

4.1.       Cdkl  (rescate total) y Mytl  (rescate parcial).

La   transici6n   G2/M   depende   principalmente   de   la   regulaci6n   del   complejo

CycB/Cdkl .  Al  buscar modificadores del  fenotipo  dentro de  las  proteinas  relacionadas

con  la  regulaci6n  positiva  de  este  complejo  encontramos  la  sobreexpresi6n  de  Cdkl

(rescate  total),  quinasa  dependiente  de  ciclina  y  el  silenciamiento  de  Mytl   (rescate

parcial), quinasa necesaria para la inactivaci6n de Cdkl .

Al realizar el analisis c6mo eran los niveles de activaci6n de Cdkl  respecto a los

niveles de pl 15,  encontramos que 6stos se redujeron  al disminuir los niveles de  pl 15.

De  manera  interesante,  el  incremento  en  la  activaci6n  de  Cdkl  observada  cuando  la

sobreexpresamos no se  reduce a un  problema de masa ya que la cantidad  activa esta

normalizada  respecto  a los  niveles totales de Cdkl  presentes  en  el tejido.  Esto quiere

decir  que   al   sobreexpresar   Cdkl   se   logra   activar   una   proporci6n   mayor  de   esta

quinasa,  posiblemente  porque  la  sobreexpresi6n  permite  distribuir a  Cdkl  en  regiones

donde  se  produce  su  activaci6n  y,  donde  en  ausencia  de  pll5,  Cdkl   se  asociaria

debilmente.

Cdkl-en  su  activaci6n  funcionaria  como  un  circuito  biestable,  en  el  cual  serfa

necesario  a[canzar  un  determinado   nive[  de  activaci6n   para  que   [a  c6]ula   inicie  la

mitosis  y  un  njvel  mayor  de  activaci6n  para  la  salida  de  ella  (Linvquist  y  col.,  2007).

Bajo  esta  hip6tesis,  Io  que  ocurrirfa  al  disminuir  la  protefna  pll5,  y  por  consiguiente,

una  reducci6n   en   los   niveles  de   activaci6n   de  Cdkl,   seria  que   las  c6lulas  serlan

capaces  de  entrar en  mjtosis  pero  incapaces  de  saljr de  esta,  produci6ndose  de  esta

forma los-fenotipos observados (Figura 26),  Io cual seria sobrellevado al sobreexpresar

Cdkl   y  aumentar  de  esta  forma  los  niveles  de  Cdkl   activado.  Esto  sugiere  que  el

arresto observado no es G2/M, sino que las c6lulas quedan arrestadas en alguna etapa

de la mitosis y pl 15 seria necesario para la progresi6n mit6tica.

La  observaci6n  de  que  un  activador de  Cdkl  citoplasmatico  como  la fosfatasa

sir/.ng,   sea   incapaz   de   rescatar   los   fenotipos,   nos   permiten   afiadir   un   nivel   de

complejidad,   y   lo   que   ocurriria   al   depletar   las   celulas   de   pll5   no   seria   solo   un

problema de  la activaci6n de  Cdkl ,  sino que tambi6n tendrfa  relaci6n  la distribuci6n  de
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Cdkl  durante  la  mitosis,  en  particular su  asociaci6n  con  los centrosomas o  el  aparato

de  Golgi  para  asegurar  su  correcta  herencia  (Bailly  y  col.,1989;  L6ffler  y  col.,  2011 ;

H6lzenspies y col., 2009).

Sobre  el  mecanismo  que  esta  relacionado  con  la  localizaci6n  de  Cdkl  durante

la  mitosis,  el  rescate  parcial  reduciendo  los  niveles  de  Mytl   mos  da  luces  de  c6mo

podria  ser.   Mytl   esta  localizada  principalmente  en  las  membranas  del  reticulo  y  el

aparato de Golgi a trav6s de una. modificaci6n post-traduccional: miriostilaci6n.

En   mamiferos,   se   cree   que   dentro   de   los   procesos   que   resultan   como

consecuencia   la   i ragmentaci6n   del   aparato   de   Golgi   es   que   Mytl    disminuya   su

actividad,  permitiendo la activaci6n de Cdkl  por las fosfatasas del citoplasma. A   pesar

de que  Mytl  es un  regulador negativo de Cdkl,  podria ser requerido para el  secuestro

de  Cdkl   en  el  aparato  de  Golgi  .  Estudios  nan  mostrado  que  Mytl   y  Cdkl   pueden

interactuar fisicamente  por dominios  diferentes  al  dominio  kinasa  (Wells  y  col.,1999).

Mytl  podria actuar como un reservorio para localizar a Cdkl  en el Golgi, para que en la

mitosis  el  complejo  Cdkl/ciclina  8  este  presente  en  este  organelo  y  una  vez  activado

pueda  fosforilar   a   las   proteinas   en   el   Golgi   antes   de   ser  transportado   al   nacleo

(Cornwell  y  col.,  2002).   En  este  sentido  se  podria  pensar  que  pll5  serfa  necesario

para   esta   interacci6n   y  que   en   las   condiciones   de   falta   de   pll5,   la   localizaci6n

subcelular de Cdkl  se pierde reduciendose sus opciones de activaci6n.

Ahora esto  implicaria que durante algan punto de  la mitosis Cdkl  se  localizaria

cerca  del  aparato  de  Golgi  y  reticulo  endoplasmatico,  especificamente  en  los  sitios

transicionales, lo cual fue observado a trav6s de un anticuerpo contra GM130-P, siendo

esto  sugerido  s6lo  en  una publicaci6n  y especfficamente   para el  caso de  las  meiosis

en ovocitos de cerdo  (H6lzenspies y col.,  2009).
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5.    IVIECANISIVIOS    POSIBLES    DEL   ACOPLAMIENTO    DE    LA   ACTIVACION    DE

CDKI  CON  EL APARATO DE GOLGl.

5.1.       Centrosomas

EI  nivel  de  identidad  de  secuencias  entre  pll5  de  humano  y  de  Drosaph/./a

sugiere  que  y-tubulina  y  pl 15,  al  igual  que  en  mamiferos,  interactuarian  tambi6n  en

Drosaph/./a,   y   esta   interacci6n   seria   necesaria   en   la  formaci6n   del   huso   mit6tico

(F}adulescu   y   col.,   2011).   Al   analizar   la   localizaci6n   de   Cdkl    en   distintas   lineas

celulares,   observamos  que  durante   la   mitosis   este  se  tiende   a  concentrar  en   los

centrosomas  (Lindqvist y col.,  2007;  L6ffler y col.,  2011),  pudiendo ser el centrosoma el

punto  donde estas tres  proteinas  interactuarian  permitiendo  la activaci6n  completa de

Cdkl.   Ademas,   depleciones   de   Cdkl    en   lineas   celulares   de   mamiferos   tambi6n

produce  husos  mit6ticos  multipolares  similar  a  reducciones  en  pll5   (L6ffler  y  col.,

2011 ;  Pladulescu y col.,  2011 ).

Ahora,  las c6lulas de mamifero que poseen un aparato de Golgi estructurado en

cisternas y que se encuentra de forma juxtanuclear requieren  sistemas especiales que

estan relacionados con el centrosoma para la polarizaci6n y partici6n del Golgi durante

la djvisi6n  celular.  En  Orosaph/./a en  cambio,  sus  c6lulas  poseen  mdltiples  unidades de

Golgi,   se   ha   planteado   que   la   polaridad   se   alcanza   por   exocitosis   en   las   zonas

especifjcas requeridas (Herpers y Flabouille, 2004) y que los centrosomas no serian en

ningtm  caso esenciales  para  la divisi6n  celular.  Esto fue demostrado  en  mutantes que

no poseen centriolos, las cuales se desarrollaban normalmen{e (Basto y col., 2006)

Nosotros  no  fuimos  capaces  de  observar  una  correlaci6n  entre  la  localizaci6n

de   las   unidades   de   Golgi   (donde   se   localiza   pll5)   y  v-tubulina.   Ademas   fuimos

incapaces de detectar defectos en los husos mit6ticos durante las distintas etapas de la

mit6sis   en    discos    imaginales   depletados   de    pll5.    Esto    podria    ser   explicado,

considerando   que   se   han   generado   moscas   que   poseen   sobreexpresi6n   de   las

proteinas del centriolo,  en  las cuales se observa que a pe§ar de tener la capacidad  de

generar husos mit6ticos multipolares,  en  la mayor fa de  las  mitosis  los centrosomas se

tienden  a juntar y  generan  fjnalmente  mitosis  bipolares  (Basto  y  col.,  2008),  pudiendo

ser  asi  que  este  fen6meno  oculte  los  fenotipos  observables.   Pespecto  a  esto,   es

sabido  que  moscas  que  expresan  un  alelo  termosensible  de  Cdkl   a  temperaturas
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restrjctivas  poseen  centriolos  con  defectos  en  su  estructura  (Vidwans  y  col.,  2003).

Analisis de micro§copia electr6nica de discos  imaginales con  reducciones parciales en

Cdkl  podria aclarar  los  efectos de  las  reducciones  de  pl 15 sobre  la  estructura de  los

centrosomas y la funcionalidad de los husos mit6ticos.

En los resultados de la falta de funci6n de pl 15 en lineas celulares de mamifero

se  evidencia  que  ademas  de  los  defectos  en  la  estructuraci6n  del  huso  mit6tico,  se

detectan fallas en  la citoquinesis (Paduslescu y col.,  2011 ),  similares  a lo observado en

ausencia de sintaxina 5 en  espermatozoides de  Drosaph/./a (Xu y col.,  2002).  Nosotros

realizamos  experimentos  silenciando   pll5   en   el  testiculo  de   Drosaph/./a,   utilizando

drivers-Gal4   especfficos   para   estas   celulas:   nanos   VP ..,. 76-Ga/4   para   las   celulas

germinales   y   traf/I.a  /.am-Gal4   para   las   celulas   somaticas   del   testiculo,   junto   a   la

sobreexpresi6n de  Dicer (para aumentar la eficiencia del  interferente)  y analizamos las

estructuras de la g6nada y de los espermatozoides mediante microscopia de Nomarski,

observandose   que   las   estructuras   eran   normales   y   no   parecian   tener   defec{os

analogos a los observados en mutantes para st.nfaxt.na 5.  En este experimento tenemos

la desventaja que las lineas PUAST,  como lo son  las lineas que expresan  los F}NAs de

doble hebra utilizados,  no son muy eficientes en su expresi6n en las c6lulas germinales

(existe  otro   vector  de   transformaci6n   denominado   PUASP,   el   cual   es   mucho   mas

eficiente;  Plejrth,1998).

Para   evaluar  si   existian   efectos   sobre   la  citoquinesis,   ademas   analizamos

c6lulas  en  anafase  y  telofase,  en  las  cuales  no  fue  posible  visualizar  defectos  en  la

citoquinesis de  las celulas en  el disco imaginal depletadas de pl 15 (Fjgura 25).-

5.2.       Interacci6n fisica entre cdkl y pll5.

Nuestros  resultados sugieren que  pl 15  participa en  la  progresi6n  de  la mitosis

al actuar sobre la ac{ivaci6n de Cdkl , Io cual seria un paso posterior al punto de control

G2/M  dependiente de fragmentaci6n de aparato de  Golgi descrito por otros  autores  en

diferentes  tipos  celulares  (Sutterlin  y col.,  2001 ;  Presinger  y col.,  2005,  observaciones

en  c6lulas  de  mamifero;  Kondylis  y col.,  2007,  observaciones  en  c6lulas  S2)),  ya que

bajo   la   activaci6n   de   este   punto   de   control   G2/M   a   traves   del   bloqueo   de   la

fragmentaci6n  por  m6todos gen6ticos  o  farmacol6gicos,  las  c6lulas  son  incapaces  de

entrar a mjtosis, visto a traves la presencia de fosfohistona H3.

102



En cambio,  nosotros observamos que las celulas en  Drosaph/./a son capaces de

entrar  a  mitosis  (definida  a  trave§  del  mismo  m6todo  de  analisis)  pero  permanecen

durante tiempos  mas  prolongados en  esta etapa del ciclo celular y un efecto sobre  los

niveles   de   la  activaci6n  de   Cdkl,   sugiriendo   la  presencia  de   un   punto  de   control

posterior  y  si  tomamos  en  consideraci6n  que  la  depleci6n  de  distintas  protefnas  de

matriz  de  Golgi  presentan  los  mismos  fenotipos  en  mamiferos,  podemos  pensar  que

este   punto   de   control,   al   parecer,   depende   directamente   de   la   presencia  de   las

protefnas de matriz de Golgi.

En   cualquier  caso,   ya  sea  en   los   centrosomas   o   en   el   Golgi-F}E   existe   la

posibilidad   de  que   pll5   (y  por  extensi6n   las   otras   proteinas   de   matriz   de   Golgi)

interactde en algtln punto del ciclo celular con Cdkl .

Para   esto   se   evalu6   si   existia   jnteracci6n   djrecta   entre   pll5   y   Cdkl    en

condiciones de sobreexpresi6n de estas proteinas,  a trav6s de  inmunoprecipitaci6n de

protefnas  expresadas  en  discos  imaginales,  utilizando  las  etiquetas  que  poseen  las

construcciones   de   sobreexpresi6n   (HA   y   myc,   respectivamente).   Se   encontr6   la

existencia de  la  interacci6n,  a pesar que  no  podemo§  decir si  es directa o  es  a trav6s

de un  complejo de protefnas,  pero  implica que pl 15 podria estar secuestrando a Cdkl

en algdn organelo para su activaci6n.

5.3.       Pr6ximos pasos.

Nos    encontramos    desarrollando    distintas    cepas    que    permiten    expresar

versiones  de  pl 15  humano  (insensibles  al  PNA  de  doble  hebra),  lo  cual  nos  permitirfa

comprobar   la   conservaci6n   funcional   de   pll5   y   de   los   potenciales   dominios   de

interacci6n con Cdkl .  Una de las diferencias principales entre pl 15 de Orosaph/./a y de

humano,   es   la   presencja   del   dominio   acidico   (AD),   presente   solo   en   la   proteina

humana,  el  cual  interactda con  GM130 y con gigantina  (no  hay hom6Iogo  presente en

Drosoph/./a),   lo   cual   nos   permitiria   estudiar   los   efectos   de   este   dominio   sobre   la

estructuraci6n   del   aparato   de   Go[gi.   Otra   linea   de   investigaci6n   seria   analizar   la

interacci6n de pl 15 con Cdkl  en distintos niveles de activaci6n de este dltimo.

Por  dltimo,  seria  interesante  evaluar  si  Cdkl   es  capaz  de  rescatar  los  husos

multipolares   generados    por   faltas   de   pll5    en    lineas    celulares    de    mamfferos,
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comprobando de esta forma que los mecanismos que involucran  la activaci6n de Cdkl

estan  conservados  entre  distintos  organismos  con  estructuras  de  aparato  de  Golgi  y

mecanismos de herencia de 6ste muy distintos.
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CONCLUSIONES

1.    Nuestros    experimentos    muestran    que    las    celulas    imaginales,    con    una

confjguraci6n   del   Golgi   vesiculo-tubular,   tambi6n   tienen   un   defecto   en   la

progresi6n mit6tica en G2/M causado por la ausencia de pll5.

2.    Este  defecto  seria  causado  directamente  por  la  ausencia  de  pll5  y  no  par

otros  posibles  fen6menos  asociados  a  su  falta  de  funci6n,  como  son  defectos

en la exocitosis/secreci6n o defectos en la estructura del aparato de Golgi.

3.    pll5  es  requerido  para  la  activaci6n  completa  de  Cdkl.  La  depleci6n  de

pll5  reduce  los  niveles  de  Cdkl   activo,   permitiendo  a  las  c6lulas  entrar  en

mitosis  pero   no  su  saljda  de  6sta,  causando  un   retraso  en  la  mitosis  y  la

endorreplicaci6n de su ADN en el disco imaginal de ala.

4.    Existe  interacci6n  fisica  entre  pll5  y  Cdkl,  la  que  permite  plantear  que

dentro  de  las  funciones  de  pll5  podria  estar  el  secuestro  o  relocalizaci6n  de

Cdkl  durante [a mitosis,  para permitir su completa activaci6n.

Esto nos permite proponer que el punto de control G2/M en Drosophila lo produce la

relocalizaci6n de la prateina pl 15 y/a otras golginas, y al parecer no

directamente el evento de tragmentaci6n del aparato de Golgi durante la mitosis.
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ANEXO 1 : Interferente no especifico contra pl 15 (UAS-pl 1 5GD).

EI  primer interferente fue  evaluado  a trav6s de  la tecnica de flip-out en  el  ojo  de

Drosophila  (ey>FLP/UAS-pl 15PD ;  Act>CD2>Gal4/+),  lo  que  produce la expres.i6n  del

dspNA  en  todas  las  celulas  del  ojo  y en  parte  de  la capsula  cefalica  de  la  mosca.  La

expresi6n   de   este   interferente   produjo   un   aumento   del   tamafio   de   la   cabeza  sin

alteraciones  del  patr6n  (hiperplasia),  causado  principalmente  por  un  incremen{o  en  el

tamaFio  celular  (Figura   16A,  y  datos  no  mostrados).   Este  fenotipo  es  similar  a  los

fenotipos  de  reguladores  negativos  de  la  ruta  lnsulina/TOPl  quinasa  (rsc7-/-,  tsc2  -/-,

P7EIV  -/-/  (Potter  y  col.,  2001;  Gao  y  col.,  2001;   lto  y  col.,1999;  Goberdhan  y  col.,

1999;  Huang  y  col.,1999;  Gao  y  col.,  2000),  lo  cual  nos  llev6  a  proponer  que  pll5

estaba involucrado en esta ruta de sefializaci6n, especfficamente a trav6s de un efecto

sobre  los  compartimientos  de endomembranas en  los  cuales se  produce  la  activaci6n

de TOF} quinasa.

El  analisis  de  la  eficacia del  dsF`NA,  referido  a  la  capacidad  del  interferente  de

disminuir    los    niveles    de    la    proteina    blanco,    y    ensayado    mediante    PIT-Pop

semicuantitativo e inmunoblot usando un anticuerpo contra pl 15 de rat6n (cedido por el

Dr.  Martin  Lowe),  mostr6  que  efectivamente  el  F}NA  interferente  pl 15iGD  disminuia-los

niveles de transcrito y de proteina (Figura 27D y E).

En  el  analisis  gen6tico  se  considera  que  la  condici6n  generada  por  un  PNA

interferente  es  analoga  a  la  corre§pondiente  a  un  alelo  de  tipo   hipomorfo  (p6rdida

parcial  de  la funci6n  genica).  En  terminos  geneticos,  el fenotipo  producido  por. un  alelo

hipomorfo es mas severo cuando se combina en  frans con  una deficiencia que incluye

la    regi6n    correspondiente    (alelo    nulo),    que    cuando    el    alelo    se    encuentra   en

homocigosis  (in/Df >  in/in)  (Muller,1932;  Wilkie,1994).  For  lo  tanto,  se  espera que  la

expresi6n  del  FINAi  en  combinaci6n  con  la  deficiencia  respectiva  tuviese  un  fenotipo

mas  fuerte  que  el  obtenido  por  aumento  en  el  ntlmero  de  copias  del  interferente.  Al

rea]izar   este   analisis,   se   encontr6   que   el   fenotipo   de   crecimiento   del   tejido   se

incrementaban  al  aumentar  la  dosis  del  interferente  al  doble,  pero  no  al  expresar  el

interferente  en  un  fondo  gen6tico  que  incluye  una  deficiencia  de  la  regi6n  gen6mica

donde  se  encuentra  pll5  (Figura  27A).   Esto  indica  que  el  fenotipo  de  crecimiento

producido  por.  el  interferente  no  es  especifico .y  en  consecuencia -no  es  debido  a  la
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disminuci6n   de   los   niveles   de   pll5   o   alternativamente,   esta   defjciencia   definida

solamente por marcadores gen6ticos no incluye al locus de pl 15.

Para   poder  corroborar  si   el  fenotipo   de   crecimiento  observado   corresponde

realmente a la p6rdida de funci6n de  pl 15  (especificidad),  se gener6  una construcci6n

y transg6nico  que  permiten  realizar  sobreexpresi6n  de  pl 15.  La  regi6n  codificante  de

p7 75 fue clonada desde DNA gen6mico y etiquetada con  un epitopo reconocible por el

anticuerpo  anti-Hemaglutinina  (HA)  en   la  regi6n   N-terminal  mediante  el  sistema  de

recombinaci6n  Gateway,  produciendo  el  vector  PUAS-HA::pl 15.  Esta  construcci6n  fue

inyectada junta a un plasmido que codifica para la transposasa A2-3  (necesarja para la

inserci6n del elemento P en el genoma) en embriones )/t^/ (mutantes para wh/.te)  para la

generaci6n  de transg6nicos.  Los  insectos  resultantes fueron  cruzados  indMdualmente

con  animales jrw y en  su descendencia se  identificaron  2 tran§g6nicos  w+ (rescate del

color rojo de ojo)  con  inserciones  dnicas en  el  cromosoma 2 y en  el  3.  Para confjrmar

que la protefna de fusi6n  HA se expresaba correctamente,  ademas de la secuenciaci6n

del  constructo  inyectado,  se  realiz6  un  inmunoblot  contra  el  epitopo  obteni6ndose  un

tamafio  aproximado  de  100  kDa,  similar  a  lo  predicho  para  una  fusi6n  HA  de  pll5

(Figura lop).

La   especificidad    del   fenotipo   fue   evaluado    mediante    la   co-expresi6n   del

interferente    contra    pll5,    pll5iGD,    y    la    fusi6n    HA::pll5    usando    el    d„.ve/   del

compartimiento posterior del ala,  hedgehog-Ga/4 (hh>gal4), que corresponde a la zona

indicada en verde en la Figura 168.  La expresi6n de HA::pl 15 no fue capaz de rescatar

el  fenotipo  de  crecimiento  producido  por  este  dsFINA  (Figura  278  y  C),  confirmando

que  si  bien  pll5i9D  es  eficaz  en  disminuir  los  niveles  de  pll5,   no  seria  especifico

contra   6ste   y   tendria   otros   blancos   responsables   del   fenotipo   de   crecimiento

observado.

Se  realiz6  un  analisis  i.r) si./i.co de  los  potenciales  blancos  no  especificos para  la

secuencia  contenida  en  el  transcrito  horquilla  de  pll5iGD  (un  blanco  no  especifico  es

cualquier  gen  blanco  de  cualquiera  de  los  19-mers  posibles  en  el  constructo  dspNA)

mostrados en la Tabla 16.
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Figure 27. Determinacl6n de la eficacia y especificidad del fenotipo del primer F]NA doble
hebra analizado to115pr).

(A)   Expresi6n  del   interfereme   uASpJ75f°  en   los  progenitores  de   la  cabeza  preduce   un
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regi6n gen6mica no incluye a pl 15 (comportandose el tejido como si  estuviera presente solo la
ccopia  del  interferente)  o  el  fenotipo  ro  es  especifico  de  uma  disrninuci6n  en  los  niveles  del
mPINA  de  pl 15.  (8)  Expresi6n  del  interferente  en  el  compartimiento  posterior del  ala  (indicado
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GFPWAS-HA ....p7 75)  (C)  Grafico del tamafio normalizedo del  area del  compartimiento  posterior
(verde)/Sector A (roio)  (n=20).  La significancia estadistica fue determinada mediante analisls de
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ro es la responsable del fenotipo observado.
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Tabla 16. Blancos no especi'ticos encontrado§ en la secuencia de pl 15iGD (BLAST contra
la secuencia encontrada en VDPC contra el genoma de Drosoph/./a en Flybase)

EEL§RE=#±i&{2;).r¥=-ke¥ffi¥RE
Pvr

CG1826                        18  (1)

CG10936                     18  (1)

El   blanco   no   especffico   mas   evidente   es   Pvr,   un   receptor   tirosina  quinasa

relacionado  con  los  receptores  de  PGDF  y de  VEGF  de  mamfferos.  Ha  sido  descrito

como   necesario   para   la   migraci6n   de   las   celulas   del   borde   en   la   ovog6nesis   de

Drosaph/'/a,  siendo  este  proceso  esencial  para  la  fertilidad  de  las  he.mbras  (Duchek y

col.,  2001)  y  ademas  como  regulador  positivo  del  crecimiento  celular  dependiente  de

P13K  y de  la  activaci6n de TOP  kinasa.  Asi,  la falta  de  Pvr en  c6lulas  S2  (linea celular

derivada de hemocitos embrionarios)  hace que estas sean mas pequefia§  (Sims y col.,

2009),  contrario  a  lo que se observa  al  expresar pl 15iGD,  donde  las  c6lulas  adquieren

un mayor tamafio.

A   pesar   de   lo   anterior,   se   pidieron   interferentes   de   Pvr   al   YBDC,   para

directamente  evaluar si  se  producfa  el fenotipo de crecimiento.  Esto  no fue  asi  (dates

no  mostrados).   kn/.nps  esta  relacionado  con  la  formaci6n  de  la  vena  L2  y  no  tiene

descrito  efecto  alguno  sobre  el  crecimiento  celular  (Lunde  y  col.,  2003).  De  los  otros

blancos,  se posee  muy poca informaci6n  y no  es  posible  asignarle  a  ninguno de  ellos

un  papel sobre crecimiento celular.

Encontrar la identidad del gen atectado con el interferente  inespecifico,  a trav6s

de  btlsquedas  de  incrementadores  y  supresores  del  fenotipo,  es  muy  prolongado  y

costoso,  y  atln  siendo  posib[e,  existe  la  posibilidad  real  de  identificar  un  elemento  que

_.ya haya sido  involucrado en  la ruta  lnsulinaITOPl quinasa y/o crecimiento celular.  Por lo

anterior  se  descart6  continuar  con  el  estudio  de  la  funci6n  de  pll5  utilizando  este

Primer interferente,  pi 1 5iGD.
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Pespecto  a  la  primera  construcci6n  interferen{e  contra  pll5  utilizada,  que  es

inespecffica  y  para  la  cual   no  fuimos  capaces  de  definir  sus  blancos,   solo  queda

discutir   la  forma  de   encontrar  sus   posibles   blancos  y  afiadir  algunas   palabras   de

cuidado  al  utilizar  interferentes  para  establecer  un  fenotipo  y  relacionar  este  con  una

falta de funci6n de un gen.

Dentro de los cuidados que hay que tener es establecer: (1) verificar los blancos

no  especfficos,   (2)   demostrar  que   los   niveles  del   blanco  se  estan   reduciendo,   (3)

demostrar  que  los  fenotipos  estan  siendo  causados  por  la  reducci6n  especifica  del

blanco  deseado,  a traves  del  uso  de  un  segundo  interferente  que  produzca  fenotipos

similares,  rescate  de  los  fenotipos  por  una  ganancia  de  funci6n  o  incrementos  de  los

fenotipos   en   condiciones  deficientes   para  el   gen  en   cuesti6n,   ya  sea   mediante   la

utilizaci6n de alelos mutantes a mediante expresi6n de dominantes negativos.

Para  identificar  los  posibles  blancos  del  PNA  interferente  no  predichos  por  el

analisis  /.n s/.//.co se  puede realizar una bdsqueda de  incrementadores y supresores del

fenotipo.  En  esta  estrategia  se  requiere  de  una  condici6n  en  la  cual  el  fenotipo  sea

visible   pero   no   muy  fuerte   (considerar  la   letalidad),   para  nuestro   caso   podria  ser

Hh>pll5iGD   y   analizar   la   interacci6n   de   6sta   con   el   k/I  de   deficiencias   gen6ticas

disponible  en  el  BDSC  (a/oom/.ngton  Drosaph/./a  Stock CenfeA,  el  cual  consta  de  465

deficiencias  que  abarcan  el  genoma  casi  completo  de  DrosapAi./a  (Cook y col.,  2012).

Cabe  destacar,  que  ninguna  de  estas  deficiencias  abarca  el  locus  cubierto  por  pll5

(Flybase).   Si   la   combinaci6n   de   la   expresi6n   del   interferente   con   alguna   de   las

deficiencias mencionadas exacerba el fenotipo,  entonces el gen blanco  no deseado se

encuentra  en  la  region  comprendida  por  la  deficiencia.  Luego  se  puede  trabajar  con

deficiencias  mas  pequefias  obtenidas  desde  BDSC  o  Exelixis,  para  reducir  la  region
-gen6mica sobre la cual trabajar, en lo posible llegando hasta el gen especffico.  Una vez

identificado el gen se pueden analizar las consecuencias de  la ausencia de este sabre

las  rutas  que  han  sido  relacionadas  con  el  crecimiento  celular,  como  son  dMyc  y/o

lnsulinaITOF} quinasa.
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ANEXO 2:  Analisis de los efectos sobre otras fases del ciclo celular.

1.   Activaci6nflnhibici6n de la progresi6n G1/S.

A  nivel  celular,   la  protefna  del  retinoblastoma  (pRb)   se  ha  mostrado  que  es

capaz    de    regular    la    progresi6n    a    traves    de    la    fase    Gl     de    ciclo    celular,

predominantemente por uni6n  a los factores de transcripci6n  E2F,  los cuales controlan

una gran  cantidad  de  genes  involucrados  en  la  proliferaci6n  celular y la  replicaci6n  del

DNA      (Dyson,    1998).   pFlb   reprime   la   expresi6n   del   los   genes   blancos   de   E2F

reclutando  [a  actividad  de  histonas  deacetilasas  (HDAC)  e  inhibiendo  el  dominio  de

activaci6n  transcripcional  (Harbour  y  col.,1999).   La  habiljdad  de  pF3b  de  bloquear  la

progresi6n  a  traves  de  Gl   es  abolida  por  la  hiperfosforilaci6n  de  este,   la  cual  es

iniciada por las quinasas dependientes de ciclinas tipo D.  En  Drosaph/./a existe una sola

de estas:  Cdk4,  la cual  es  requerjda para el  crecimiento  normal de  los tejidos,  pero  es

dispensable   para   la  progresi6n   del   ciclo  celular  (complejos   CycD/Cdk4)   durante   la

mitad  de  G1   (Meyer y  col.,  2000).  Para  la  progresi6n  a  la  fa§e  S,  la  actMdad  de  los

complejos  CycE/Cdk2  es  maxima  durante  Gl  tardfo  y S  temprano.  Este  complejo  es

capaz  de  fosforilar tambi6n  a  pPlb,  Iiberando  a  E2F,  el  cual  forma  heterodf meros  con

Dp,   promoviendo  la  expresi6n  de  genes   requeridos  para  la  sintesis  de  DNA  y  la

progresi6n   del  ciclo   celular  como  el   antigeno   nuclear  de   la  c6Iula  en   proliferaci6n

(pro//.feral/.ng  ce// nuc/ear ant/.gen,  PCNA),  CycE,  Cdkl   y  DNA  polimerasas.-dMyc  es

otro   gen   que   directamente   es   capaz   de   aumentar   los   niveles   de   Cdk4/CycD   e

indirectamente   los   niveles   de   CycE,   por   consiguiente   acelera   la   transici6n   G1/S,

ademas  de  promover el  crecimjento  celular a trav6s  de  la  regulaci6n de  la  biog6nesis

de los ribosomas.

Se manipul6 la transici6n de G1/S,  a traves de la sobreexpresi6n de Cdk4::myc,

sobreexpresi6n de  PCNA::GFP, sobreexpresi6n de Myc (activaci6n),  y un alelo de  E2F

(inhibici6n)  (Figura 28),  por si solos o junto a la depleci6n de pl 15.

De estos el dnico que posee un fenotipo evidente es la sobreexpr6si6n de dMyc

junto a la depleci6n de pl 15, siendo capaz de rescatar casi totalmente el fenotipo de la

depleci6n  de esta  respecto al tamafio del tejido,  a pesar de que se  pjerde el patr6n  de

las venas cruzadas anterior y posterior)  (Figura 28D).

\`
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Las   c6lulas   imaginales   del    ala   llevan    a   cabo   ciclos   celulares   can6nicos

(G1/S/G2/M)  en  donde  los  reguladores  de  G1/S  y  G2/M  son  ciclina  E  y  la  fosfatasa

Cdc25,  Sir/.ng,  respectivamente  (Neufeld  y col„  1998).  La  sobreexpresi6n  de  dMyc  en

estas  c6lulas  incrementa  los  niveles  de  Ciclina  E  por  regulaci6n  post-transcripcional

(Prober y col.,  2000; Duman-Scheel y col.,  2004) y acelera la transici6n G1/S  (Johnston

y col.,1999;  Prober y col., 2000).  dMyc tambien es capaz de  regular la actividad del eje

E2F/Pb.

Cuando se  expresa en  clones del  ala en desarrollo,  dMyc causa un  incremento

en  el  tamafio  celular.  Este  incremento  ocurre  debido  a  que  dMyc  acelera  la  tasa  de

crecimiento  celular  (la  tasa  en  la  cual  la  celula  acumula  masa),  pero  nci  es  suficiente

para  aumentar  la  tasa  de  divisi6n  (Johnston  y  col.,1999).  Sin  embargo,  Ia  inhabi[idad

de  la  sobreexpresi6n  de  dMyc  de  acelerar  el  ciclo  celular  es  explicado  al  menos  en

parte  por  restricciones  impuestas  por  desarrollo  /.n  v/.vo.  En  la  mayoria  de  las  c6lulas

mit6tjcas  de   DrosapAi./a  (si  no  todas)   el  hom6logo  de  Cdc25,   String   (Stg),   no  esta

regulado  por dMyc  (Johnston y col.,1999;  Lehman y col.,1999).  Entonces  a pesar de

que la expresi6n ect6pica de dMyc lleva a las celulas a trav6s de Gl  a S rapidamente,

niveles  suficientes  de  Stg  para  el  paso  por  G2.requiere  de  las  sefiales  apropiadas

dependientes  del  contexto  de  desarrollo.  La co-expresi6n  de  dMyc  con  Stg  resulta  en

un  aumento  de  la divisi6n  celular,  correspondi6ndose  a  la tasa  de  crecimiento  celular

jncrementada por dMyc, y en consecuencia obteniendo  mas celulas de tamaFio normal

(Johnston y col.,1999).

En nuestro caso, en el cual dMyc es capaz de rescatar el tamaFio del ala adulta,

lo podemos ver como una consecuencia de un  jncremento del tamafio de cada una de

las c6lulas formadas,  mas que por la capacidad de la sobreexpresi6n de dMyc de sacar

a las celulas de su arresto en G2/M inducido por la falta de pl 15.

El   incremento  de  tamafio   en   las  c6lulas  formadas   ocurre  debido  a  que   la

sobreexpresi6n de dMyc es capaz de incrementar el ntimero de ribosomas.  El aumento

de  la  actividad  ribosomal  se  traduce  en  un  incremento  de  la  actividad  traduccional,

teniendo  esto  como  consecuencia  un  incremento  en  el  tamafio  celular  (Grewal  y  col.,

2005).  Este crecimiento  celular,  a diferencia al que observamos a trav6s de citometrfa

de flujo  para  la inhibici6n  de  la muerte  celular en  condiciones de depleci6n de  pl 15,  es
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observable en el  ala adulta.  Por lo tanto,  para confirmar que el rescate es causado  por

un  aumento  del  tamafio  celular  causado  por  la  sobreexpresi6n  de  dMyo  habrfa  que

hacer  una  determinaci6n  de  la densidad  celular  en  el  tejido  disminuyendo  6sta  si  los

efectos de c/Myc sobre el tejido es hacer las c6lulas mas grandes.

2.    Inhibidores de la progresi6n G2/M.

En  los  inhibidores  analizamos  alelos  de  sir/.ng y po/o en transheterocigosis,  asf

como  la sobreexpresi6n de  Mytl  e interferentes contra Cdkl  y  fr/.bb/es (regulador de la

prote6Iisis de sir/.ng (Mata y col., 2000))  (Figura 29)

3.   Interacci6n gen6tica con p53.

Debido  a  que  las  lfneas  celulares  usadas  en  mamiferos  que  manifestaban  los

fenotipos multipolares al reducir los niveles de alguna de las golginas: Grasp65,  GM130

y pl 15 eran defjcientes para p53 (HeLa),  se analiz6 si  los fenotipos eran dependientes

de los niveles de p53,  realizandose experimentos con el dominante negativo F}155H  (el

cual  es  incapaz  de  dimerizar  y  unirse  al  DNA)  (Ollmann  y  col.,  2000)  e  FINAs  doble

hebra  para  p53.  Observamos  que  la  reducci6n  de  los  niveles  o  actividad  de  p53  no

posee  consecuencias  sobre  los  fenotipos  en  el  ala  adulta  de  la  depleci6n  de  pll5

(Figura 30).
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Flgura  28.  Efectos  de  modilicadores  de  la  translcl6n  Glrs  del  c[clo  celular  sabre  la
dep[eci6n de pl 15 sobre el tamafio del compartimiento posterior en alas adultas.

(A-H)  Alas  de  moscas  hembras  que  expresan  en  el  compartimiento  posterior  lo  indicado  en
cada una de las figuras  (ver genotipos).  (I) Cuantificaci6n del area del compartjmiento posterior
de  cada  una  de  los  genotipos  mostrados.  Se  presenta  el  promedio  ± desviaci6n  estandar  (n=
20).  Como test estadistico  para dcterminar si  existen  diferencias entre  los genotipos,  se  aplic6
una ANOVA de  una via,  donde *"  indica un valor-p<0,001,   y "  p<0,01  y * p<0,05.  (Genotipos:
t8G'a£44W#pG;ft§i',U+wfsi2C.FdGItka4#+r#§,!Fy!iw:#;4U,tA5;Esp.'#%%EFffd4ft4ri]82##.tEi#;%±

pll5iluAS-PCNA::GFP)
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Figure  29.   Efectos  de  inhibidores  de  la  actlvac]6n  de  Cdkl   (transicl6n  G2/M)  y  sue
efectos sabre alas adultas depletadas de pl 15 en el compartlmlento posterlor.

(A-H)  Alas  de  moscas  hembras  que  expresan  en  el  compartimiento  posterior  lo  indicado  en
cada  una de las tiguras  (ver genotipos).  (I) Cuantificaci6n  del  area del compartimiento posterior
de  cada  una  de  los  genotipos  mostrados.  Se  presenta  el  promedio  ± desviaci6n  estandar  (n=
20).  Como test estadistico  para determinar si  existen diferencias entre  los genotipos,  se  aplic6
una  ANOVA  de  una  via  con  comparaciones  maltiples,  donde  *'*  indica  un  valor-p<0,001  y  "
p<0,01.  Podemos  ver  que  ninguna  de  las  combinatorias  es  capaz  de  rescatar  el  fenotipo  de
duGeA?i%p:;Tp5ofio,86C#y#RE4d/i,)4:#Al:5s#,#;5np:ofoe%3i'nG2:A4(|si,p`;,'#y+#,;?nr(5gi,euwn%-ate%k,

(TRip) (I+)  wl y sc v; en-Gara,  UAS-pl 15i/UAS-trbli (TFlip)).
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FIgura  30.  Efectos  de  la  interaccj6n  gen6tica con  p53  y  sus efectos  sobre  alas adultas
depletadas de pl 15 en el compartimiento posterlor.

(A-D)  Alas  de  moscas  hembras  que  expresan  en  el  compartimiento  posterior  lo  indicado  en
cada  una de  las  figuras (ver genotipos).  (I)  Cuantificaci6n  del  area  del  compartimiento  posterior
de  cada  una  de  los  genotipos  mostrados.  Se  presenta  el  promedio  ±  desviaci6n  estandar  (n=
20).  Como test estadistico  para determinar si  existen  diferencias  entre  los genotipos,  se aplic6
una ANOVA de una via, donde *** indica un valor-p<O,Ool  y "  p<0,01.  Observamos que no se
modifican  los  fenotipos  al  realizar  las  interacciones  gen6ticas  con  p53.  El  dominante  negativo
corresponde  a  una  versi6n  de  p53  que  no  se  une  al  DNA.  (Genctipos:  (A)  y  wry  sc  v,.  en-
Gal4NAS-p53i  (TRip) (8)  wly sc v: en-Gal4,  UAS-pl 15i/UAS-p53i (C)  y wlw;  en-Gal4/+;  UAS-
p53DN (D) w; en-Gal4, UAS-pl 15i/+; UAS-p53DN/+).
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ANEXO 3: Otros genes nuevos identificados en relaci6n al control del tamafio de
PRPK y Bax lnhibitor-1.los organismos:

Una  an{igua  pregunta  en  Biologia  es:  c6mo  se  define  el  tamafio  final  de  los

organismos. Todos  los organismos de  reproducci6n sexuada se originan  a partir de  un

tiuevo  fertilizado:  una  c6Iula,  que  despues  de  un  ntimero  variable  de  divisiones,  y  un

complejo  proceso  de  diferenciaci6n,  se  organiza  para  establecer  el  tamafio  y  forma

caracteristica de la especie en cuesti6n.

6Que   controla   el    progreso   del   crecimiento    del   organismo,    y   cuando   el

crecimiento  "apropiado"  es  alcanzado,  qu6  le  dice  a  los  6rganos  y  al  organismo  que

detenga su crecimiento?.  La respuesta a estas preguntas no es del todo conocida,  pero

involucra procesos que se acoplan para defjnir: el tamaFio celular,  a traves del  balance

metab6lico    (cataboli§mo    y    anabolismo)    y    el    ntimero    de    c6lulas,    mediante    la

proliferaci6n/muerte  celular.   Esto  junto  a  los  procesos  morfol6gicos  que  ocurren  en

simultaneo,  permiten  que  finalmente  reconozcamos  al  organismo.  Este  acoplamjento

es  llevado  a  cabo  mediante  la  sefializaci6n  entre  las  c6lulas  y el  medio  externo,  y  la

regulaci6n de genes especffjcos implicados en estos procesos durante el desarrollo.

Nuestro  interes  es  identifjcar  nuevos  genes  que  participen  en   los  procesos

mencionados   y   establecer   c6mo   estos   genes   son   regulados   para   dar   forma   al

organismo.  Para  abordar  estas  preguntas  hemos  usado  a  Orosaph/./a  me/anogasfer

(mosca del vinagre) 'como  modelo de estudio,  la cual  ha sido  utilizada extensivamente

para identificar y analizar las bases geneticas del desarrollo.

Durante  esta  tesis  analizamos  dos  genes  capaces  de  regular  estos  procesos:

Prpk  (p53-re/atec/ profGt.n 4i.nase,  protef na quinasa  relacionada  con  p53)  y  su  relaci6n

con  la  ruta  lnsITOP  quinasa  (lbar  y  col.,  2013),  y  el  hom6logo  en  Drosaph/./a de  Sax

|nhibitor-1   (81-1 )  de  mamfferos y su  efectos sobre  la  autofagia  (Castillo y col.,  2011 ).  A

continuaci6n   se   presenta   un   resumen   de   los   hallazgos   obtenidos   sobre   estas

proteinas.

5.4.       Prpk (proteina quinasa relacionada con p53).

La   proteina   quinasa   relacionada   con   p53    (Bud32   en    levadura/PFtpK   en

humanos)   ha  sido  identificada  como   una  proteina  involucrada  en   la  proliferaci6n  a
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traves  de  sus  efectos  en  transcripcj6n  en  levaduras  y  la  estabilizaci6n  de  p53  en

cultivos  celulares  de  humano.  Sin  embargo,  la  funci6n  fisiol6gica  de  Bud32/PRPK  en

organismos multicelulares  no es conocida. Analizamos el  rol de  PPPK en el desarrollo

de O/osapht./a.  Esta proteina se expresa en todos los tejidos estudiados y es necesaria

para  la  proliferacj6n  y  el  crecimiento  celular.  Los  animales  depletados  de  Prpk  tienen

fenotipos similares a los encontrados en mutantes para reguladores positivos de la ruta

lnsITOF}.   Esta   ruta   se   ha   demostrado   como   una   de   las   fundamentales   para   el

crecimiento  celular,  transduciendo  el  estado  hormonal  y  nutricional   a  la  maquinaria

traduccional.  A  trav6s  de  interacciones  gen6ticas  establecimos  que  Prpk  opera  como

un  transductor  de  la  ruta  P13KITOP,  siendo  esencial  para  la  activaci6n  de  la  quinasa

TOPl y la regulaci6n de sus blancos (S6K, 4EBP, autofagia y endocitosis).  Esto sugiere

que  Prpk  es  crucial  en  la  estimulaci6n  la  maquinaria  biosintetica  en  respuesta  a  la

sefializaci6n por insuljna y los cambios en  la disponibj[idad de nutrientes.

5.5.        Bax lnhibitor-1

La autofagia y la apoptosis son procesos regulados que juegan un papel central

en    la   homeostasis   del   tejido.    Bax   inhibitor-1    (81-1)    es    una   proteina   altamente

conservada  con  un  rol  dual  en  la  apoptosis,  a  traves  de  la  supresi6n  de  la  muerte

celular  intrfnseca  mediada  por  salida  de  calcio  desde  el  reticulo,  y  la  sefializaci6n  del

estres de teticulo,  mediante [a regulaci6n de] sensor de estres  lFIEl a  (i.nosito/ requ;.rt.ng

A/.nase  7a)  por interacci6n ffsica.  Colaboramos en  la descripci6n  de  una nueva funci6n

de   81-1    como   modulador   negativo   de   la   autofagia.    C6lulas   depletadas   de   81-1

presentan  una  inducci6n  exacerbada de  la  autofagia,  incrementandose el flujo de  LC3

(conversi6n  LC3-I a LC3-ll a trav6s de ljpidaci6n) y la formaci6n de autofagosomas.  Los

efectos protectores de la autofagia inducida bajo estas condiciones fueron asociados a

los  incrementos  en  la  sobrevida  observada  en  animales  expuestos  a  restricci6n  de

nutrientes.   La   represi6n   de   la   autofagia   mediada   por   81-1   es   dependiente   en   la

activaci6n   de   la   cascada  de   seFializaci6n   JNK   (cJurv-IV  !ermi.na/  kt.nase)   y  de   la

expresi6n   de   lpEla,   posiblemente   debido   a   un   desplazamiento   de   TF}AF2   (7rvF-

receptor associated factor-2) desde lF\El a.
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La  depleci6n  de  81-1  en  Drosapht./a incrementa los flujos  autofagicos y esto  se

ve reflejado en procesos que requieren de la autofagia,  como es la degradaci6n de  las

glandulas  salivales durante  la pupaci6n.  Este  incremento tambien  produce  el  aumento

de la sobrevida de Orosaph/./a en condiciones de falta de nutrientes.

Se observ6 ademas,  un incremento en la expresi6n de marcadores de autofagia

en el  higado y rifi6n de ratones deficientes para bi-1.

En  resumen,  fue  posible  identificar  una  nueva  funci6n  de  81-1   en  organismos

multicelulares,  sugiriendo  un  papel  critico  de  81-1   como  un  integrador  de  estres  que

modula los niveles de autofagia y 1o relaciona con otros procesos homeostaticos como

el estres de reticulo.
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